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САЖЕТАК 

 

Последњих деценија главно ограничење у лечењу канцера је првенствено 

повећана учесталост озбиљних нежељених реакција, као и све чешћи развој 

резистенције на хемотерапеутике. Управо ова ограничења наметнула су потребу за 

развојем нових терапијских једињења која показују већу ефикасност а мању 

токсичност. Услед успешне синтезе нових потенцијалих терапијских једињења на бази 

метала показано је да лиганд, етилендиамин-N,N'-диацетат типа, O,O'-диетил-(S,S)-

етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат дихидрохлорид (DE-EDCP) 

испољава токсични ефекат на различитим ћелијским линијама карцинома. Основни 

циљ овог истраживања je да се испита утицај DE-EDCP на раст и метастазирање 

мишјег карцинома дојке (4Т1) и меланома (B16-F10), као и да се расветли 

потенцијални механизам дејства. DE-EDCP показује туморицидни потенцијал на 

линије ћелија карцинома дојке мишева и људи, као и на ћелијску линију мишјег 

меланома. DE-EDCP значајно редукује раст карцинома дојке и показује јасан 

туморицидни капацитет који је одговоран за метастазирање тумора без очигледне 

системске токсичности. DE-EDCP повећава осетљивост туморских ћелија на апоптозу 

што се огледа у способности да смањује експресију антиапоптотског протеина Bcl-2 и 

повећава експресију проапоптотског протеина Bax, као и ефекторске каспазе-3. Такође, 

примена DE-EDCP смањује експресију циклина D3, Ki-67 и повећава експресију p16, 

p21 и p27 што резултује задржавањем ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса, а тиме 

не само да инхибира пролиферацију туморских ћелија, већ вероватно додатно 

фацилитира њихову осетљивост на апоптозу. Још један додатни механизам којим DE-

EDCP успорава прогресију карцинома дојке је редукција миграције туморских ћелија 

инхибицијом сигналног пута STAT3 који укључује NANOG и SOX2. Такође, системска 

примена DE-EDCP, осим што повећава инфлукс, подстиче туморицидни фенотип и 

задржава респонзивност NK и NKT ћелија у туморској микросредини. Антитуморски 

ефекат DE-EDCP остварује на више различитих начина - фаворизује апопотозу 

истовремено инхибира пролиферацију туморских ћелија и појачава антитуморски 

имунски одговор, што указује на могућност коришћења DE-EDCP у експерименталној 

терапији карцинома. 



 

 

 
 

ABSTRACT 

 

Pharmacological treatment of cancer is mostly limited by drug-toxicity and resistance. It 

has been noticed that organic ester ligand, O,O’-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-

cyclohexyl)propanoate dihydrochloride (named DE-EDCP) showed effective cytotoxic 

capacities against several human and mouse cancer cell lines. The aim of present study was to 

examine the ability of DE-EDCP to inhibit murine breast cancer (4T1) growth and 

progression, as well as melanoma (B16F10), and to explore possible molecular mechanisms. 

DE-EDCP exhibited significant tumoricidal activity on human and murine breast cancer cell 

lines. Further, marked reduction of murine breast cancer growth and progression, as well as 

melanoma, by DE-EDCP was shown. DE-EDCP exhibits fewer side-effects compared to 

cisplatin as a conventional chemotherapeutic. Results obtained from in vivo and in vitro 

experiments indicate that DE-EDCP induces apoptosis and inhibits proliferation of 4T1 cells. 

DE-EDCP increases percentage of 4T1 cells in late apoptosis, expression of pro-apoptotic 

Bax and caspase-3, while decreases expression of anti-apoptotic Bcl-2. DE-EDCP treatment 

increased the percentage of TUNEL-positive nuclei and reduced Ki-67 expression in breast 

cancer tissue. DE-EDCP decreased expression of cyclin D3 and Ki-67, increased expression 

of cyclin-dependent kinase inhibitors p16, p21 and p27 and arrested 4T1 cells in G0/G1 cell 

cycle phase. Expression of STAT3 and downstream regulated molecules, NANOG and 

SOX2, was reduced in 4T1 cells after DE-EDCP treatment. DE-EDCP facilitated 

accumulation of CD3
+
CD49

+
 NKT cells and CD3

-
CD49

+
 NK cells in tumor 

microenvironment. In conclusion, DE-EDCP impairs breast cancer growth and progression 

by triggering cancer cell death and inhibition of cancer cell proliferation and by facilitating 

anti-tumor immunity. DE-EDCP might be of interest in the development of the new 

anticancer agent. 
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1 

1. Увод 

 

Модалитети лечења тумора зависe од врсте тумора и стадијума болести. 

Терапијски приступи су разноврсни и укључују хирушку терапију, радиотерапију, 

хемотерапију, имунотерапију, генску циљану терапију, електрохемотерапију, 

криотерапију и криохирургију, фотодинамску и потпорну терапију. Обично се користи 

комбинација два или више терапијских приступа. Једна од основних системских 

облика лечења тумора је хемотерапија. Међутим, и даље је немогуће предвидети 

одговор тумора на примењене цитотоксичне лекове што понекад води до терапијског 

неуспеха. Овај неуспех је у последње време учестао услед неосетљивости туморских 

ћелија на терапију односно због развоја резистенције. Резистенција туморских ћелија 

се може иницијално испољити на примењену терапију због „урођене'' неосетљивости 

тумора што представља de novo резистенцију. Поред ове врсте резистенције, често се 

дешава да тумор испољи иницијалну осетљивост на терапију, али временом малигне 

ћелије могу да развију резистенцију на примењену терапију. Важна одлика туморских 

ћелија је нестабилни генотип који је одговоран за развој нових фенотипских варијанти 

које карактерише повећани метастатски потенцијал, као и неосетљивост на дејство 

цитотоксичних лекова са сличним механизмом дејства. Овакав вид резистенције је 

стечена или прилагођена резистенција. Клиничка неосетљивост тумора на 

цитотоксичне лекове може настати на више нивоа као што су промене на месту 

циљаног дејства лекова или промене у процесу интеракције лека са циљаним 

молекулима што индукује измене у фармакокинетичким параметрима примењених 

лекова. Поред изостанка жељеног ефекта ове промене углавном доприносе настанку 

нежељених реакција на примењене лекове. Повећана учесталост резистенције и/или 

нежељених дејстава лекова је основни разлог за предану посвећеност проналаску 

нових потенцијалних цитотоксичних лекова.  
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1.1. Биомедицинска примена комплекса платине 

 

Терапијска примена метала у медицини датира скоро 5000 година уназад (1, 2). 

Биолошка активност лекова на бази метала лежи у њиховој способности везивања за 

велики број важних биолошких ентитета (протеине, ензиме, хормоне итд.) (2). То 

потврђује чињеница да централни метални јони, који су носиоци позитивног 

наелектрисања, имају тенденцију да се везују за негативно наелектрисане биомолекуле 

(3, 4). Управо због те чињенице различити биолошки протеини и нуклеинске киселине, 

или њихови саставни делови, могу бити одлични лиганди за јоне метала. То је један од 

разлога зашто фармацеутска употреба металних комплекса има одличан потенцијал. 

Развој савремене медицинске неорганске хемије започет је открићем медицинских 

ефеката цисплатине (5, 6). Након тога уследио је период испитивања терапијске 

употребе широке палете комплекса метала (7-11). Разматран је велики број једињења 

различитих координационих стања и механизама цитотоксичног дејстава у циљу 

открића нових антитуморских лекова (12, 13). Међутим, главни проблем у развоју 

комплекса метала као потенцијалних лекова јесте акумулација јона метала у 

организму, што за последицу има потенцијално опасне нежељене ефекате. Због тога је 

неопходно размотрити дистрибуцију и путеве елиминације комплекса метала, као и 

његову фармаколошку специфичност. Разумевање механизма дејства којим комплекси 

метала постижу своју активност је један од предуслова за њихову адекватну примену, 

као и за дизајн нових једињења.  

 

1.1.1. Развој и фармаколошки аспекти деривата платине 

1.1.1.1. Комплекси платине прве генерације 

Цисплатина (cis-[PtCl2(NH3)2; енгл. cis- diamminedichloridoplatinum(II), CDDP; 

Слика 1) синтетисана је у Италији 1844. године (14), међутим антитуморски ефекат 

овог комплекса платине(II) откривен је тек 1965. године (5, 6). Проучавајући ефекат 

електичних поља на раст и деобу Escherichia-е coli, уочено је да сунчева светлост, 

амонијум-хлорид и електрода платине заустављају деобу бактеријских ћелија. На 

почетку се сматрало да је изостанак деобе директна последица дејства електричног 

поља, међутим даљим анализама утврђено је да су у процесу електролизе, формирани 

мали комплекси платине и то cis-диаминодихлоридоплатине(II) која је носицал 
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антитуморске активности. Након овог сазнања Rosenberg и сарадници (15, 16) 

испитали су ефекат добијеног комплекса платине(II) у мишјем моделу саркома 

(sarcoma 180) и леукемије (L1210). Након доказане антитуморске активности, 

цисплатина је већ 1971. године уведена у прву фазу клиничких испитивања. Агениција 

за храну и лекове Сједињених америчких држава је 1978. године одобрила употребу 

цисплатине у лечењу карцинома тестиса и бешике (17). Данас се цисплатина успешно 

користи у терапији меланома, тумора тестиса, јајника, материце, бешике, главе, врата, 

дојке и плућа (18-20). 
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H3N
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NH3Cl

H3N

 

Слика 1. Хемијска структура цисплатине (Jurisevic M et al. Serb J Exp Clin Res. 2016; 17(4):285-

295) 

Механизми антиканцерског дејства цисплатине подразумевају низ промена на 

нивоу једра и цитолазме (21). Као мали молекул, који садржи два хлоридо лиганда која 

предствљају лако одлазеће лиганде и два чврсто везана амино лиганда, цисплатина се 

интрацелуларно активира низом реакција које се заснивају на измени хлоридних 

лиганада молекулима воде (22). Након интравенске примене цисплатине, висока 

концентрација хлорида у плазми је одговорна за структурну неизмењеност молекула. 

Након што цисплатина доспе у ћелију, или простом дифузијом кроз ћелијску мембрану 

или активним транспортом помоћу 1. типа транспортера бакра CTR1 (енгл. cooper 

transpoters type 1), мања концентрација јона хлорида у цитоплазми узрокује брзу 

хидролизу цисплатине. Замена хлоридо лиганада молекулима воде ствара високо 

реактивне катјонске комплексе платине (22, 23). Настали молекули, моно- или диаква 

комплекси платине, склони су да интерагују са великим бројем цитоплазматских 

субстрата као што су глутатион, металотионеинин, метионин и протеини који у својој 

структури садрже цистеин (24). Индукција оксидативног стреса, која је последица ових 

интеракција, доприноси оштећењу ДНК (дезоксирибонуклеинске киселине), али исто 

тако омогућава и инактивацију цисплатине цитопротективним антиоксидативним 

системом (25). Новонастали комплекси ([Pt(NH3)2Cl(H2O)]
+
) или ([Pt(NH3)2(H2O)2]

2+
) 
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када доспеју у једро ћелије формирају координативну ковалетну везу са атомима азота 

нуклеинских база ДНК, и то најчешће у позицији 7 имидазоловог прстена гуанина или 

аденозина (26-28). Током формирања оваквих веза настају монофукнционални или 

дифункционални комплекси. Дифункционално везивање молекула цисплатине и ДНК, 

може настати везивањем новонасталих комплекса цисплатине за азоте гуанина или 

аденозина из истог ланца ДНК или пак између суседних ланаца ДНК. У 60% случајева 

цисплатина се кординише за суседне ланце ДНК и формира бифункционални 

макрохелат (26, 27). Овакве промене у структури ДНК које су последица везивања 

цисплатине инхибирају даљу транскрипцију и репликацију и следствено покрећу смрт 

ћелије (26-28). Иако цисплатина важи за потентан хемиотерапеутик њена примена 

праћена је бројним ограничењима. Антитуморски ефекат је дозно зависан, али 

повећање дозе је углавном праћено озбиљним нежељених реакцијама. Наиме, главни 

ограничавајући фактор у примени цисплатине је њена неселективност. Тако, 

цисплатина индукује ћелијску смрт не само туморских већ и других ћелија у организму 

што за последицу има нефротоксичност, хепатотоксичност, ототоксичност, 

неутропенију, тромбоцитопенију, периферну неуропатију, ембриотоксичност или 

мутагеност. Сагледавањем хемијске структуре цисплатине може се закључити да је 

овај комплекс изузетно реактиван. Интересантно је да само 5-10% од укупне 

примењене дозе цисплатине интерагује са молекулом ДНК, остатак примењене дозе 

ступа у интеракције са молекулима који у својој структури поседују тио-групе (29). 

Заправо цисплатина већ у плазми може да интерагује са протеинима грађених од 

аминокиселина које садрже сумпор (метионин и цистеин), као што је на пример 

албумин. Поред тога, познато је да се цисплатина може везати и за фосфолипиде или 

фосфатидил серин у ћелијској мембрани а након хидролизе у цитоплазми може 

реаговати са бројним хемијским врстама, углавном са протеинима и аминокиселинама 

које имају слободне донорске S и N атоме, као што су јон карбоната, фосфати, 

глутатион или металотионеиним. Бројне интеракције смањују ефикасност и 

биоискористљивост овог комплекса платине(II) (28,30).  
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1.1.1.2. Комплекси платине друге и треће генерације 

Поред тога што је ефикасност цисплатине условљена хемијском структуром и 

неселективношћу, убрзо је уочено да је туморицидно дејство овог хемиотерапеутика 

ограничено и брзом појавом резистенције туморских ћелија након поновљених доза 

(2). У циљу да се ови проблеми превазиђу, последњих тридесет година активно се ради 

на дизајну лекова на бази метала који би имали ефикасан цитотоксички потенцијал уз 

истовремено мањи број нежељених ефеката (30). Аналози цисплатине друге и треће 

генерације синтетисани су са циљем да се смањи токсичност и/или повећа ефикасност 

цисплатине. Карбоплатина (1,1`-cis-циклобутилдикарбоксилатодиаминоплатина(II)), 

недаплатина (cis-гликолатодиамин-платина(II)) и оксалиплатина (cis-оксалато-trans-l-

1,2-диаминоциклохексан-платина(II)) су једини аналози који се до данас успешно 

користе у пракси (30-34). Карбоплатина од 1989. године, а оксалиплатина од 2002. 

године се успешно користе у већини земаља, док је употреба недаплатине дозвољена 

само у Јапану. 

 

O

Pt

O

H3N

H3N

O

O  

Слика 2. Хемијска структура карбоплатине (Jurisevic M et al. Serb J Exp Clin Res. 2016; 

17(4):285-295) 

Карбоплатина уместо хлоридо лиганда има бидентатни цикло-

турандикарбоксилатни лиганд (Слика 2) (30). Ове хемијске измене учиниле су да 

молекул карбоплатине буде инертнији у односу на цисплатину, што узрокује мање 

споредних реакција, а самим тим и бољи „безбедносни профил‟. Има исте индикације 

за примену као и цисплатина, и може да се користи у терапији карцинома јајника, 

плућа, главе и врата. Од нежељених дејстава најчешће индукује мучнину и повраћање, 

као и мијелосупресорне ефекте. Промене у хемијској структури анулирале су развој 

нефротоксичности након примене карбоплатине, тако да се она може толерисати у 

већим дозама у односу на цисплатину (2, 30). За разлику од карбоплатине, 

оксалиплатина има другачији опсег индикација у односу на цисплатину.  
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Слика 3. Хемијска структура оксалиплатине (Jurisevic M et al. Serb J Exp Clin Res. 2016; 

17(4):285-295) 

Оксалиплатина у својој структури уместо аминских поседује 

диаминоциклохексански лиганд (dach) што за последицу има ефикасну антитуморску 

активност нарочито на оне туморске ћелије које су резистенте на цисплатину (Слика 3) 

(31, 32). Уз то, оксалиплатина је аналог цисплатине који може да се примењује орално 

и данас се успешно користи у лечењу карцинома колона. Међутим, познато је да може 

да изазове неуропатију, замор, неутропенију, ототоксичност, мада је учесталост ових 

нежељених ефеката мања у поређењу са цисплатином. Недаплатина се од 1995. године 

успешно користи у лечењу карцинома плућа, једњака, главе и врата, док су повољни 

ефекти регистровани и код карцинома јајника и желуца (35-37). Документовано је да 

недаплатина има боље ефекте од карбоплатине, бољу растворљивост у води као и мању 

токсичност (нефротоксичност и мијелосупресију). У покушају да се смање нежељени 

ефекти, развијени су нови лекови: лобаплатина и хептаплатина (38). Многи аналози 

платине (пикоплатин, триплатин тетранитрат (BBR3464), сатраплатин (ЈМ118), 

трансплатин, пириплатин) још увек су тема испитивања клиничких студија (39). 

Хронична мијелоидна леукемија, метастатски карцином дојке и карцином плућа су 

индикације за примену лобаплатине (40). Након употребе лабаплатине забележени су 

следећи нежељени ефекти: тромбоцитопенија, анемија, мучнина и повраћање. 

Међутим, примећена је мања вероватноћа развоја алопеције, нефро-, неуро- или 

ототоксичности после интравенске примене овог лека. Предност развоја хептаплатине 

се огледа у снажној антитуморској активности на ћелијама које одликује резистентност 

на цисплатину, па се ово једињење користи у лечењу карцинома желуца (41). 
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1.1.2. Деривати платине у терапији карцинома дојке и меланома 

1.1.2.1. Деривати платине у терапији карцином дојке 

Цисплатина и карбоплатина, као циклус-независини хемотерапеутици на бази 

платине, користе се у лечењу карцинома дојке (42-44). Мада је стопа смртности 

оболелих смањена за око 40% у односу на деведесете године прошлог века што је 

директна последица раног откривања и напредне фармацеутске стратегије, међутим 

карцином дојке је и даље водећи узрок смртности жена у свету (45). Поред хирушке 

интервенције и радиотерапије које су основа у лечењу карцинома дојке, хемотерапија 

такође игра важну улогу у терапији ове врсте тумора. Избор адеквантог 

хемотерапеутика углавном зависи од подгрупе молекулске класификације карцинома 

дојке. Молекулска класификација карцинома дојке темељи се на експресионом 

профилу гена (46). Тако, карцином дојке је класификован у пет подгрупа на основу 

експресије рецептора за естроген (енгл. Estrogene receptor, ER) и прогестерон (енгл. 

Progesterone receptor, PR), као и Ki-67 и HER2 (енгл. Human epidermal growth factor 

receptor-2): 1) луминални А тип који карактеришу позитивна експресија ER или PR и 

негативна експресија Ki-67 и HER2; 2) луминални В тип одликују или позитивна 

експресија ER или PR, уз позитивну експресију Ki-67 и одсуство молекула  HER2; 3) 

карцином са прекомерном експресијом HER2 који не експримира ER и PR; 4) 

базалоидни је троструко негативан карцином који не експримира нити ER
 
и PR, нити 

HER2 и 5) Normal- like подтип карцинома дојке, слично луминалном А типу, 

карактерише позитивна експресија ER и PR и негативна експресија Ki-67 и HER2, али 

има лошију прогнозу (45-47). Луминални А тип карцинома дојке чини више од 40% 

свих типова карцинома дојке, обично је праћен ниским хистолошким градусом и 

најбољом прогнозом. Карцином луминалног В типа обично има високи хистолошки 

градус и индекс пролиферације, као и лошију прогнозу у односу на луминални А тип. 

HER2-позитивни тип карцинома дојке карактерише висок хистолошки градус и индекс 

пролиферације. За овај тип карцинома карактеристична је амплификација гена за HER2 

која резултује повећаном ћелијском пролиферацијом, ангиогенезом, инвазијом и 

метастазирањем, као и инхибицијом апоптозе (48-52). Базалоидни тип карцинома дојке 

чини око 15% свих карцинома дојке. Овај тип је обично повезан са лошијом прогнозом 

и мутацијама гена BRCA-1 (енгл. Breast Cancer Gene 1). Базалоидни тип карцинома 

дојке одликују висок пролиферативни капацитет туморских ћелија без адекватне 
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циљане терапије (48-52). У адјувантном лечењу карцинома дојке користе се 

антрациклински и неантрациклински режими, док се у системској терапији метастатске 

болести користе и комбинације других цитотоксичних лекова са таксанима (53, 54). У 

хормонској терапији раног карцинома дојке користе се тамоксифен и инхибитори 

ароматазе треће генерације. Класичан терапијски режим карцинома дојке представља 

комбинацију циклофосфамида, метотрексата и 5-флуороурацила. Код рецидивантног 

или метастатског карцинома дојке примењује се антрациклински комбиновани режим 

флуороурацила, епирубицина и циклофосфамида. HER2- позитивни тип карцинома 

дојке добро делује на тацилизумаб, моноклонско антитело специфично за HER2, које 

се може комбиновати са класичним хемиотерапеутицима (55).  

Деривати платине данас се најчешће користе у лечењу базалоидног типа 

карцинома дојке. Код пацијенткиња са метастатским карциномом дојке код којих су 

деривати платине самостално ординирани као прва терапијска линија њихова 

учинковитост је далеко већа у поређењу са њиховом применом код оболелих жена које 

су претходно лечене неким другим хемотерапеутиком (56, 57). Ефикасност цисплатине 

је била већа у поређењу са другим хемотерапеутицима, мада је примена овог лека била 

праћена бројним нежељеним реакцијама (58-63). Испитиван је и учинак комбинација 

деривата платине са другим цитостатицима, који је био посебно бољи од самосталне 

терапије код оболелих којима је претходно одриниран неки други хемотерапеутик (64). 

Изузетно добре резултате показала је комбинација деривата платине са таксанима (65-

68). Употреба деривата платине са биљним алкалоидима (винореблином) показала је 

добре резултате код оболелих особа који су претходно лечене антрациклинима и 

таксанима (64, 69-71). Комбинација цисплатине са етопозидом имала је умерену 

активност, а повећану токсичност (72-75). За разлику од других лекова, комбинација 

карбоплатине са етопозидом показала је бољу учинковитост када је коришћена као 

прва терапијска линија у поређењу са употребом код претходно лечених пацијената 

(64, 76, 77). Сви резултати који осликавају учинковитост комбинација деривата 

платине са антрациклинима били су разочаравајући и оне као такве нису препоручене 

код метастатског карцинома дојке. Активност је била ограничена а токсичност висока 

(64). Код пацијенткиња са метастатским карциномом дојке кога одликује повећана 

експресија HER2, комбинација деривата платине и трастузумаба је обећавајућа 

уколико се користи као прва терапијска линија (78-80). Чини се да су ефикасност и 

токсичност слични уколико се користе цисплатина или карбоплатина (64). У терапији 
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базалоидног типа карцинома дојке комбинација таксана (доцетаксела и паклитаксела) 

са дериватима платине показује обећавајуће резултате. Такође, метастатски базалоидни 

тип карцинома дојке добро реагује на комбинацију цисплатине или карбоплатине са 

гемцитабином или фосфамидом. Неколико студија испитује ефекат комбинације 

цисплатине или карбоплатине са бевацизумабом, цетуксимабом, инипарибом или 

олапарибом код пацијенткиња са метастатским базалоидним типом карцинома дојке 

кога карактеришу мутације BRCA-1/2 (81-84). 

 

1.1.2.2. Деривати платине у терапији меланома 

Цисплатина и карбоплатина имају скромну активност у терапији метастатског 

меланома (85, 86). Меланом је најагресивнија форма тумора коже који потиче од 

малигно транформисаних меланоцита (87). Интраепидермална пролиферација оваквих 

малигних ћелија карактеристична је за рани стадијум меланома који је познат као фаза 

радијалог раста. Сматра се да у овој фази раста меланом углавном или нема или има 

веома слаб метастатски потенцијал зато што малигно трансформисани меланоцити 

пролазе кроз базалну мембрану између епидермиса и дермиса (88-91). Фаза 

вертикалног раста меланома се надовезује на фазу радијалног раста када малигни 

меланоцити инфилтрирају у дубље поткожне структуре. У овој фази запажена је 

појачана митотска активност и повећани метастатски потенцијал. Системска 

дисеминација у финалном стадијуму прогресије омогућава метастазирање меланома у 

различите органе (88-91). Подаци из литературе указују на то да је десетогодишње 

преживљавање пацијената са метастатским меланомом мање од 10% (92). Више од три 

деценије након првобитног одобрења Америчке агенције за храну и лекове, дакарбазин 

и даље представља златни стандард у лечењу меланома (85, 86). Висока доза 

интерлеукина-2 која се примењује у лечењу метастатског меланома и даље показују 

скромне резултате у пракси (85, 86). Бројни покушаји да се побољша преживљавање 

пацијената са метастатским меланомом, засновани су на модулацији постојеће терапије 

и показали су се неуспешним. Хемотерапеутици који се користе у лечењу меланома су 

углавном алкилирајући агенси (дакарбазин, темозоломид и деривати нитрозоуреје), 

деривати платине и цитостатици биљног порекла (винкристин и винбластин). У 

терапији метастатског меланома самостална примена цисплатине показује корисне 

ефекте код мање од 10% лечених пацијената. Међутим, бољи учинак је примећен 
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уколико се примени комбинација високе дозе цисплатине и амифостина, мада ова 

терапијска опција неповољно утиче на преживљавање пацијената (93). Са друге стране 

код пацијената који су били на терапији карбоплатином забележена стопа одговора на 

терапију је 19% (94). Такође, каброплатина се примењује и у комбинацији са 

паклитакселом код пацијената са метастатским меланомом који су претходно лечени 

неким другим хемиотерапеутицима (95). Истовремена примена цисплатине, 

дакарбазина, кармустина и тамоксифена показује бољу ефикасност у односу на 

самосталну примену дакарбазина, али и већи број озбиљних нежељених ефеката (96-

98). У последње време испитује се ефекат комбинације цисплатине, дакарбазина и 

винбластина (99, 100). Резултати друге фазе клиничког испитивања показују боље 

ефекте у поређењу да златним стандардом.  

 

1.2. Механизми ћелијске смрти 

 

Смрт ћелија настаје под утицајем различитих патолошких чинилаца, као што су 

физичке и/или хемијске ноксе, микроорганизми, али и због недостатка потребних 

нутријената када настаје неповрато оштећење ћелије. Међутим, поред овакве изазване, 

"случајне" смрти ћелија, постоји и физиолошка смрт ћелија која се запажа током 

ембрионалног развоја, диференцијације, као и у процесу развоја и регулације имунског 

система. Смрт ћелије може се класификовати на основу морфолошких промена које 

настају у ћелији (апоптоза, некроза и аутофагија), ензимских карактеристика (са и без 

укључивања нуклеаза или различитих класа протеаза, као што су каспазе, калпени, 

катепсини и трансглутаминазе), функционалних аспеката (програмирана или случајна, 

физиолошка или патолошка смрт) или имунских карактеристика (имуногени или не-

имуногени) (101). Комитет за номенклатуру ћелијске смрти је 2005. године 

формулисао први круг препорука и од тада је у пољу истраживања ћелијске смрти 

направљен значајан напредак (102). Године 2009., овај комитет дао је предлог да се 

ћелија може сматрати мртвом ако показује неки од следећих биохемијских или 

морфолошких критеријума: 1) губитак интегритета ћелијске мебране, 2) фрагментацију 

једра и читаве ћелије и формирање дискретних (апоптотских) телашаца, и / или 3) 

телашце или фрагменти ћелије у in vivo систему су обухваћени суседном ћелијом (103).  
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На основу морфолошких критеријума у ћелијама сисара постоје три врсте 

ћелијске смрти: 1) апоптоза (I тип ћелијске смрти), 2) аутофагија (II тип ћелијске 

смрти) и 3) некроза (III тип ћелијске смрти). У последње време описани су и нови 

атипични модалитети ћелијске смрти у нади да ће нерегуларна, али униформна, 

номенклатура олакшати комуникацију међу научницима и на крају убрзати темпо 

открића (103).  

 

1.2.1. Некроза 

Некроза је тип ћелијске смрти која наступа услед немогућности ћелије да 

одговори на неки од нефизиолошких стимулуса, као што су механичка оштећења, 

токсини, вируси или хипоксија. Од апоптозе и аутофагије се разликује првенствено по 

рапидном губитку потенцијала ћелијске мембране или услед оштећења или промене 

функције јонских пумпи и канала. Некроза ћелије се морфолошки карактерише 

повећањем ћелијског волумена, бубрењем органела, руптуром ћелијске мембране и 

накнадно губитком интрацелуларног садржаја (104). Зато се овај тип ћелијске смрти 

углавном дефинише као пасиван процес који је последица метаболичке ″катастрофе″ 

која се огледа у брзом губитку аденозин трифосфата (енгл. Adenosine triphosphate, ATP) 

и праћена је инфламацијом (105). Дуго времена се некроза сматрала случајним, 

неконтролисаним типом смрти ћелије, али у последње време све је већи број доказа да 

је некротична ћелијска смрт фино регулисана низом сигналних путева и катаболичких 

механизама (104, 106). Наиме, запажено је да инхибиција догађаја који детерминишу и 

апоптозу и аутофагију за последицу има покретање некротичне ћелијске смрти. На 

пример, у случају примене инхибитора каспазе, показано је да рецептори смрти (TNF-

R1, Fas/CD95 и TRAIL-R) и Toll-like рецептори (TLR3 и TLR4) могу да покрену 

некрозу ћелије (107, 108). Ћелијска смрт која је посредована TNFR1, Fas/CD95, 

TRAILR и TLR3 наизглед зависи од киназе RIP1 (енгл. Receptor-interacting 

serine/threonine-protein kinase 1, RIPK1) (109), а то је доказано блокадом и хемијском 

инхибицијом помоћу некростатина-1 (110-112). Неки аутори су предложили израз 

'некроптоза' да би указали на регулисану некрозу. На биохемијском нивоу, некроптоза 

може бити дефинисана као врста ћелијске смрти која се може избећи инхибирањем 

RIPK1 (било путем генетичких или фармаколошких метода). 
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У покретање некротске смрти ћелија могу да буду укључени различити 

медијатори некрозе, мада је још увек нејасно како се они међусобно повезују. Овај тип 

ћелијске смрти може да буде узрокован инхибицијом митохондирајлног респираторног 

ланца (113). Услед губитка трансмембранског потенцијала унутрашње 

митохондријалне мембране нестаје протонски градијент и отварају се митохондријалне 

поре. Отварање пора за последицу има престанак синтезе ATP у току оксидативне 

фосфорилације. Иако се недостатак ATP код оних ћелија које се брзо деле може 

надокнадити гликолизом, повећана активација протеина PARP1 (енгл. Poly [ADP-

ribose] polymerase 1, PARP1) која се среће код одређених ћелија у некрози, резултује 

инхибицијом гликолизе и последично смањењем синтезе ATP, као и потпуним 

енергетским колапсом који води ћелију у смрт (114). Уз то, један од централних 

догађаја у некрози је повећана концентрација калцијума у цитоплазми (104, 115). Овај 

пораст који настаје било због ослобађања калцијума из ендоплазматског ретикулума 

или његовог уласка кроз ћелијску мембрану, индукује преоптерећење митохондрија, 

стварање пора у митохондријалној мембрани, као и активацију калцијум зависних 

протеаза (нпр. калпена и катепсина) без каспаза што деградирањем циљаних протеина 

покреће некрозу (116). Реактивнии медијатори кисеоника (енгл. Reactive oxygen species,  

ROS) могу да буду укључени у развој некрозе. Оксидативни стрес који је посредован 

реактивним медијаторима кисеоника резултује деструкцијом макромолекула, 

укључујући ДНК, липиде и протеине (117). На оштећења ДНК, ћелија може реаговати 

хиперактивацијом протеина PARP1. Са друге стране, деструкција липида за последицу 

има губитак интегритета унутарћелијских мембрана и следствено ослобађање 

лизозомалних протеаза и повећање нивоа калцијума у ћелији (118). Оштећење ћелијске 

мембране узроковано претходно наведеним факторима прати изливање целокупног 

ћелијског садржаја у околно ткиво што за последицу има покретање инфламације и 

ткивно оштећење. До сада не постоји консензус о биохемијским променама на основу 

којих се недвосмислено може идентификовати некроза. 
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1.2.2. Апоптоза 

Термин апоптоза уведен је први пут 1972. године као специфични морфолошки 

аспект смрти ћелије (118). Апоптоза, као 1. тип  ћелијске смрти, обухвата низ 

молекулских догађаја који ћелију уводе у смрт, уз изостанак инфламације. Прво, 

дешава се губитак међућелијских веза што је праћено кондензацијом цитоплазматских 

протеина и смањењем волумена ћелије. Друго, хроматин се кондензује и настаје 

пикноза, а затим се деградира тако да једро добија изглед потковице. Треће, молекул 

ДНК се фрагментише, цитохром C се ослобађа из митохондрија, а ендоплазматски 

ретикулум постаје дилатиран. Затим следи балонирање (енгл. blebbing) ћелијске 

мембране што је праћено цепањем једра (119). Наступају и промене на мембрани 

апоптотске ћелије као што је транслокација фосфатидилсерина са унутрашње на 

спољашњу страну мембране што препознају макрофаги (120). Поред 

фосфатидилсерина, калретикулин је сигнал за препознавање апоптотске ћелије. Оваква 

ћелија се распарчава на мала, мембраном обавијена телашца са или без хроматина која 

се називају апоптотска тела. На крају ова апоптотска тела фагоцитују макрофаги и 

неутрофили (121). Одсуство инфламације је последица развоја апоптотских тела и 

изостанка изливања ћелијског садржаја у међућелијски простор као што је то случај 

код некрозе (Схема 1).  

Активација протеолитичког система каспаза је централни догађај у апоптози 

(122). Каспазе чине групу аспартат-специфичних цистеин протеаза. Присутне су у свим 

ћелијама у неактивној форми проензима које се називају прокаспазе. Када се 

активирају, цепањем у оквиру унутрашњег протеолитичког места, индукују активацију 

других прокаспаза што покреће иреверзибилну протеолитичку каскаду која појачава 

апоптотски сигнални пут и последично убрзава ћелијску смрт. Фамилија каспаза 

разликују се по својим физиолошким улогама. Разликују се инфламацијске (каспаза-1, 

-4, -5 и -13) и апоптотске (каспаза-3, -6, -7, -8, -7, -9 и -10) каспазе (123). Апоптотске 

каспазе обухватају иницијаторске каспазе (каспаза-2, -8, -9 и -10) одговорне за 

покретање протеолитичке каскаде, и ефекторске каспазе (каспаза-3, -6 и -7) које 

протеолитички секу ћелијске супстрате (124). Каспазе делују на ћелијске протеине који 

регулишу апоптозу, као и на ензиме укључене у регулацију како ћелијског циклуса 

тако и поправке ДНК. 
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Различити стимулуси могу покренути апоптозу. Одговор ћелије на апоптотски 

сигнал зависи од врсте и јачине стимулуса, фазе ћелијског циклуса, као и односа про- и 

анти-апоптотских протеина (125). Покретање апоптозе у ћелији је условљено 

активацијом једног од два главна пута апоптозе, а то су спољашњи или унутрашњи 

пут. Ова два пута су међусобно повезана и зна се да молекули ангажовани у једном 

могу да покрену и други сигнални пут. Уз то, апоптозу индукују и перфорини и 

гранзим-А или -B.  

Ћелијска смрт индукована рецепторима смрти (спољашњи пут апоптозе). 

Спољашњи пут апоптозе се активира везивањем специфичних лиганада за 

одговарајуће површинске рецепторе односно за рецепторе смрти који припадају 

породици рецептора за TNF (енгл. tumor necrosis factor) (126). Овакви рецептори 

поседују домене смрти. Везивање лиганда за рецепторе смрти, као што су рецептори 

Fas (CD95), TNF и TRAIL (DR4) индукује конформационе промене у домену смрти и 

следствено регрутацију протеина и проензима (прокаспазе-8 и -10) при чему настаје 

комплекс DISC (енгл. death inducing sugnalling complex) (127-129). Настали комплекс 

активира каспазу-8 и -10 које затим покрећу протеолитичку каскаду и то активацијом 

каспазе-3, -6 и -7. За TNF рецептор 1 се везује адаптерски протеин TRADD (енгл. 

TNFR1-associated death domain protein), који је способан да веже различите протеине у 

активираном делу рецептора. Ако се активирани део веже за домене смрти FADD 

(енгл. Fas-associated death domain), активираће се прокаспаза-8 и следствена каскада 

ефекторских каспаза. Оштећење митохондрија у сигналном путу FasL/FasR 

посредовано је активацијом проапоптотског протеина Bid уз помоћ каспазе-8 и ово је 

један од примера укрштања спољашњег и унутрашњег пута апоптозе (Схема 1). 

Ћелијска смрт услед губитка стимулуса за преживљавање (унутрашњи пут 

апоптозе). Апоптозу могу изазвати и бројни унутарћелијски сигнали а то су: одсуство 

фактора раста, хормона и цитокина, као и оштећење ДНК, вируси, кисеонични 

радикали и друго. На ове сигнале су осетљиви протеини у комплексу митохондријаних 

пора који отварају поменуте поре, што за последицу има губитак митохондријалног 

трансмембранског потенцијала и ослобађање различитих проапоптотских протеина у 

цитоплазму (130). Прву групу ових протеина чине циторхом С, Smac/DIABLO и серин 

протеаза HtrA2/Omi који активирају митохондријални пут апоптозе зависан од каспаза. 

Цитохром С може да веже и активира молекул Apaf-1 (енгл. Apoptotic protease 

activating factor 1) и прокаспазу-9 и на тај начин да индукује формирање апоптозома 
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који последично активира ефекторску каспазу-3. Са друге стране Smac/DIABLO и 

HtrA2/Omi подстичу апоптозу и то инхибицијом антиапоптотских протеина. Другу 

групу ових протеина чине AIF (енгл. apoptosis inducing factor), ендонуклеаза G (енгл. 

еndonuclease G, EndoG) и CAD (енгл. caspase-activated dеnase, CAD) који представљају 

касни сигнал јер се ослобађају из митохондирија тек онда када ћелија 'одлучи' да умре. 

Независно од каспаза, AIF и EndoG се транслоцирају у једро, док се CAD пре ове 

танслокације активира под дејством каспазе-3 (130, 131). Када уђу у једро, ови 

протеини индукују фрагментацију ДНК. У случају да сигнал са рецептора није 

довољно снажан, може се покренути унутрашњи, митохондријални пут апоптозе који 

аплификује почетни сигнал са рецептора. 

Апоптотска ћелијска смрт индукована перфоринима и гранзимима.  

Цитотоксички CD8
+
 Т лимфоцити могу да покрену апоптозу у циљаној ћелији 

индуковањем спољашњег пута апоптозе након интеракције FasL/FasR (132). Уз то, ове 

ћелије изазивају апототску смрт ћелије помоћу перфорина и гранзима (133). 

Перфорини су пептиди који формирају поре у ћелијској мембрани циљане ћелије кроз 

које улазе други макромолекули ослобођени из цитоплазматских гранула 

цитотоксичких Т лимфоцита (134). Међу излученим протеинима најважније су серин 

протеазе, гранзим А и гранзим B (135). Гранзим А индукује апоптотску ћелијску смрт 

независну од каспаза (133), док гранзим B активира каспазу-3, -7, -8 и -10 и разлаже 

ICAD (енгл. Inhibitor of caspase-activated DNase) (136). Такође, гранзим B може да 

користи митохондријални пут за појачавање сигнала смрти тако што индукује 

продукцију кисеоничних слободних радикала (ROS), разлагање Bid протеина и 

последично ослобађање цитохрома C (137, 138). Директном активацијом каспазе-3 

прескаче се целокупна каскада и директно индукује апоптоза (133).  
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Схема 1. Механизми апоптозе (кориговано према: Smith A et al. WikiJournal of Medicine 2017; 

4(1):1-3 и Kondratskyi A et al. Biochim Biophys Acta. 2015;1848(10 Pt B):2532-46). 
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1.2.2.1. Протеини фамилије Bcl-2  укључени у регулацију апоптозе 

Протеини фамилије Bcl-2 (енгл. B cell leukemia/lymphoma 2) контролишу 

ћелијску смрт првенствено директним интеракцијама које су укључене у регулацију 

пропустљивости спољашње мембране митохондрија (енгл. mitochondrial outer 

membrane permiabilization, MOMP). Отварање пора на MOMP покреће иреверзибилно 

ослобађање протеина интермембранског простора, што за последицу има активацију 

каспаза и коначно апоптозу. Неки протеини фамилије Bcl-2 имају инхибициони а други 

активациони ефекат на апоптозу. Активациони ефекат остварују проапоптотски 

протеини, као што су Bax (Bax, Bak и Bok) и ВН3-only протеини (Bid, Bim, Puma, Noxa, 

Bad), док инхибициони ефекат остварију антиапоптотски протеини (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-

XS, Bag, Mcl-1, A1) (139). Баланс про- и антиапототских протеина у ћелији 

детерминише сензитивност ћелије на апоптотски стимулус и активацију унутрашњег 

пута апоптозе. У физиолошким условима антиапоптотски протеини везани су за 

спољашњу мембрану митохондрија где одржавају њену стабилност и 

непропустљивост. Антиапоптотски протеини неутралишу проапоптотске молекуле 

(140). Пропустљивост митохондријалне мембране и последично апоптоза, настаје 

услед инхибиције антиапоптотских протеина, као и активације проапоптотских Bax и 

Bak протеина под дејством ВН3-only активатора. Дерепресорски ВН3-only протеини 

(Puma, Bad, Noxa, Bmf и Bik/Bik) инхибирају антиапоптотске Bcl-2 протеине, али 

немају могућност активације Bax/Bak. С друге стране, активаторски BH3-only 

протеини (Bid и Bim) имају способност да чине и једно и друго (141). Услед ћелијског 

стреса активни облици BH3-only активатора директном интеракцијом индукују 

конформационе промене, димеризацију и инсерцију Bax и Bak у митохондријалну 

мембрану што узрокује формирање пора и повећану пропустљивост стољашње 

мембране митохондрија. Кроз ове поре цитохром С се ослобађа и улази у цитолазму, 

где се везује за Apaf-1 и формира апоптозом што за последицу има активацију каспаза 

и коначно апоптозу (142). Антиапоптотски чланови Bcl-2 фамилије могу да се вежу за 

неке протеинске домене у саставу трансмембранских митохондријалинх пора и да на 

тај начин спрече пропустљивост мембране митохондрија.  
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1.2.3. Аутофагија 

Аутрофагија је катаболички механизам ћелијске деградације сопствених 

нефункционалних или непотребних цитоплазматских компоненти унутар лизозома. 

Аутофагија представља алтернативни извор енергије, као и привремени механизам 

преживљавања ћелије у одређеним ситуацијама (143).  Разликују се три типа 

аутофагије а то су: микро-, макро и аутофагија посредована шаперонима (енгл. 

Chaperone mediated autophagy, CMA) (144-146). Микроаутофагија укључује 

неселективну пиноцитозу малих делова цитоплазме директном инвагинацијом 

мембране лизозома. Аутофагија посредована шаперонима је селективани процес 

деградације протеина који захтева присуство протеина Hsc-70 (енгл. Heat shock cognate 

protein of 70 kDa) које препознају шаперони (144, 145). Макроаутофагија подразумева 

испоруку цитоплазматског садржаја лизозому помоћу аутофагозома, који се спаја са 

лизозомом и формира структуру названу аутолизозом. Аутолизозом обавља ћелијску 

деградацију под утицајем киселих лизозомалних хидролаза (146). Аутофагозом настаје 

обухватањем ћелијског садржаја предодређеног за разлагање помоћу двоструке 

мембране чији се крајеви спајају. Процес аутофагије је регулисан сигналним путем 

PI3K/AKT/mTOR (PI3 киназа, енгл. Phosphatidyl Inositol 3 kinase; AKT- серин/треонин 

киназа која кад се активира PI3-киназом, активира mTOR (енгл. mamalian target of 

Rapamycin) који контролише доступност храњивих састојака ћелији и ћелијски 

метаболизам (147). У одсуству фактора раста покренут је сигнални пут PI3K/AKT/TSC 

(енгл. tuberous sclerosis complex)/mTOR који активира аутофагију. У физиолошким 

условима, AKT киназа активира mTOR киназу и на тај начин инхибира аутофагију. 

Услед метаболичког или оксидативног стреса нарушен је однос аденозин 

монофосфат/аденозин трифосфат (енгл. Adenosine monophosphate/Adenosine 

triphosphate, AMP/ATP). Повећање односа AMP/ATP активира AMPK  (енгл. adenosine 

monophosphate-activated protein kinase). Протеин AMPK индукује аутофагију 

директном инхибицијом mTOR киназе. У случају хипоксије и гладовања, киназа 

регулисана ванћелијским сигналима (енгл. extracellular signalregulated kinase, ERK) 

такође индукује аутофагију тако што инхибира mTOR киназу (147).  
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1.2.4. Атипични модели ћелијске смрти  

У последње време детерминисано је неколико атипичних модела ћелијске 

смрти:  

Некроптоза омогућава програмирану ћелијску смрт независно од активације 

каспаза. Регулацију овог првoоткривеног типа регулисане некрозе индукује фактор 

некрозе тумора-α (енгл. tumor necrosis factor α, TNFα). Продукција TNFα стимулише 

експресију рецептора 1 за TNFα, па након везивања TNFα за поменути рецептор 

активирају се протеин киназе RIPK1 (енгл. receptor interacting serine/threonine-protein 

kinase 1) и RIPK3 (енгл. receptor interacting serine/threonine kinase 3) и на тај начин се 

формира комплекс познат као некрозом. Некрозом затим фосфорилише 

пронекроптотски протеин MLKL (енгл. mixed lineage kinase domain-like protein) који се 

уграђује у липидни двослој ћелијске мембране што резултује ослобађањем ћелијског 

садржаја у ванћелијски простор (148). 

“Митотска катастрофа” је тип смрти ћелија који се јавља или током или 

непосредно после дисрегулисане/неуспешне митозе и може да буде праћена 

морфолошким променама, укључујући микронуклеацију (хромозоми и/или 

хромозомски фрагменти нису равномерно распоређени између једара ћерка ћелија) и 

мултинуклецију (присуство два или више једара са сличним или хетерогеним 

величинама, која произилазе из недовољног одвајања током цитокинезе). Овај 

модалитет ћелијске смрти може да води или у апоптозу или у некрозу (149). 

Ентоза, првобитно описана као облик "ћелијског канибализма" код лимфобласта 

пацијената оболелих од Хунтингтонове болести, је нови модалитет смрти ћелије у којој 

једна ћелија обухвата једну од својих живих суседних ћелија, која затим умире унутар 

фагозома (150). Интересантно, ћелије које најчешће улазе у ентозу су ћелије хуманог 

карцинома дојке MCF-7, којима недостају и каспаза-3 и беклин-1, па су на тај начин 

релативно онеспособљене за апоптозу и аутофагију (151). 

Аноикис је у суштини модалитет ћелијске смрти по принципу апоптозе која је 

индукована губитком везивања на супстрат или за друге ћелије. Код овог специфичног 

облика апоптозе, молекулски механизми ове ћелијске смрти одговарају механизмима 

класичне апоптозе (152). 



 

 

 
20 

Ексцитотоксичност се у зависности од интензитета иницијалног стимулуса, 

наизглед преклапа са другим врстама смрти, као што су апоптоза и некроза и као 

критичан догађај укључује пропустљивост мембране митохондрија. Из ових разлога, а 

и због заједничких регулатора, као што су оксиди азота, екситототоксичност се не 

може сматрати посебним модалитетом ћелијске смрти. Карактеристична је за неуроне 

и настаје под утицајем ексцитаторних аминокислеина (глутамата) a праћена је 

повећаном концентрацијом калцијума у цитоплазми неурона што индукује ћелијску 

смрт (153).  

Параптоза је тип програмиране ћелијске смрти која је индукована активацијом 

рецептора за инсулински фактор раста 1 (енгл. insulin growth factor 1 receptor IGF1R). 

Карактерише је изражена вакуолизација цитоплазме, бубрење митохондрија и 

ендоплазматичног ретикулума. Процес се одвија без кондензације хроматина и 

деградације ДНК, који представљају морфолошке карактеристике некрозе. Међутим, 

овај тип ћелијске смрти карактерише транслокација једног од фосфолипида, 

фосфатидилсерина са цитоплазматске ка спољашњој страни ћелијске мембране што је 

одлика апоптотске ћелијске смрти. Манифестације параптозе не могу спречити 

инхибитори каспаза (154). 

Пиротоза је прво описана у макрофагама које инфицирају Salmonella 

typhimurium. Настаје услед повећаног осмотског притиска због новоформираних пора у 

ћелијској мембрани чије формирање зависи од активне каспазе-1 али не и активне 

каспазе-3 (155).  

Пиронекроза је некротична ћелијска смрт макрофага које инфицира Shigella. У 

ову ћелијску смрт укључен је ASC (енг. apoptosis-associated speck-like protein) а 

повезана је са повећаним ослобађањем HMGB-1 (енгл. High mobility group box 1 

protein), каспазе-1 и IL-1β (156). 
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1.3. Ћелијски циклус 

 

Ћелијски  циклус обухвата низ строго регулисаних догађаја који резултује 

деобом ћелије. У ћелијском циклусу разликују се период интерфазе и период деобе. 

Интерфаза је период између две деобе и обухвата G1 (енгл. Gap phase 1), S (енгл. 

Synthesis), и G2 (енгл. Gap phase 2) фазу ћелијског цилуса. Током интерфазе ћелија 

расте и акумулира хранљиве материје потребне за митозу (енгл. Mitosis) и репликацију 

ДНК. Ћелије које су привремено или реверзибилно зауставиле деобу, улазе у стање 

мировања или G0 фазу где остатају дуже време, а неке чак и трајно. Ћелијски циклус је 

строго контролисан процес у чијој регулацији важну улогу играју циклини, циклин 

завинсе киназе и инхибитори циклин зависних киназа (157, 158).  Циклини 

представљају групу протеина који имају сличну структуру и синтетишу се и 

деградирају циклично током различитих фаза ћелијског циклуса. Након синтезе, 

формирају комплекс са циклин зависним киназама (енгл. cyclin dependent kinases, Cdk). 

Циклин зависне киназе припадају фамилији серин/треонин киназа, и њихова 

активност, као и код циклина, расте и опада током ћелијског циклуса. Образац 

експресије различитих циклина варира са прогресијом ћелије кроз ћелијски циклус, а 

овај специфичан шаблон дефинисан је фазом ћелијског циклуса (157, 159). 

Идентификовано је најмање девет структурно повезаних Cdk (Cdk1- Cdk9), мада није 

за све дефинисана регулаторна улога у току ћелијског циклуса. До сада је 

идентификовано знатан број циклина (циклин А-циклин Т). Комплекси циклина и Cdk 

постају активни фосфорилацијом специфичних места на Cdk (160). Изоформе циклина 

D (циклин D1- D3) интерагују са Cdk2, -4, и -6 и омогућују напредовање кроз G1 фазу 

ћелијског циклуса. Асоцијација циклина Е са Cdk2 је активна на прелазу G1/S и 

усмерава улазак у S фазу ћелијског циклуса. Прогресија кроз S фазу посредована је 

комплексом циклин А/Cdk2, а комплекс циклин А и Cdk1 је од кључног значаја у G2 

фази. Cdk1/циклин B је неопходан за покретање митозе. Поред тога, важну улогу у 

регулацији ћелијског циклуса остварују и одговарајући инхибитори циклин зависних 

киназа (инхибитори Cdk) који функционишу као негативни регулатори ћелијског 

циклуса и онемогућавају ћелијма да пређу у следећу фазу ћелијског циклуса (Схема 2). 

Класа инхибитора циклин зависних киназа Ink4, p16, p15, p18 и p19, везују и 

инхибирају циклин D-зависне киназе (Cdk2, -4 и -6).  Друга група инхибитора циклин 
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зависних киназа CIP/Kip (енгл. kinase inhibitor protein KIP), p21, p27 и p57, негативно 

регулишe комплексе циклин Е/Cdk2 и циклин А/Cdk2 (161, 162). 

 

1.3.1. G1/S фаза ћелијског циклуса 

Иако се често назива фаза мировања, G0 фаза је у ствари прилично активна и 

њој ћелија може да испољи одређене функције и да расте. Улазак у ћелијски циклус 

(G1 фазу) је регулисан тачком ограничења - тачком преласка током које прогресија 

кроз ћелијски циклус не зависи од спољашњих стимулуса, као што су изложеност 

храњивим састојцима или дејство митогена (163). За ову тачку се сматра да условљава 

поделу на рану и касну G1 фазу ћелијског циклуса. Протеин ретинобластома (енгл. 

retinoblastoma tumor suppressor gene product, Rb) регулише транзицију ћелије кроз G1/S 

фазу ћелијског циклуса. Ген Rb1 је тумор супресорски ген који је најпре 

идентификован у малигном тумору ретине. Фамилија Rb протеина броји три члана 

Rb/p105, p107 и Rb2/p130. У многим ткивима протеин Rb регулише пролиферацију и 

диференцијацију ћелија, као и апоптозу. Молекул pRb такође игра централну улогу у 

процесима диференцијације у различитим ткивима, укључујући очи, сочиво, мозак, 

периферни нервни систем, епидермис, меланоците, косу, мишиће и јетру. У активном 

стању, Rb је хипофосфорилиран и формира инхибициони комплекс са групом 

транскрипционих фактора познатих као E2F-DP (E2F-1, -2, и -3), чиме се контролише 

транзиција ћелије из G1 у S фазу. Формирање комплекса E2F-DP транскрипционих 

фактора са не- или хипо-фосфорилисаним „активним‟ Rb онемогућава улазак у S фазу 

ћелијског циклуса. Активност Rb се модулише секвенцијалном фосфорилацијом 

помоћу Cdk4/6-Циклин D и Cdk2/Циклин Е (164). Када Rb делимично фосфорилише 

комплекс Cdk4/6-Циклин D, Rb и даље остаје везан за E2F-DP, али овај 

транскрипциони фактор и даље може да транскрибује неке гене као на пример оне који 

су неопходи за синтезу циклина Е (Схема 2). Циклин Е се затим везује за Cdk2 и овај 

активни комплекс потпуно хиперфосфорилише Rb и на тај начин ослобађа комплекс 

E2F-DP и потпуно активира транскрипциони фактор E2F што коначно резултује 

експресијом гена за бројне протеине S фазе. Поред Rb, Cdk2 фосфорилише и друге 

супстрате укључене у репликацију ДНК (165). Уколико нису испуњени сви услови за 

успешну деобу, ћелијски циклус се зауставља и активирају се контролни механизми 

(G1 checkpoint). Током G1 фазе, ДНК се може оштетити зрачењем, хемијским, 
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физичким ноксама или оксидативним стресом. На почетку S фазе синтетише се циклин 

А који затим формира комплекс са Cdk2 што омогућава даљу прогресију кроз ову фазу 

ћелијског циклуса уз производњу других ензима и протеина укључених у синтезу ДНК 

(166). Прогресија кроз S фазу захтева активацију транскрипционог фактора E2F. 

Комплекс циклин А-Cdk2 стабилно се везује за E2F (167-169). Током касне S и током 

читаве G2 фазе, ћелије се припремају за митозу тако што повећавају ниво циклина- А и 

-B. Када се ниво циклинa B повећа, он формира комплекс са Cdk1 у цитоплазми, где 

остаје до митозе, када прелази у једро. Повећана активност транскрипционог фактора 

р53 може да буде узрокована оштећењем ДНК током G1 фазе ћелијског циклуса што 

резултује повећаном синтезом инхибитора циклин зависних киназа, р21, који 

следствено инхибира комплексе циклина и циклин зависних киназа у G1 фази 

ћелијског циклуса. Молекул р53 може и да активира систем за поправку ДНК. 

Међутим, уколико је оштећење неповратно, р53 активира молекуле укључене у 

апоптозу било покретањем сигнала са Fas рецептора или помоћу фамилије протеина 

Bcl-2 (170, 171).  

 

1.3.2. G2/M фаза ћелијског циклуса 

G2 фаза ћелијског циклуса траје до уласка ћелије у митозу. Током ове фазе 

такође се синтетишу протеини кључни у процесу митозе, тако да инхибиција синтезе 

протеина током ове фазе може да спречи отпочињање ћелијске деобе. У G2 фази је број 

хромозома дуплиран, као и остале ћелијске компоненте. Током ове фазе синтетишу се 

и неопходни протеини и РНК (рибонуклеинска киселина) (172, 173). Прелазак ћелије 

из G2 у М фазу омогућују циклин-А2 и -B1, који се упарују са Cdk2 и Cdk1. Ови 

комплекси узрокују кондензацију хромозома и ,,распад“ једарне мембране. С обзиром 

на чињеницу да нема података о преживелим Cdk1
-/- 

мишевима или Cdk1
-/- 

ћелијама 

сматра се да Cdk1 представља есенцијални молекул (174). За разлику од свих других 

циклина, циклин А2, је потребан у двема фазама ћелијског циклуса, на прелазу G1/S и 

током митозе. Циклин- B1 и- B2 се везују за Cdk1 у растућим ћелијама. Циклин B2 је 

повећано експримиран током сперматогенезе (175). Циклин B1 може да компензује 

одсуство циклина B2. У случају дефекта у хромозомима активира се G2 контролна 

тачка, која супримира активност циклин В/Cdk1. Познато је да и протеин р53, 

активацијом р21 учествује у заустављању ћелијског циклуса у G2 фази (176). 
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Приликом оштећења молекула ДНК, ћелија се зауставља у било којој фази ћелијског 

циклуса, са циљем да се исправи ово оштећење или ћелија може да активира 

апоптотске механизме што последично уводи ћелију у смрт (170). 

 

Схема 2. Фазе и контрола ћелијског цилуса 

 

1.4. Утицај хемотерапеутика на ћелијску смрт 

 

Хемотерапија је и даље важан третман у терапији канцера, иако су још увек 

нејасни молекулски механизми одговорни за осетљивост или отпорност ћелија на 

хемотерапеутике у различитим врстама тумора. Стога је одређивање оптималног 

хемотерапеутског режима за одређени тип канцера комплексан и индивидуалан 

процес. На пример, карцином тестиса добро реагује на примену деривата платине, што 

резултира са око 80% излечених пацијената, док код пацијената који имају другу врсту 
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тумора, као што је карцином плућа стопа одговора на хемотерапију базирану на 

цитотоксичним дериватима платине је само 30%, остављајући преосталих 70% 

пацијената са мало или нимало терапијске користи и са великим бројем нежељених 

реакција (177). Већина хемотерапеутика узрокује оштећење ДНК и активира сложену 

сигналну мрежу која зауставља ћелијски циклус и/или индукује апоптозу (178, 179). 

Када се лекови који примарно индукују оштећење ДНК користе за лечење тумора, у 

неким клоновима туморских ћелија мења се експресија специфичних гена укључених у 

регулацију ћелијског циклуса или поправци ДНК. Ове измене могу индуковати 

отпорност туморских ћелија на лекове. Сходно томе, ефективност хемотерапеутика 

зависи од разлика у одговору на оштећење ДНК здравих и малигно измењених ћелија 

(180, 181). Стога, проучавање специфичних механизама отпорности и развој нових 

терапеутских стратегија су изузетно важни у побољшању ефикасности 

хемотерапеутика.  

Једна од баријера за настанак малигно трансформисаних ћелија је апоптоза 

(182). Губитак контроле апоптозе туморским ћелијама омогућава да преживе дуже и 

обезбеђује им више времена за акумулацију генских мутација одговорних за повећану 

инвазивност и ангиогенезу тумора, као и непланску пролиферацију и смањену 

диференцијацију ћелија (183). Постоји више начина како туморске ћелије могу да 

избегну апоптозу: или је инхибирана функција каспазе или је онемогућено покретање 

апоптозе (184). Повећана експресија антиапоптотских протеина Bcl-2 и губитак Bax 

и/или Bak су најчешћи механизми избегавања апоптозе. У основи ових поремећаја је 

најчешће мутација тумор супресорског гена р53, која се детектује код 50% оболелих од 

канцера. Мутације гена за Bcl-2 такође олакшавају генезу тумора. Прекомерна 

експресија протеина Bcl-2 је регистрована у више од половине свих врста канцера (183, 

184). Оваква експресија протеина Bcl-2 резултира повећаном отпорношћу туморских 

ћелија на апоптотске стимулусе индуковане цитостатицима (185).  

Хемиотерапеутици делују на процес ћелијске смрти код хемосензитивних 

тумора. Сматра се да цитотоксични лекови који се тренутно користе у лечењу 

малигнома, као што су етопозид, цитарабин, циклофосфамид, доксорубицин и 

метотрексат, делују тако што инхибирају топоизомеразу II (етопозид), ДНК-

полимеразу (цитарабин), антагонизују фолну киселину (метотрексат), инхибирају 

унакрсно повезивање (циклофосфамид) и интеркалацију ДНК (доксорубицин) (184). 

Иако су примарно мете деловања лекова прилично различите, постало је очигледно да 
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цитотоксичност изазвана леком коначно узрокује апоптозу. Диспептид је инхибитор 

хистон деацетилазе који у ћелијама мултиплог мијелома смањује експресију гена за 

Bcl-2, Bcl-xL и Mcl-1 (186). Неколико истраживања је указало на способност 

цитотоксичних лекова да активирају тумор супресорски ген р53. Исход активације 

протеина р53 је или апоптоза или заустављање ћелијског циклуса (187, 188). Бројне 

студије су указале на могућност неких лекова да изазову апоптозу тако што подстичу 

синтезу CD95L, који се затим везује за CD95 рецептор (189, 190). У третману 

различитих тумора са цитотоксичним лековима као што су доксорубицин, цисплатинa, 

метотрексат, цитарабин и етопозид примећена је повећана експресија иРНК 

(информационе рибонуклеинске киселине) за синтезу CD95 и CD95L (191). Код 

леукемија или солидних тумора, укључујући неуробластом, хепатобластом, 

медулобластом, карцином колона и дојке цитотоксични лекови индукују експресију 

CD95L који аутокрино и паракрино изазивају самоубиство ћелије након везивања за 

његов рецептор (192, 193). Неки цитостатици индукују апоптозу тако што повећавају 

пропустљивост мембране митохондрија и ослобађање цитохрома С у цитоплазму (193).  

Уколико је претерано активирана аутофагија може да буде и механизам 

преживљавања ћелија након што хемотерапеутици искажу терапијско дејство (194, 

195). Антрациклини адриамицин, даунорубицин и епирубицин индукују аутофагију у 

туморским али и нетрансформисаним ћелијама. Индукована аутофагија у зависности 

од типа ћелија, али и врсте и концентрације хемиотерапеутика, може имати 

цитопротективну или цитотоксичку улогу (196-198).  

Неки типови онколошке терапије могу да изазову смрт туморских ћелија 

некрозом. У ове лекове се убрајају ДНК алкализујућа једињења као што су MNNG 

(енгл. N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) (199) и тамоксифен (200, 201). Ресвератрол 

као и неке компоненте традиционалне кинеске медицине потенцијално изазивају смрт 

туморских ћелија некрозом (202-204).  
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1.5. Модулација ћелијског циклуса хемотерапеутицима 

 

Познато је да се цитостатици могу поделити у две групе на основу њиховог 

деловања на одређену фазу ћелијског циклуса. Циклус-неспецифичним цитостатицима 

сматрамо оне лекове чији ефекат не зависи од фазе ћелијског циклуса тако да могу да 

делују у свим фазама ћелијског циклуса (206, 207). Такви су на пример сви 

алкилирајући агенси који се због поседовања алкил радикала лако везују за атоме азота 

у пиринским и пиримидинским базама нуклеинских киселина што за последицу има 

унакрсно везивање два ланца ДНК или погрешно упаривање база и коначно смрт 

ћелије. Поред алкилирајућих агенаса у групу циклус-неспецифичних цитостатика 

убрајују се и деривати платине, неки лекови из групе деривата нитрозоуре и групе 

антибиотика (208). Циклус- специфични цитостатици су они који своје дејство 

испољавају у одређеној фази ћелијског циклуса. Такви цитотоксични лекови су на 

пример винкристин и винбластин који делују само на ћелије у митози. Наиме, ови 

алкалоиди из биљке Vinca rosea се директно везују за тубулин и спречавају његову 

уградњу у митотско вретено (209). На ћелије у митози делују још и таксени, као и 

етопозид. На ћелије у G2 фази ћелијског циклуса делује блеомицин. Највећи број 

цитостатика делује на ћелије у S фази ћелијског циклуса а то су 5-флуороурацил, 

метотрексат, хидроксиуреа, доксорубицин, гемцитабин, цитарабин и други. 

Карактеристика циклус-специфичних цитостатика је да после одређеног времена 

постижу плато, што значи да се линеарна повезаност између примењене дозе и 

оствареног ефекта губи.  Неки од цитотоксичних лекова као што су инхибитори 

топоизомеразе испољавају своје дејство и на ћелије у S и G2 фази ћелијског циклуса, 

док таксени делују на ћелије у G2 и М фази ћелијског циклуса (210) (Схема 2). 

У последње време терапија различитих врста тумора се заснива на инхибицији 

Cdk што зауставља ћелијски циклус и последично може изазвати и апоптозу (211, 212). 

За разлику од здравих, туморске ћелије карактерише непланска пролиферација. Оваква 

пролиферација је последица или инактивације инхибитора циклин зависних киназа или 

прекомерне експресије циклина. На пример, редукција инхибитора циклин зависне 

киназе, p16, резултује непрекидном ћелијском пролиферацијом. Губитак функције p16 

детектован је код разних малигнома, укључујући меланом, карцином плућа, дојке и 

колоректалне регије (213). Супротно, прекомерна експресија циклина D1 је удружена 
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са генезом и прогресијом карцинома дојке (214, 215). Из свега наведеног развила се 

идеја о употреби инхибитора циклин зависних киназа као нових антитуморских лекова. 

Ова једињења могу инхибирати циклин зависне киназе директно или индиректно. 

Флавопиридол  је инхибитор циклин зависних киназа који може да заустави ћелијски 

циклус у бројним линијама туморских ћелија (216, 217). Показано је да се везује и 

директно инхибира Cdk1, Cdk2, Cdk4 и Cdk6. Употреба флавопиридола повезана је и са 

селективном индукцијом апоптотске смрти ћелија, нарочито у линијама 

хематопоетских ћелија (218, 219). Уз то, инхибира антиапоптотске молекуле, 

укључујући Bcl-2, XIAP, Mcl-1 и фосфо-сурвивин (218, 220). R-росковитин је други 

инхибитор Cdk који је испитиван у клиничким студијама. Овај аналог пурина инхибира 

Cdk1, -2, -5, -7, -8 и -9. Инхибиција Cdk2 коју остварује овај лек је јача у односу на 

инхибицију Cdk1 (221). Примена овог аналога пурина инхибира раст туморских ћелија 

и фацилитира апоптозу и то активацијом p53 молекула и редукцијом експресије 

антиапоптотског протеина Mcl-1 (222). И поред регистрованог електролитног 

дисбаланса и/или гастоинтестиналних тегоба, на крају друге фазе клиничких 

испитивања уочено је да примена овог лека значајно побољшава преживљавање 

оболелих (223). Данас се испитује ефекат комбинација овог лека са другим 

хемотерапеутицима, као и његов ефекат у лечењу реуматоидног артритиса. Три 

инхибитора Cdk4/6, палбоциклиб, рибоциклиб и абемациклиб, данас су у различитим 

фазама клиничког испитивања (Схема 2). Палбоциклиб је скорије препоручен за 

лечење ER-позитивног/HER2-негативног метастатског карцинома дојке код 

пацијенткиња у постменопаузи (224). Употреба овог терапеутика зауставља ћелијски 

циклус у G1 фази и смањује експресију Ki-67. Изазива умор, неутропенију, 

тромбоцитопенију и анемију. Рибоциклиб је одобрен за лечење метастатског ЕR-

позитивног/HER2-негативног карцинома дојке код жена у постменопаузи. Овај лек 

подстиче дефосфорилизацију молекула Rb, зауставља ћелијски циклус у G1 фази и 

смањује експресију Ki-67 (225). Данас се испитује његов ефекат у лечењу меланома, 

лимфома и неуробластома. Примена рибоциклиба праћена је појавом леукопеније, 

анемије, мучнине и повраћања. Абемациклиб се од својих претходника разликује по 

томе што има способност проласка кроз крвномождану баријеру (226). Такође, UCN-01 

(7-хидроксистауроспорин) је аналог стауроспорина који се изолује из врсте 

Streptomyces и представља селективни инхибитор протеин киназе C (227). UCN-01 

зауставља ћелијски циклус у G1 и S фази, тако што инхибира дефосфорилацију Cdk1 

Cdk2 што резултује дефосфорилацијом молекула Rb. Нажалост, код већине испитаника 
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у клиничким фазама испитивања овог лека забежено је присуство хипергликемије. 

Бриостатин 1 је нови потенцијални лек који свој антитуморски потенцијал остварује 

индукцијом p21 и инактивацијом Cdk2 (228). 

 

1.6. Имунски одговор на туморске ћелије 

 

Имунски систем игра важну улогу у превенцији настанка и раста тумора. Ћелије 

имунског система откривају и уклањају микроорганизме на два начина, директним 

контактом и солубилним медијаторима којима остварују интеракције са различитим 

ћелијама домаћина. На тај начин се спречава стварање хроничног инфламацијског 

окружења погодног за генезу тумора (229). Осим у одбрани од микроорганизама, 

имунски систем игра важну улогу и у елиминацији оштећених и малигно 

трансформисаних ћелија (230). Туморске ћелије исказују молекуле које имунски 

систем препознаје и елиминише их својим ефекторским механизмима. Ћелије 

имунског система препознају тумор-специфичне (молекуле јединствене за туморске 

ћелије), као и тумор-асоциране антигене, односно молекуле нормалних ћелија с тим 

што је њихова експресија на туморским другачија у односу на нетрансформисане 

ћелије (231). Под имунским надзором подразумева се физиолошка способност 

имунског система да препозна клонове малигно трансформисаних ћелија и уклони их 

пре него што се успостави малигни тумор, као и да убија малигне ћелије након његовог 

развоја. Механизми елиминације туморских ћелија подразумевају координисану 

интеракцију ефекторских механизама урођене и стечене имуности (232).  

Познато је да највећи део леукоцитног инфилтрата многих тумора чине тумор- 

асоцирани макрофаги (енгл. Tumor-associated macrophages, TAMs). Макрофаги, као 

професионални фагоцити, део су урођене имуности, мада познато је да играју значајну 

улогу и у ефекторским механизмима стечене имуности. Разликују се класично 

активирани (М1) и алтернативно активирани (М2) макрофаги (233, 234). М1 макрофаги 

убијају туморске ћелије, ослобађају проинфламацијске цитокине и активирају 

антитуморски имунски одговор (235). М2 макрофаги уклањају мртве ћелије, индукују 

ангиогенезу, ремоделовање и поправку оштећеног ткива, али могу и да инхибирају 

функцију М1 макрофага (236, 237). Познато је да је у карциному дојке акумулација 
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TAMs у позитивној корелацији са ангиогенезом и лошим прогностичким исходом 

(238).   

NK ћелије (енгл. Natural Killer cells) заузимају важно место у елиминацији 

туморских ћелија и у контроли ширења тумора. Као компонента урођене имуности, ове 

ћелије доприносе регресији тумора и елиминацији хематогених метастаза (239). При 

сусрету са инфицираним или малигно трансформисаним ћелијама, NK ћелије се 

активирају и брзо остварују цитолитичку активност (240, 241). Ове ћелије 

представљају и спону између урођеног и стеченог имунитета, тако што секретују 

цитокине и хемокине којима могу да покрену или усмере стечени имунски одговор 

(242). Активност NK ћелија зависи од баланса инхибиционих и активационих 

рецептора. Овај баланс одређује селектиност дејства NK ћелија и резултује ефикасним 

убијањем туморских, али не и неизмењених ћелија домаћина. Активациони и 

инхибициони рецептори препознају различите лиганде. Активациони рецептори NK 

ћелија (нпр. NKG2D, NKp30 и NKp46) препознају измењене лиганде које експримирају 

туморске или инфициране ћелије, док инхибициони рецептори препознају MHC 

молекуле I класе (243, 244). Након активације NK ћелије индукују апоптозу која је 

последица испоручивања цитолитичких молекула, перфорина и гранзима В, у циљану 

ћелију (245). Такође, NK ћелије могу да индукују перфорин независну апоптозу 

помоћу лиганада смрти (246). Везивање лиганда смрти (нпр. FasL) за рецептор смрти 

(Fas) индукује тримеризацију рецептора. Оваква тримеризација активира адаптерске 

протеине FADD (енгл. Fas- Associated- Death- Domain- Protein) (247) који активирају 

каспазу-8 а затим ефекторске каспазе, као што је каспаза 3 што све заједно циљану 

ћелију уводи у апоптозу. NK ћелије могу да се помоћу рецептора FcγRIIIА или CD16А 

вежу и за ћелије карцинома дојке које су обележене IgG. Овај феномен се зове 

цитотоксичност зависна од антитела (248). NK ћелије експримирају и бројне toll-like 

рецепторе који служе као сензори молекулских образаца оштећених ћелија (енгл. 

Damage-Associated Molecular Pattern, DAMPs) у туморској микросредини што 

подстиче ефекторску функцију ових ћелија (249). И поред инфлукса великог броја NK 

ћелија у туморску потку, ове ћелије могу да буду локално или систематски 

супримиране. Туморицидна активност NK ћелија може да буде лимитирана физичким 

карактеристикама, хемијским или биолошким факторима. 
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NKT  ћелије (енгл. Natural Killer T cells) играју значајну улогу како у урођеном 

тако и у стеченом имунском одговору. Ове ћелије препознају гликолипидне антигене 

презентоване у склопу молекула CD1d на површини ћелије (250). Продукују широк сет 

имунорегулаторних цитокина (251). Тако секретују IFN-γ који појачава фагоцитну 

способност макрофага и активира NK ћелије и CD8
+
 T лимфоците (252, 253). Слично 

NK ћелијама, NKT ћелије могу директно да убију циљану ћелију тако што узрокују 

апопотозу која је зависна од перфорина (254). Продукција цитокина у активираним 

NKT ћелијама за последицу има појачану цитотоксичку активност ових ћелија, снажан 

антитуморски имунски одговор, као и прекид имуносупресије. Резултати 

претклиничких и клиничких студија указују да активација NKT ћелија егзогеним 

гликолипидима супримира раст тумора (нпр. карцином дојке, плућа и колона, и 

меланом) (255, 256). Активно се испитују антитуморски терапијски приступи 

засновани на коришћењу NKT ћелија. 

 Налаз Т лимфоцита у потки тумора може се сматрати и добрим и лошим 

прогностичким знаком. Цитотоксички CD8
+ 

Т лимфоцити индукују смрт туморске 

ћелије или помоћу перфорина и гранзима или лиганада смрти (257). Помагачки CD4
+
 Т 

лимфоцити (енгл. Т helper, Th) помажу у активацији CD8
+ 

T лимфоцита које онда 

ефикасно лизирају туморске ћелије. Помагачки Т лимфоцити продукују различите 

цитокине којима обављају различите ефекторске функције.  

На цитотоксичну активност CD8
+ 

T лимфоцита утичу и регулаторни Т 

лимфоцити. Регулаторни T лимфоцити помажу туморима да избегну антитуморски 

имунски одговор (258, 259). Своју супресивну активност остварују различитим 

механизмима укључујући инхибицију сазревања антиген-презентујућих ћелија и 

секрецију инхибиционих молекула (260, 261). Уз то, смањују цитотоксичку активност 

NK и NKT ћелија (262-264).  

Туморске ћелије на разне начине избегавају механизме урођене и стечене 

имуности, као што су имуноселекција и имуносубверзија. Имуноселекција оставља 

простор мање имуногеним, толерогеним и неимуногеним варијантама туморских 

ћелија да наставе раст. Имунски систем елиминише само имуногене малигне ћелије. 

Имуносубверзија представља бројне и разноврсне механизме избегавања активне 

локалне и системске одбране домаћина. Ослобођањем различитих фактора малигне 

ћелије утичу на диференцијацију, матурацију и функцију дендритских ћелија (265) као 
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и алтернативну активацију макрофага у и око тумора. Затим, ове ћелије урођене 

имуности даљом продукцијом имуносупресивних цитокина и простангландина 

продубљују супресију имунског одговора (266). 

 

1.7. Имуномодулаторни ефекти хемотерапије 

 

Новије студије јасно показују да исход хемотерапије не зависи само од њихове 

способности да директно убијају туморске ћелије, већ и од способности 

хемотерапеутика да стимулишу имунски одговор против тумора (267).  

 

1.7.1. Утицај цитостатика на ћелије урођене имуности 

Забележено је да различити цитотоксични лекови мењају активност макрофага, 

дендритских ћелија и NK ћелија. Код оболелих од карцинома дојке употреба 

цитостатика изменила је имунски одговор који зависи од NK ћелија. Недавно је 

показано да примена циклофосфамида у ниској дози дужи временски период 

стимулише антитуморски имунски одговор посредован NK ћелијама у терминалном 

стадијуму болести (268). У различитим туморским моделима циклофосфамид је 

индуковао повећан инфлукс NK ћелија, дендритских ћелија и макрофага у туморску 

микросредину (269, 270). У моделу карцинома пакреаса, комбинована терапија 5-

флуороурацилом и IFN-α повећава број тумор-инфилтришућих цитотоксичких 

NKG2D
+
 NK ћелија (271). Деплеција NK ћелија помоћу циклофосфамида, антителима 

усмереним на NK1.1 или NK1.2 молекул значајно смањује уклањање циркулишућих 

туморских ћелија и повећава број метастатских колонија у плућима и јетри након 

интравенске апликације туморских ћелија карцинома дојке, али и других епителних 

ткива (272-275). Такође, циклофосфамид у ниској дози фаворизује развој М1 

макрофага што за последицу има повећану продукцију кисеоничних радикала, IL-6 и 

IL-12 и активацију урођеног имунског одговора (276). У моделу меланома миша 

комбиновани третман са циклофосфамидом, винкристином и доксорубицином прати 

акумулација тумор- асоцираних макрофага поларизованих у М1 фенотип (277). 

Показано је да се у кокултивацији са макрофагима сензитивност туморских ћелија на 

циклофосфамид и цисплатину повећава. Међутим, у кокултивацији са макрофагима 
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сензитивност хуманих ћелија карцинома оваријума на дејство 5-флуороурацила опада 

(278). Паклитаксел може да директно стимулише цитотоксички ефекат TAMs и да 

помоћу IL-12 и TNF-α активира дендритске ћелије, NK ћелије и цитотоксичке Т 

лимфоците што следствено инхибира прогресију тумора (279, 280). Међутим, повећан 

инфлукс TAMs у микросредину карцинома дојке миша и болесница под утицајем 

паклитаксела ограничио је ефекте цитотоксичне терапије (281, 282). 

 

1.7.2. Утицај цитостатика на ћелије стечене имуности 

Третман оболелих од карцинома са интензивном хемотерапијом индукује 

смањење броја свих популација лимфоцита, а нарочито B лимфоцита (283). Поређењем 

ефеката епирубицина (епирубицин, 5-флуороурацил и циклофосфамид) и 

доксорубицина (доксорубицин, 5-флуороурацил и циклофосфамид) у популацији 

оболелих од карцинома дојке запажен је битан пораст цитотоксичких Т лимфоцита и 

NK ћелија, као и драстичан пад B лимфоцита у крви (284). Третман са поновљеним 

циклусима гемцитабина узроковао је супресију хуморалног али и целуларног имунског 

одговора (285). Овај ефекат је изостао након појединачне дозе гемцитабина (286). 

Терапија 5-флуороурацилом код оболелих од карцинома колона индуковала је 

хуморални имунски одговор (287).  

Бројне студије уочиле су позитивне ефекте цитостатика на Т ћелијски имунски 

одговор. Повећана стопа преживљавања мишева са карциномом оваријума након 

терапије доксорубицином или цисплатином праћена је активацијом имунског одговора 

у којима централно место заузимају CD4
+ 

Т лимфоцити (288). И код оболелих од 

резистентног карцинома оваријума, цисплатина и паклитаксел у ниској дози остварују 

адекватну терапијску ефикасност захваљујући активацији CD8
+
 Т лимфоцита и 

секрецији IL-2 и IFN-γ (289). 5-флуороурацил индукује пораст CD8
+
 лимфоцита који 

секретују IFN-γ (290). Повећан инфлукс CD4
+
 и CD8

+
 Т лимфоцита у туморску 

микросредину езофагеалног карцинома забележен је након третмана са 5-

флуороурацилом и цисплатином (291). У експерименталним моделу аденокарцинома и 

фибросаркома третман са доксорубицином индуковао је пролиферацију CD8
+
 Т 

лимфоцита у лимфним чворовима, као и секрецију IFN-γ (292). 

Нарушен баланс између цитокина типа Th1 и Th2 које унутар тумора продукују 

помагачки CD4
+ 

T лимфоцити може да се регулише неким цитостатицима. Код 
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оболелих од карцинома плућа, паклитаксел повећава заступљеност циркулишућих 

CD8
+
 Т лимфоцита који секретују IFN-γ, као и CD4

+
 Т лимфоцита који секретују IL-2 и 

на тај начин поларизује антитуморски имунски одговор у правцу Th1 лимфоцита (293). 

У експерименталном моделу леукемија и меланома примена циклофосфамида индукује 

секрецију Th1 цитокина (IL-2 и IFN-γ) али инхибира секрецију Th2 цитокина (IL-4 и 

IL-10) (294). Циклофосфамид је у овим моделима узроковао пораст Th1 и Th17 

лимфоцита у слезини (295).  

 

1.8. Лиганди EDDA (етилендиамин-N,N'-диацетато) типа 

 

Због бројних нежељених дејстава цисплатине која су углавном дозно зависна 

још 1973. године установљена су правила која се првенствено односе на хемијску 

структуру комплекса, а која би требало да олакшају развој идеалног комплекса метала 

са истим или бољим цитотоксичним потенцијалом у поређењу са златним стандардом, 

као и бољом толеранцијом (2). Наиме, да би одређени комплекс метала остварио 

жељену цитотксичку активност неопходно је да буде неутралан, одлазећи лиганди би 

требало да буду у cis положају, амински лиганди би требало да буду секундарни или 

терцијарни амини, и комплекс платине би требало да има две cis орјентисане амино 

групе (181). Хемијски гледано, у комплексима платине, разликују се лако одлазећи и 

стални лиганди, при чему сваки од лиганада учествује у успостављању адекватне 

биолошке активности. Стални лиганди су јаким везама везани за централни јон метала 

и остају нетакнути у комплеску који се формира при интеракцији са молекулом ДНК. 

Сматра се да су ови лиганди носиоци антитуморског дејства комплекса метала, али 

битни су и у развоју резистенције туморских ћелија на лек. Управо манипулацијом 

хемијске структуре сталних лиганада превазилази се резистенција туморских ћелија на 

комплексе метала. Класичан пример је оксалиплатина која делује на туморске ћелије 

карцинома колона за које је познато да су резистентне на дејство цисплатине (32). 

Одлазећи лиганди су они који су слабим хемијским везама везани за централни јон 

метала. Неопходни су за хидролизу комплекса у цитоплазми и имају утицај на 

стабилност молекула, као и на развој нежељених дејстава новосинтетисаних 

комплекса. Пример је карбоплатина која уместо хлоридо лиганда има 

циклобутандикарноксилни лиганд који индукује мањи број споредих рекација у 
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цитоплазми и не показује нефоротоксичност која је карактеристична за цисплатину 

(30). Како обе групе лиганада утичу на ефикасност комплекса, али и на липофилност и 

растворљивост, као и учесталост нежељених рекација, јасно је да је последњих година 

хемијском манипулацијом синтетисан велики број нових лиганада.  

 На почетку истраживања деривата платине као антиканцерских лекова, мање 

пажње је посвећено комплексима аминокарбоксилатних лиганда. Године 1964. Liu 

(296) је први показао координацију етилендиамин-N,N'-диацетата (енгл. 

ethylenediamine-N,N'-diacetic acid, edda) са платином (II). Током наредних година 

истраживање комплекса са edda лигандима привукло је пажњу, углавном због 

способности лиганда да делују као донори електрона што може утицати на хемијске и 

физичке особине комплекса. Лиганди edda типа су етилендиамин или пропилендиамин 

дикарбоксилне киселине и њихови ести (Слика 4).  

 
Слика 4. Хемијске структуре основних лиганада типа edda (Jurisevic M et al. Serb J Exp Clin 

Res. 2016; 17(4):285-295)  
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Анализа антитуморксе активности најпре комплекса платине, а затим и 

комплекса рутенијума, злата, бакра, галијума са лигандима edda типа, указује на то да 

лигадни имају удео у антитуморском потенцијалу комплекса (297). Прва серија 

лиганада edda типа која је показала цитотоксички ефекат који је чак већи од комплекса 

тешких метала са истим лигандима јесте серија n-алкил естара-(S,S)-етилендиамин-

N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил) пропанске киселине. 

Аминокиселина, S-2-амино-3-циклохексилпропанска киселина у облику 

хидрохлорида, била је полазна супстанца за синтезу шест нових лиганада. Након 

дехидрохлоровања полазне аминокиселине и неутрализације воденим раствором 

натријум-хидроксида, формиран је етилендиамински мост између два 

аминокиселинска остатка. На тај начин је добијен S,S-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-

(3-циклохексил)пропанска киселина дихидрохлорид. Даља естерификација је урађена 

стандардном методом помоћу тионил-хлорида (298). Хлађењем филтрата добијен је 

бели талог у облику O,O'-диетил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-

циклохексил)пропаноат дихидрохлорида (Слика 5) (298, 299). Синтетисана супстанца 

окарактерисана је стандардним спектроскопским методама, инфрацрвеном 

спектроскопијом, NMR (енгл. Nuclear magnetic resonance spectroscopy, NMR, 1H NMR, 

13C NMR, HSQC) спектроскопијом и масеном спектрометријом (298, 299). 

 

Слика 5. Хемијска структура DE-EDCP (енгл. O,O’-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-

cyclohexyl)propanoate dihydrochloride) 
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Приликом анализе цитотоксичког ефекта синтетисаних O,O'-диалкил-(S,S)-

етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат платина(II)/(IV) комплекса 

и њихових одговарајућих лиганада in vitro примећено је да O,O'-диетил-(S,S)-

етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат дихидрохлорид (DE-EDCP) 

самостално показује туморицидну активност на неколико линија туморских ћелија 

(298-300). Претпоставља се да је, у зависности од врсте тумора, туморицидни 

потенцијал DE-EDCP резултат индукције или апоптозе или некрозе малигних ћелија 

(298-300). Међутим, и даље остаје отворено питање који су молекулски механизми 

одговорни за антитуморску активност DE-EDCP.     
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2. Циљ истраживања 

 

Основни циљ истраживања je да се испита утицај O,O'-диетил-(S,S)-етилендиамин-

N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат дихидрохлорида (DE-EDCP) на прогресију 

карцинома дојке (4Т1) и меланома (B16-F10) миша и да се расветле механизми његове 

потенцијалне антитуморске активности.  

У складу са основним циљем постављени су следећи експериментални задаци: 

1. одредити туморицидни капацитет DE-EDCP на више линија малигних ћелија: 

мишји карцином дојке (4Т1), хумани карцином дојке (MDA-MB-231 и MDA-

MB-468) и меланом миша (B16-F10) 

2. утврдити утицај DE-EDCP на прогресију тумора (4Т1 и B16-F10) одређивањем 

времена појављивања и величине примарног тумора, као и броја и величине 

метастатских колонија  

3. испитати молекулске механизме проапоптотске и антипролиферативне 

активности DE-EDCP у туморским ћелијама  

4. испитати да ли и у којој мери DE-EDCP показује имуномодулаторни ефекат 

5. испитати потенцијалне токсичне ефекте испитиваног једињења 
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3. Материјал и методе 

 

3.1. O,O'-диетил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат 

дихидрохлорид (DE-EDCP) 

 

Као један од нових диаминских лиганада комплекса платине(II) и (IV) (298), 

диетил естар, O,O'-диетил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил) 

пропаноат дихидрохлорид (означен као DE-EDCP, енгл. O,O’-diethyl-(S,S)-

ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate dihydrochloride) синтетисан је на 

Хемијском факултету Универзитета у Београду.  

 

3.2. Ћелијске линије 

 

3.2.1. Линија ћелија мишјег карцинома дојке  

Линија ћелија мишјег карцинома дојке 4Т1 (American Type Culture Collection, 

Manassas, ATCC VA, USA, CRL-2539), добијена је од спонтано насталог карцинома 

дојке BALB/C миша (301). Користи се као експериментални модел који одговара IV 

стадијуму карцинома дојке. Након имплатације ћелија директно у млечну жлезду дојке 

миша, 4Т1 ћелије брзо расту и локално формирају тумор који има способност брзог 

метастатског ширења. Хематогене метастазе се најпре очекују у плућима, а касније 

између 3. и 6. недеље и у јетри, костима и мозгу.  

Туморске ћелије 4Т1 су култивисане у комплетном медијуму DMEM (енгл. 

Dulbecco`s Modified Eagles Medium) са 10% феталног говеђег серума (енгл. Fetal Bovine 

Serum, FBS), 2mmol/l L-глутамина (енгл. L-glutamine), 100U/mL пеницилина, 100μg/mL 

стрептомицина и 1mmol/l неесенцијалних аминокиселина (Sigma-Aldrich, Munich, 

Germany). Малигне ћелије су узгајане у асептичним условима, у инкубатору на 37°C са 

5% CO2. У in vivo експериментима коришћене су ћелије у десетој пасажи.  

Непосредно пре in vivo и in vitro експеримената, субконфлуентне 4Т1 ћелије 

(~80%), у логаритамској фази раста, одвајене су са дна фласка (BD Falcon) 
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краткотрајним третирањем са раствором 0.25% трипсина и 0.02% EDTA (енгл. 

ethylenediaminetetraacetic acid) (PAA Laboratories GmbH) раствореног у PBS (енгл. 

Phosphate Buffered Salline; PAA Laboratories GmbH) у трајању од 1 минута. Ћелије су 

затим опране у комплетном медијуму са додатком 10% FBS како би се инактивисао 

трипсин и спречило оштећење ћелија. Ћелије су затим центрифугиране на 125g, 10 

минута. Њихова вијабилност је процењена помоћу виталне боје, трипан плаво. Трипан 

плаво дифундује само у ћелије са нарушеним интегритетом ћелијске мембране, док 

ћелије са интактном мембраном остају необојене (302). Само она ћелијска суспензија 

која садржи више од 95% вијабилних ћелија је коришћена у експериментима. 

 

3.2.2. Линије ћелија  хуманог карцинома дојке 

Ћелијске линије изоловане из хуманог карцинома дојке 51-годишње особе 

женског пола које су коришћене у овом истраживању су MDA-MB-468 (American Type 

Culture Collection Manassas, ATCC, HTB-132, USA) и MDA-MB-231(American Type 

Culture Collection Manassas, ATCC, HTB-26, USA). Обе ћелијске линије одговарају III 

стадијуму аденокарцинома дојке. 

MDA-MB-468 је адхерентна ћелијска линија која је изолована из карцинома 

дојке жена. Ћелије ове линије су троструко негативне, односно не експримирају 

молекул HER2, као ни рецепторе за естроген и прогестерон. Са друге стране, познато је 

да ове ћелије исказују EGFR
 
(енгл. Epidermal growth factor receptor) и повећано 

експримирају маркер пролиферације, Ki-67. Немају изражен метастатски потенцијал и 

добро реагују на терапију (303).  

MDA-MB-231 је имортализована адхерентна ћелијска линија изолована из 

метастатског карцинома дојке жена беле расе. По морфологији ове ћелије су сличне 

фибробластима коже, вретенасте су и изузетно инвазивне. Одликује их брз и 

прогресиван раст. Троструко су негативне, односно не експримирају рецепторе за 

естроген, прогестерон и не исказују HER2. У овој хуманој линији забележена је благо 

смањена експресија клаудина-3, -4 и -7, Е-кадхерина и Ki-67. Одликује их изражен 

метастатски потенцијал (303). Стога, ова ћелијска линија представља агресивни тип 

карцинома дојке која је резистентна на различите модалитете терапије. 



 

 

 
41 

Туморске ћелије MDA-MB-468 и MDA-MB-231 су култивисане у медијуму 

DMEM који садржи 10% FBS и инкубиране у атмосфери 5% СО2, засићеној воденом 

паром на температури 37˚С. 

 

3.2.3. Линија ћелија мишјег меланома 

Ћелијска линија мишјег меланома B16 је добијена од спонтаног тумора коже 

C57BL/6 мишева. Fidler је сингеним C57BL/6 мишевима интравенски убризгао линију 

туморских ћелија B16 (F0) како би изоловао варијетет ћелија меланома са израженим 

метастатским потенцијалом (304). Након две до три недеље изловане су туморске 

ћелије из плућних метастаза мишева и на тај начин in vivo селекцијом добијена је прва 

генерација туморских ћелија која је означена као B16-F1 (са ниским метастатским 

потенцијалом). Добијена B16-F1 ћелијска линија је култивисана а затим опет убризгана 

мишевима соја C57BL/6. Поступак је понављан и након десет циклуса изолован је 

варијетет меланома B16-F10 са највећим метастатским потенцијалом. На метастатски 

потенцијал утиче и стопа стварања субпопулације ћелија са метастатским фенотипом 

која је већа код B16-F10 него код B16-F1 (305). Такође је показано да за разлику од 

B16-F1, B16-F10 карактерише већа продукција простагландина D2 одговорног за 

агрегацију туморских ћелија са тромбоцитима (306). Поред највећег метастатског 

потенцијала, B16-F10 ћелијска линија одликује се и већим степеном резистанције на 

конвенционалну хемотерапију (307). B16-F10 најпре метастазира у плућа а касније и у 

јетру, мозак, лимфне чворове, јајнике и надбубрежне жлезде.  

Туморске ћелије B16-F10 (American Type Culture Collection Manassas,  ATCC, 

CRL-6475, USA) су култивисане у DMEM медијуму који садржи 10% FBS и 

инкубиране у атмосфери 5% СО2, засићеној воденом паром на температури од 37˚С. У 

in vivo експериментима коришћене су ћелије у шестој пасажи. 

 



 

 

 
42 

3.3. Испитивање цитотоксичког ефекта DE-EDCP 

 

3.3.1. МТТ (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) тест 

МТТ тест служи за индиректно одређивање вијабилности ћелија. MTT, 3-(4,5-

диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиум бромид (Sigma–Aldrich, Munich, 

Germany), је кристал жуте боје, растворљив у води, који због позитивног 

наелектрисања лако пролази кроз ћелијску мембрану. У метаболички активним 

ћелијама со тетразолијум бромида се редукује до љубичастих кристала формазана. 

Митохондријална редуктаза (сукцинат дехидрогеназа), активна само у живим ћелијама, 

катализује ову реакцију, па је редукција првобитног једињења (МТТ) до формазана, 

директно пропорционална броју живих ћелија. Кристали формазана раствољиви су у 

DMSO (енгл. Dimethyl sulfoxide) што омогућава спектрофотометријску квантификацију 

интензитета љубичасте боје на таласној дужини од 595nm. Ефекат испитиване 

супстанце се одређује поређењем интензитета боје који дају ћелије излагане само 

медијуму и интензитета који дају ћелије излагане испитиваној супстанци. 

Малигне ћелије у експоненцијалној фази раста су прикупљене из фласка на 

претходно описан начин, и при анализи су искључене мртве ћелије тј. ћелије обојене 

трипан плавим. Након што је припремљена ћелијска суспензија густине 3х10
4
 

ћелија/ml, у микротитар плоче са 96 бунара сипано је по 100µl ћелијске суспензије 

(3000 ћелија по бунару). Након инкубације од 24 часа у стандардним условима, 

медијум је одливен, а затим су малигне ћелије излагане DE-EDCP или цисплатини у 

опсегу концентрације од 0.49µМ до 1000µМ (укупна запремина сваког бунара била је 

100µl) у различитом временском периоду (24 часа или 48 часова). Након третмана 

туморских ћелија са DE-EDCP или цисплатином сви бунари микротитар плоче су 

испражњени и у сваки бунар је додато по 100μl медијума са 20% МТТ раствора 

(5mg/1ml у PBS). Плоче су инкубиране наредна 4 часа у стандардним условима. По 

истеку инкубације медијум је одливен и у сваки бунар је сипано по 150μl DMSO 

(Sigma Aldrich, Немачка) и 20μl глицинског пуфера (рН-10.5) Оптичка густина (OD) 

одређена је на таласној дужини од 595nm, на Мicroplate multimode detector Zenyth 3100. 
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Вијабилност ћелија је израчуната помоћу формуле (308): 

% вијабилних ћелија = (Е−Б)/(К−Б) × 100 

 Е-ћелије третиране испитиваним супстанцама (DE-EDCP или цисплатина) 

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

Вредности апсорбанце фармаколошки различито третираних ћелија су поређене 

са вредностима апсорбанце нетретираних ћелија и на основу тога је израчунато 

смањење или повећање вијабилности ћелија услед дејства DE-EDCP или референтног 

цитостатика цисплатине. Вијабилност ћелија је испитивана у трипликату и у три 

независна експеримента. 

 

3.3.2. LDH (Lactate dehydrogenase) тест 

Лактат дехидрогеназа тест се заснива на мерењу активности ензима 

ослобођеног након нарушавања интегритета ћелијске мембране. LDH је стабилни 

ензим присутан у цитоплазми ћелија који се убрзо по оштећењу ћелијске мембране 

отпушта у медијум у којем се ћелије гаје. Активност LDH ензима у супернатанту 

третираних ћелија расте са порастом броја мртвих или ћелија са оштећеном 

мембраном. Принцип LDH теста заснива се на две оксидо-редукционе реакције. У 

првој ензимској реакцији LDH редукује NAD+ до NADH + и H+ оксидацијом лактата 

до пирувата; а у другој реакцији наступа реоксидација NADH + H+ у NAD+ при чему 

се тетразолијум хлорид редукује у црвено-наранџасто обојени формазан. 

Активност LDH ензима у супернатантима третираних ћелија расте са порастом 

броја мртвих или ћелија са оштећеном мембраном. Количина ослобођеног LDH 

директно корелира са количином створеног формазана па је интензитет боје директно 

пропорционалан броју мртвих ћелија. Интензитет боје се одређује 

спектрофотометријски на таласној дужини од 450 до 500nm. 

Малигне ћелије су излагане 24 часа DE-EDCP или референтном цитостатику 

цисплатини, а испитани су ефекти 8 различитих разблажења, при чему је свако 

разблажење анализирано у трипликату, у три независна експеримента. Малигне ћелије 

су припремљене за LDH тест на исти начин као и за МТТ тест, разлика је само у 

медијуму за култивацију који садржи 1% FBS због високе активности лактат 

дехидрохгеназе у серуму. За LDH тест коришћене су три контроле: 1) активност 
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ензима у самом медијуму; 2) спонтано ослобађање лактат дехидрогеназе из ћелија, 

ћелије су излагане само медијуму; 3) максимално ослобађање лактат дехидрогеназе из 

одређеног ћелијског типа, ћелије су третиране 1% тритоном Х који пермеабилизује 

ћелијску мембрану.  

Након 24 сата излагања малигних ћелија DE-EDCP или цисплатини, микротитар 

плоче су центрифугиране на 250g, 4 минута, а затим је супернатант пребачен у нове 

микротитар плоче. У 50μl пребаченог супернатанта додато је по 100μl радног раствора 

LDH кита In Vitro Toxicology Assay Kit (Lactic Dehydrogenase based) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO). Плоче су остављене 30 минута у мраку на собној температури, а затим је у 

сваки бунар микротитар плоче додато по 15μl 1N хлороводоничне киселине у циљу 

заустављања рекације. Оптичка густина узорака мерена је на 490nm на 

мултифункционалном читачу Zenyth 3100. 

Проценат мртвих ћелија је израчунат на основу формуле (309): 

% мртвих ћелија=(Е−Б)/((Т−Б)-(К-Б)) × 100 

 

Е-ћелије третиране са DE-EDCP или референтним цитостатиком цисплатином 

(апсорбанца); Б-активност ензима у медијуму (апсорбанца); Т-ћелије третиране са 

тритоном Х (апсорбанца); К-отвор са нетретираним ћелијама (апсорбанца). 

 

3.3.3. Анализа апоптотске смрти туморских ћелија помоћу Annexin-а V  

Протеин Annexin V има способност везивања за фосфатидил серин у саставу 

ћелијске мембране. Међутим, у касној фази апоптозе и у некротичном типу ћелијске 

смрти нарушава се интегритет ћелијске мембране, што неким молекулима, као што је 

пропидијум јодид (енгл. propidium iodide, PI), омогућава везивање за ДНК у ћелији 

(310). На основу експресије Аnnexin V и PI  разликују се: Аnnexin V
- 
PI

-
 ћелије - живе 

ћелије, Аnnexin V
+
PI

-
 ћелије које су у раној фази апоптозе, Аnnexin V

+
PI

+ 
ћелије које су 

у касној фази апоптозе а Аnnexin V 
-
PI 

+
  ћелије су некротичне ћелије (311).  

У експоненцијалној фази раста малигне ћелије 4Т1 су пресејане у нове 

фласкове. Када су ћелије достигле конфлуентност од 70%, медијум је замењен 

медијумом са додатком DE-EDCP или цисплатине у концентрацији од 31.25µМ или 

62.5µМ. Контролне ћелије нису фармаколошки третиране и у овим фласковима 
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медијум је замењен свежим комплетним медијумом. Након 24 сата инкубације ћелије 

су опране у комплетном медијуму и ресуспендоване у пуферу који омогућава везивање 

Аnnexin-а V (10X пуфер: 0.1M HEPES, pH 7.4; 1.4M NaCl; 25mM CaCl2) до густине 

1.000.000 ћелија/ml. У 100μl такве суспензије додатo je по 5μl Annexin-а V-FITC (BD 

Pharmingen, San Diego, California, USA) и 5μl PI (50μg/ml PBS-a) (Sigma Aldrich, 

Немачка). После истека инкубације од 15 минута на собној температури и у мраку, у 

сваки узорак је додато по 400μl 1X пуфера. Анализирано је 20000 догађаја на FACS 

Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, USA) а подаци су обрађени у FlowJo 

програму (Tree Star). 

 

3.4. Анализа ћелијског циклуса 

 

За анализу процентуалне заступљености 4Т1 малигних ћелија у одређеној фази 

ћелијског циклуса коришћен је кит Vybrant® DyeCycle™ Ruby stain (Thermo Fisher 

Scientific, Inc. USA). Овај кит се у живим ћелијама користи за анализу ДНК. Након што 

поменута боја лако прође кроз ћелијску мембрану и веже се за молекул ДНК, на основу 

емитовања флуоресценцентног сигнала који је пропорционалан количини ДНК ћелија 

одређује се проценат ћелија у одређеној фази ћелијског циклуса. 

Након постизања конфлуентности у фласковима од 70-80%, 4Т1 малигне ћелије 

су третиране са DE-EDCP или цисплатином, у концентрацијама од 31.25µМ и 62.5µМ, 

као и са свежим медијумом (контрола) 3 часа или 12 часова, у стандардним условима. 

Након истeка инкубације, малигне ћелије су опране у комплетном медијуму. Ћелије су 

након тога ресуспендоване у густини од 5х10
5
 ћелија/ml. За даљу анализу је одмерено 

0.5ml ћелијске суспензије у коју је додат 1µl Ruby боје. Узорци су након тога 

инкубирани 30 минута на температури од 37°С, ван домашаја светлости. За анализу 

ћелијског циклуса коришћен је проточни цитометар FACS Calibur flow cytometer (BD 

Biosciences, San Jose, USA) а подаци су обрађени у FlowJo програму (Tree Star).  
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3.5. ''Scratch'' тест за анализу миграције ћелија 

 

''Scratch'' тест је коришћен за анализу миграције туморских ћелија in vitro. 

Сматра се да у одређеном проценту овај тест опонаша миграцију туморских ћелија in 

vivo (312, 313). У плоче са 6 бунара у трипликату засејане су 4Т1 ћелије и гајене су до 

постизања конфлуентног монослоја. Стерилним наставком за микропипету направљен 

је ожиљак у сваком од бунара. Након тога, ћелије су опране PBS а затим је додат чист 

медијум, или медијум са DE-EDCP или цисплатином. Ћелије су третиране са DE-EDCP 

или цисплатином у ниској нетоксичној концентрацији од 15.63µМ. Након замене 

медијума уследила је инкубација у стандардним условима. Промене у ћелијском 

кретању су сликане у 0, 4, и 15. часу након замене медијума, помоћу инвертног 

микроскопа. Слике су анализиране уз помоћ Image J софтвера (314). 

 

3.6. Анализа фенотипа 4Т1 туморских ћелија проточном цитометријом  

 

Након 24. часовне инкубације са DE-EDCP или цисплатином у концентрацији 

од 31.25µМ или у чистом медијуму (контролне ћелије), 4Т1 ћелије су опране хладним 

PBS и ресуспендоване у комплетном медијуму тако да је густина ћелијске суспензије 

била 2x10
6
 ћелија/ml. Малигне ћелије су затим фиксиране и пермеабилисане помоћу 

кита (Fixation and Permeabilization Kit, BD Bioscience). Након инкубације од 20 минута 

на температури од 4°С, ћелије су опране у BD Perm/Wash™ Buffer-у (BD Bioscience) и 

центрифугиране на 125g, 10 минута. Супернатант је одливен, а 4Т1 ћелије су даље 

бојене на два начина. Како су антитела за STAT3 (IC1799G, Novus Biologicals, San 

Diego, USA) и Ki-67 (11-5698-82, eBioscience, San Diego, USA) примарна антитела која 

су већ обележена флуорохромом (FITC), претходно фармаколошки различито 

третиране као и нетретиране 4Т1 ћелије су инкубиране са поменутим антителима 20 

минута на температури од 4°С. Након тога ћелије су опране у BD Perm/Wash™ Buffer-у 

(BD Bioscience), центрифугиране и ресуспендоване у 250μl пуфера за бојење. Други 

начин бојења подразумевао је да третиране и нетретиране 4Т1 ћелије буду инкубиране 

20 минута на температури од 4°С уз додатак примарног антитела за циклин D3 

(ab28283, Abcam Cambridge, United Kingdom), циклин E (MA5-14336, Thermo fisher 

scientifics, USA), p16 (ab211542, Abcam Cambridge, United Kingdom), p21 (ab188224, 
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Abcam Cambridge, United Kingdom) и p27 (ab215434, Abcam Cambridge, United 

Kingdom). Ћелије су након истека инкубације опране на исти начин и додатно 

инкубиране под истим условима са секунадрним антителом (goat anti-mouse IgG FITC 

(ab6785 Abcam Cambridge, United Kingdom) или donkey anti-rabbit IgG (ab150073 

Abcam Cambridge, United Kingdom). Након поновног центифугирања, ћелијски талог је 

ресуспендован у 250μl пуфера за бојење и анализиран на проточном цитометру 

FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, USA). Подаци су анализирани 

помоћу FlowJo програма (Tree Star).    

 

3.7. Имунофлуоресценца 

 

Имунофлуоресценца је техника која се користи за маркирање појединих 

ћелијских молекула флуоресцентним бојама. Техника се заснива на специфичном 

везивању антитела за антиген. Антитело је обележено флуоресцентном бојом са 

различитим таласним дужинама екситације и емисије, а детектује се флуоресцентним 

микроскопом (315). Малигне ћелије су инкубиране са DE-EDCP, или цисплатином, у 

концентрацији од 31.25µМ у трајању од 24 часа.  

Имунофлуоресценца је рађена према поступку описаном у студији Karimian H. 

и сарадника (316).  У микротират плочама са 6 бунара на покривне плочице сипано је 

8х10
4
 4Т1 ћелија у финалној запремини од 2ml, и инкубирано 72 часа у асептичним 

условима у инкубатору на 37°C са 5% CO2. Након истека инкубације, медијум је 

аспириран из свих отвора. У бунаре са контролним (нетретираним) ћелијама додато је 

2ml новог комплетног медијума а у остале бунаре 2ml комплетног медијума који 

садржи одговарајућу концентрацију (од 31.25µМ) DE-EDCP или цисплатине. Ћелије су 

инкубирне још 24 часа у стандардним условима. Након истека инкубације медијум је 

аспириран из свих бунара и ћелије су опране са PBS. У асептичним условима додат је 

раствор за фиксирање (4% параформалдехид у PBS) и узорци су инкубирани 20 минута 

на собној температури. Ћелије су по истеку инкубације опране а затим је на ћелије 

нанет екстракциони раствор (хладан метанол). Након поновног прања нането је по кап 

примарног антитела специфично за Bcl-2 (sc-783, Santa Cruz Biotech. Inc CA, USA), Bax 

(sc-493, Santa Cruz Biotech. Inc CA, USA) или активну каспазу-3 (NB100-56113, Novus 

Biologicals, UK). Након инкубације од 60 минута у влажној комори, на испрана и 
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обрисана предметна стакла сипано је секундарно антитело (goat anti-rabbit IgG FITC 

(Ab6717-1, Abcam, Cambridge, United Kingdom)) и уследио је период инкубације од 45 

минута у влажној комори у мраку. Вишак секундарног антитела је испран а затим су 

предметна стакла обрисана тако да су само исечци остали влажни. За визуализацију 

плаво обојених једара коришћена је DAPI (енгл. 4',6-diamidino-2-phenylindole) боја. 

Препарати су остављани преко ноћи да се осуше и након тога посматрани на 

флуоресцентном микроскопу (Olympus BX 51) на филтерима одређених таласних 

дужина и увеличању 200Х.  

 

3.8. Aнализа експресије гена методом квантитативне ланчане реакције 

полимеразе у реалном времену 

 

3.8.1. Изолација рибонуклеинске киселине из 4Т1 ћелијске суспензије  

За изолацију укупне рибонуклеинске киселине у суспензији туморских ћелија 

коришћен је тризол реагенс, који представља раствор фенола и гуанидин 

изотиоцианата. 4Т1 ћелије култивисане су у стандарним условима. 24 часа пре почетка 

експеримента методом случајног избора одабране су ћелијске суспензије које су 

третиране са DE-EDCP или цисплатином у концентрацији од 31.25µМ. Последњу, 

контролну групу чиниле су ћелије које су гајене само у комплетном медијуму. Свака 

испитивана група имала је по 4 независна узорка. Након култивације 4Т1 туморских 

ћелија у комплетном медијуму, добијена ћелијска суспензија је механички 

хомогенизована у 1ml тризола (енгл. TRI Reagent® Solution, Applied Biosystems, Foster 

city, CA, USA) помоћу ручног хомогенизатора. Након механичког хомогенизовања, 

хомогенат је пребачен у епрувете (Eppendorf, Hamburg, Germany) и инкубиран 5 

минута на собној температури, а затим центрифугиран 10 минута на 12000rpm на 4
о
C. 

У супернатант је додато 100μl бромхлорпропана (енгл. 1-Bromo-3-chloropropane, BCP, 

Sigma Aldrich), Узорци су добро вортексовани и инкубирани 15 минута на собној 

температури. Након инкубације узорци су центрифугирани 20 минута на 12000rpm на 

4
о
C. Центрифугирањем су се јасно издовојиле три фракције: горња (водена) фракција у 

којој је РНК, доња фракција са протеинима и липидима и интермедијарна фракција у 

којој је ДНК. Садржај овог воденог слоја је пребачен у нове епрувете у које је додато 

500μl расхлађеног изопропил алкохола. Узорци су благо вортексовани, инкубирани 15 
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минута на собној температури и затим центрифугирани 8 минута на 12000rpm на 4
о
C. 

После одливања супернатанта талог у којем се налази РНК је опран два пута у трајању 

од 5 минута на 7500g у 1ml 70% етанола и сушен до испаравања целокупног етанола. 

Осушени талог је растворен у води која не садржи нуклеазе (енгл. Nuclease free wather, 

Applied Biosystems). Концентрација и пречишћеност РНК одређена је 

спектрофотометријски мерењем абсорбанце на 260/280nm помоћу апарата Eppendorf® 

Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, Germany). 

 

3.8.2.  Реверзна транскрипција РНК у комплементарну ДНК  

Процес реверзне транскрипције изведен је коришћењем кита High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, California, USA), према 

упутству произвођача. Транскрипција је изведена по следећој процедури: 10μl узорка 

који садржи 2μg укупне РНК изоловане из 4Т1 ћелијске суспензије инкубиран је са 

10μl главне мешавине (енгл. Master mix). Master mix је садржао: 2μl пуфера (енгл. RT 

Buffer), 0.8μl dNTP Mix-a, 2μl хексамера (енгл. Random Hexamer Primer), 1μl реверзне 

транскриптазе (енгл. Multi ScribeTM Reverse Transcriptase) и 3.2μl воде која не садржи 

нуклеазе (енгл. Nuclease-free H20). На растворени узорак РНК додат је Master mix, 

садржај је лагано промешан и инкубиран 10 минута на 25
о
C, затим 120 минута на 37

о
C. 

Реакција је заустављена грејањем 5 минута на 85
о
C, а узорци су затим охлађени на 4

о
C 

(Mastercycler® ep realplex, Eppendorf, Hamburg, Germany). Овако добијена 

комплементарна ДНК коришћена је за квантификацију експресије гена, која је у 

раствореном стању чувана на 4ºC до употребе у реакцији ланчаног умножавања. 

 

3.8.3. Квантификација експресије гена  

Методом квантитативне ланчане реакције полимеразе у реалном времену (енгл. 

Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR) мерена је експресија гена од интереса. Реакција 

qRT-PCR је изведена у Mastercycler® ep realplex апарату (Eppendorf, Hamburg, 

Germany) коришћењем микротитар плоча са 96 места (Twin. tec. real time PCR plates 96, 

Eppendorf). Реакциона смеша у волумену од 20μl по бунару садржала је: 2μl узорка 

комплементарне ДНК, 10μl Master mix (Power SYBR Green PCR Master Mix (2x), 

Applied Biosystems), 2μl смеше парова прајмера за ген од интереса („forward“ и 
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„reverse“) и 6μl воде која не садржи нуклеазе. Затим су плоче прелепљене адхезивном 

фолијом (Masterclear real-time PCR Film, Eppendorf), центрифугиране 1 минут на 

3000rpm и смештене у qRT-PCR апарат (Mastercycler® ep realplex). Реакције qRT-PCR 

је изведена по следећој температурној шеми: 4 минута на 95
о
C, затим 50 циклуса у 

трајању од по 15 секунди на 95
о
C и по минут на 62

о
C. Да би се одредила специфичност 

PCR продукта подешени су услови за извођење криве топљења (енгл. Melting Curve): 

15 секунди на 95
о
C, 15 секунди на 60

о
C, 20 минута температурног раста и потом 95

о
C. 

Прајмери који су коришћени за амплификацију секвенце гена од интереса приказани су 

у Табели 1.  

 

 Sense (5’ to 3’)  Antiense (5’ to 3’) 

Bax ACACCTGAGCTGACCTTG AGCCCATGATGGTTCTGATC 

Bcl-2 GTGGTGGAGGAACTCTTCAG GTTCCACAAAGGCATCCCAG 

Caspase-3 AAATTCAAGGGACGGGTCAT ATTGACACAATACACGGGATCTGT 

STAT3 GGCATTCGGGAAGTATTGTCG GGTAGGCGCCTCAGTCGTATC 

Cyclin D3 CCGTGATTGCGCACGACTTC TCTGTGGGAGTGCTGGTCTG 

NANOG AAGCAGAAGATGCGGACTGT GTGCTGAGCCCTTCTGAATC 

SOX2 AAAGGGTTCTTGCTGGGTTT AGACCACGAAAACGGTCTTG 

β-actin  AGCTGCGTTTTACACCCTTT AAGCCATGCCAATGTTGTCT 

Табела 1. Прајмери коришћени за qRT-PCR анализу. 

 

Релативна квантификација експресије циљног гена у односу на експресију 

референте контроле одређена је компаративном Ct (енгл. Cycle treshold, Ct) методом 

(ΔΔCt) (317). Просечне Ct вредности контролних трипликата (β-актин) су одузете од 

просечних Ct вредности трипликата гена од интереса и на тај начин је добијен ΔCt, док 

је релативна експресија гена изражена као 2
-ΔCt

. Резултати су приказани као релативни 

у односу на контролу, нетретиране 4Т1 малигне ћелије, која је арбитрално подешена на 

1. 
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3.9. Методе за испитивање антитуморске активности DE-EDCP in vivo 

 

3.9.1. Експерименталне животиње 

Истраживања су спроведена на мишевима женског пола чистог соја BALB/C, 

као и мишевима оба пола C57BL/6, старости од 8 до 12 недеља. У испитивања су 

укључене животиње усклађене старости и телесне масе, као и пола, између 

експерименталних група.   

Мишеви су узети из Института за медицинска истраживања Војномедицинске 

академије (ВМА) у Београду и одгајани у виваријуму Центра за молекулску медицину 

и истраживања матичних ћелија, Факултета медицинских наука у Крагујевцу. 

Животиње су чуване према прописаним узгојним условима (храна и вода за пиће ad 

libitum, 12 часовни дневни ритам светла). Спроведено истраживање одобрила је Етичка 

комисија за експерименталне животиње Факултета медицинских наука Универзитета у 

Крагујевцу број 01-10873 од 22.10.2015. године. 

 

3.9.2. Експериментални модел карцинома дојке 

Мишевима соја BALB/C малигне ћелије 4Т1 убризгане су субкутано у млечну 

жлезду у дози од 3x10
4 

 ћелија у 50µl DMEM, а која је оптимизована у 

предекспериментима. Непосредно пре инокулације, вијабилност туморских ћелија је 

одређена помоћу трипан плавог и само оне ћелијске суспензије које садрже више од 

95% вијабилних ћелија су коришћене за апликацију. 

Након палпирања тумора (5. дана експеримента) мишевима је 

интраперитонеално апликован DE-EDCP, у дози од 10mg/kg који је ресуспендован у 

500µl физиолошког раствора (0,9% NaCl), по режиму пет узастопних доза, два дана 

паузе, а затим је апликован још један циклус од пет појединачних дневних доза. Другој 

експерименталној групи мишева као референтни цитостатик цисплатина (енгл. cis-

diamminedichloroplatinum, CDDP; Sigma–Aldrich, Munich, Germany) је 

интраперитонеално убризгана у дози од 3mg/kg, три пута недељно (укупно девет доза).  

Трећу експерименталну групу чинили су мишеви који су третирани само физиолошким 

раствором након појаве палпабилног тумора (Схема 3).  
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Схема 3. Ортотопски експериментални модел карцинома дојке и примена биоактивних супстанци 

Сви мишеви су жртвовани 36. дана након убризгавања туморских ћелија, а 

исечци плућа и јетре су обојени хематоксилином и еозином. 

Одређивање величине примарног тумора  

Раст тумора је свакодневно праћен палпацијом тумора, док је његова величина 

одређивана морфометријски коришћењем нониуса. Запремина тумора је израчуната 

према формули (318): 

V(mm)
3 

= (L x W
2
)/2 

L-највећи пречник; W-најмањи пречник 

5

4T1

6 7 8 9 12 13 14 15 16 Дани

III група

(I.P. у дози 10mg/kg T.T.)

5 7 9 12 14 16 Дани

4T1

4T1

3x104 /50µl

3x104 /50µl DE-EDCP

(I.P. у дози 3mg/kg T.T.)

I група

II група

CDDP

3x104 /50µl

BALB/C
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3.9.3. Модел експерименталних метастаза меланома 

За индукцију експерименталних метастаза меланома интравенски су убризгане 

ћелије меланома (B16-F10) у латералну репну вену C57BL/6 мишева у дози 5х10
4
 

ћелија у 200μl DMEM. Мишеви су затим случајним узорковањем подељени у три 

екперименталне групе. Почевши од другог дана експеримента, прва експерименална 

група мишева је третирана са DE-EDCP. DE-EDCP је убризгаван интраперитонеално у 

дози од 10mg/kg ресуспендованованог у 500µl  физиолошког раствора и то у пет 

узастопних доза. Након паузе од два дана поновљен је цикус од пет доза. Друга 

ескпериментална група била је на третману дакарбазином почевши од другог дана 

експеримента у дози од 70mg/kg, сваког другог дана. Трећу експерименталну групу 

чинили су мишеви који су третирани само физиолошким раствором (Схема 4).  

Четрнаестог дана после убризгавања малигних ћелија, мишеви су жртвовани а 

исечци плућа и јетре су обојени хематоксилином и еозином.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 4. Индукција експерименталних метастазa меланома и примена биоактивних супстанци 

 

B16-F10

2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 Дани

III група
(I.P. у дози 10mg/kg T.T.)DE-EDCP

B16-F10 5x104 /200µl I група

B16-F10

2 4 6 8 10 Дани

(I.P. у дози 70mg/kg T.T.) II групаDTIC

5x104 /200µl

5x104 /200µl

C57BL/6
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3.10. Израда патохистолошких препарата 

 

Непосредно након изолације, ткивa изолованих органа су фиксирана у 10% 

раствору формалдехида на собној температури. Волумен фиксатива је био 10 пута већи 

од волумена ткива. Обрађено ткиво је укалупљено у парафинске блокове и помоћу 

микротома су исечени препарати дебљине 5μm. За хистолошку анализу су коришћени 

ткивни пресеци са пет нивоа на међусобном растојању од 25μm (од сваког миша су 

анализирана по 5 ткивних исечка и то сваки 3. ткивни пресек). Пресеци су нанешени на 

предметна стакла, а затим бојени одговарајућом техником. 

 

3.11. Бојење хематоксилином и еозином   

 

Уследило је бојење криостатских ткивних пресека методом хематоксилин-еозин 

(енгл. hematoxylin-eosin, H&E). На почетку су плочице са ткивним пресецима 

пуферисане у пуферу формалдехида 10 секунди, онда опране у текућој води а затим 

потопљене 2 минута у Mayer-ов хематоксилин (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Потом су ткивни исечци испирани минут у текућој води и најзад су бојени алкохолним 

еозином (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) у трајању од 1. минута. Након бојења 

уследила је дехидратација исечака како би се у њима уклонила вода. Исечци су 

потапани у серију растућих концентрација алкохола и то следећим редом: најпре 1 

минут у 85% алкохолу, затим 2 пута по 50 секунди у 96% и на крају 2 пута по 50 

секунди у апсолутном алкохолу. Након бојења и дехидратације, уследио је поступак 

просветљавања када су исечци потпљени 50 секунди у мешавину ксилола и алкохола у 

односу 1:1, а затим два пута по 50 секунди само у ксилолу. На на ткивне исечке нанет 

је Канада балзам (енгл. Canada balsam, (Centrohem, Србија)) и прекривени су 

покровним стаклима. Препарати су анализирани под светлосним микроскопом 

(Olympus BX51, Japan) након 24. часовног сушења. 
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3.12. Верификација броја и величине метастатских колонија  

 

Тридесетишестог дана после убризагавања туморских ћелија BALB/C мишеви, 

односно четрнаестог дана након убризгавања туморских ћелија C57BL/6 мишеви, су 

жртвовани, а исечци претходно поменутих ткива су обојени H&E. Метастатске 

колоније су верификоване у плућима и јетри BALB/C мишева. Метастазе су 

верификоване само у плућима C57BL/6 мишева и то као метастатске колоније са 

карактеристичном браон-црном пигментацијом и као метастатска "жаришта" са 

увећаним вишеједарним ћелијама, јасно ограничена од околног плућног ткива.  

У овој студији је семиквантитативно одређивани просечан број метастаза по 

мишу, као и величина метастатских колонија и то одређивањем процента метастатског 

подручја у плућима или јетри. Процентуална заступљеност метастатских колонија 

одређивана је помоћу Image J софтвера (319). Добијени резултати су приказани као 

средња вредност ± стандардна грешка. 

 

3.13. Експресија Ki-67 и STAT3 у туморском ткиву 

 

Експресија Ki-67 и фосфорилисане форме STAT3 у ткиву карцинома дојке 

испитана је имунохистохемијски, коришћењем анти-Ki-67 анитела (rabbit anti-mouse 

Ki-67 antibody (ab66155, Abcam, Cambridge, United Kingdom)) или анти-STAT3 

антитела ((phospho Y705) antibody (ab76315, Abcam, Cambridge, United Kingdom)). 

Ткиво је 24 часа фиксирано у 10%-тном неутралном, пуферизованом формалину и 

калупљено у парафину. Резови дебљине 4-5μм, су монтирани на високо адхерентне 

плочице SuperFrost® и сушени на температури од 56ºC у току 60 минута. Како би се 

обавила депарафинизација и рехидратација, као што је раније описано, ткивни пресци 

„провлачени‟ су кроз серију алкохола опадајућих концентрација. Фиксација ткива у 

формалину, као и калупљење ткивних узорака у парафину изазивају конфигурацијске 

промене протеина и формирање интермолекулских веза које маскирају антигене и 

смањују ефекат имунохистохемијског бојења. Поступком ослобађања, обнавља се 

примарна конфигурација антигена уклањањем нежељених интермолекулских веза. 

Демаскирање антигена је обављено у микроталасној пећници (Samsung MG23F301TAS, 
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Seoul, South Korea) у 0,1 M цитратном пуферу (pH 6.0) на 96ºC, у трајању од 20 минута. 

По обављеном „кувању“, плочице са ткивним пресецима су 5 минута испиране 

дестилованом водом. Како би се блокирао ефекат ендогене пероксидазе и елиминисало 

неспецифично бојење, плочице су постављене у кивете са 3% раствором водоник-

пероксида (H2O2), у трајању од 10 минута. Након испирања дестилованом водом, 

плочице су пласиране у кивете са PBS. Ткивни пресеци су инкубирани са раствором 

примарнoг антитела, у трајању од 60 минутa. По истеку инкубације, плочице су 

испиране у PBS, а затим је нането секундарно антитело (Rb-Specific HRP/AEC Detection 

IHC Kit; Abcam Cambridge, United Kingdom). После испирања уследило је бојење са 

Mayer-овим хематоксилином.  

Проценат ћелија које исказују Ki-67 или фосфолирисану форму STAT3 у свим 

испитиваним групама одређен у пет случајно одабраних видних поља (на увеличању 

400Х). Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација процента 

позитивних ћелија (320).  

 

3.14. Евалуација апоптозе у туморском ткиву 

 

За TUNEL (енгл. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) 

методу коришћени су парафински исечци мишјег карцинома дојке испитиваних група 

(по четири примарна тумора по групи) дебљине 5μm, којима је урађена 

депарафинизација и рехидратација ткива. Затим су исечци примарног карцинома 

потопљени у расхлађени ацетон 8 минута, а након тога испрани 2 пута по 5 минута у 

PBS. На сваки ткивни исечак је затим нането по 50μL мешавине за TUNEL реакцију 

(450μL Label solution, 50μL enzyme solution), а затим је уследила инкубација од 60 

минута на 37°С у влажној атмосфери у мраку. Након инкубације препарати су 

испирани у PBS. На ткивне исечке нането је по 50μL POD (енгл. anti fluorescein 

antibody, Fab fragment from sheep, conjugated with peroxidase) конвертера, након чега је 

уследила инкубација од 30 минута на 37°С у влажној атмосфери у мраку. Затим су 

препарати испирани у PBS-у, и на сваки препарат је нането 50-100μL DAB (енгл. 3, 3'-

diaminobenzidine) супстрата. Након инкубације од 10 минута на собној температури, 

уследило је троструко испирање у PBS, бојење хематоксилином и еозиномом и на 

овако обојене ткивне исечке је нанета по једна кап глицерола, а онда су препарати 
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прекривени покровном љуспицом. Заступљеност туморских ћелија са TUNEL-

позитивним једром квантификован је у пет случајно изабраних видних поља (на 

увеличању 400Х), а подаци су сумирани као средња вредност процента позитивних 

ћелија ± стандардна девијација (четири тумора по групи) (321).  

 

3.15. Изолација ћелија из тумора дојке 

 

Осамнаестог дана након апикације 4Т1 ћелијске суспензије (3х10
4
 ћелија) у 

млечну жлезду мишевима свих претходно наведених експерименталних група, 

BALB/C мишеви су жртвовани. Након жртвовања, мишевима је изолован тумор који је 

затим уситњен маказама и након тога неколико пута испиран са РBS. Уситњени 

тумори су потом ресуспендовани у 5ml медијумa за дигестију који садржи 1mg/ml 

колагеназе тип I, 1mM EDTA у 10ml RPMI (енгл. Roswell Park Memorial Institute 

medium) коме је додато 2% FBS. Дигестија тумора се одвија у трајању од два сата на 

37°C уз мешање на шејкеру. Након дигестије, ћелије су центрифугиране 5 минута на 

300g, а након што је супернатант одливен пипетом на талог је додато 10ml претходно 

загрејаног трипсина. Након додавања трипсина уследила је инкубација у трајању од 3 

минута на 37°C. По истеку инкубације узорци су центрифугирани 10 минута на 300g. 

Након центрифугирања и одливања супернатанта на талоге је пипетом додато 2.5ml 

претходно припремљене и загрејане дезоксирибонуклеазе I (енгл. Deoxyribonuclease I, 

DNase) (10μg/ml). Након инкубације од 1 минута на 37°C, у епрувете је додато 7ml 

комплетног медијума и садржај је центрифугиран 10 минута на 300g. Из епрувета је 

супернатант одливен пипетом, а потом је додато 5ml комплетног медијума и садржај је 

пропуштен кроз ћелијско сито. Након што је добијени садржај центрифугиран 10 

минута на 300g, ћелије су ресуспендоване у 0.5ml комплетног медијума. На овај начин 

добијена је суспензија појединачних тумор инфилтришућих леукоцита.  
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3.16. Анализа популација мононуклеарних ћелија тумора помоћу проточне 

цитометрије  

 

Субпопулација лимфоцита и акцесорских ћелија примарног тумора анализиране 

су проточном цитометријом 0. и 18. дана од апликације 4Т1 туморских ћелија.  

 

3.16.1. Обележавање мембранских маркера на ћелијама 

 У идентификацији мембранских маркера за фенотипизацију и одређивање 

функционалног фенотипа субпопулације мононукеарних ћелија изолованих из тумора 

коришћена су анти-мишја моноклонска антитела (Табела 2). На 5x10
5
 ћелија 

ресуспендованих у 50μl пуфера за бојење (енгл. Staining Buffer; BD Biosciences) додата 

је одговарајућа количина примарно конјугованих моноклонских антитела специфичних 

за површинске антигене различитих субпопулација мононуклеарних ћелија.  

 

Сва антитела за површинско бојење коришћена су у таквим концентрацијама да 

њихова финална разблажења буду 1:100. Суспензија тумор-инфилтришућих леукоцита 

је краткотрајно вортексована и инкубирана 20 минута у мраку на температури од 4˚C. 

По истеку инкубације, ћелије су опране у хладном пуферу (енгл. Staining Buffer, BD) и 

онда су центрифугиране 5 минута на 400g. Након одливања супернатанта талог ћелија 

је ресуспендован у 250µl пуфера. Непосредно након процедуре бојења, експресија 

маркера на ћелијама је анализирана на проточном цитометру FACSCalibur (BD 

Biosciences) помоћу CELLQUEST софтвера (BD). Подаци су анализирани коришћењем 

FlowJo (Tree Star) софтвера. 
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назив  клон изотип произвођач 

Alexa Fluor
®
 488 anti-mouse CD3e 145-2C11 IgG1 κ BD Pharmingen 

PerCP anti-mouse CD49b HMα2 

Armenian 

Hamster 

IgG 

Biolegend 

FITC anti-mouse Fas Ligand (CD178) MFL3 

Armenian 

hamster 

IgG 

eBioscience 

PE anti-mouse KLRG1 2F1 IgG eBioscience 

PE anti-mouse CD279 J43 IgG2 κ BD Pharmingen 

PE anti-mouse CD152 UC10-4B9 

Armenian 

hamster 

IgG 

eBioscience 

PE anti-mouse CD314 (NKG2D) C7 IgG eBioscience 

Табела 2. Примарно конјугована моноклонска антитела 

 

3.17. Испитивање потенцијално токсичних ефеката DE-EDCP 

 

Мишеви оба соја, експерименталних и контролних група су жртвовани и узета 

им је крв из трбушне аорте којa је центрифугирана 20 минута/12000rpm/4°С. Серум је 

издвојен за сваког појединачног миша ради одређивања концентрације трансаминаза 

(аспартат трансаминазе (енгл. Aspartate transaminase, AST) и аланин трансаминазе 

(енгл. Alanine transaminase, ALT)) као и концентације урее и серумског креатинина. 

Концентрације трансаминаза, урее и серумског креатинина су одређене помоћу 

специфичних колориметријских китова: mouse AST ELISA кит, mouse ALT ELISA кит 

(Elabscience), Urea Assay кит (Abcam) и Creatinine ELISA кит (BioSciences). 
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3.18. Статистичка обрада података 

 

Подаци су анализирани коришћењем статистичког програма SPSS верзија 20. 

Пре статистичке обраде података, прво је испитана правилност расподеле добијених 

вредности коришћењем Shapirov-Wilk теста. Уколико су вредности имале правилну 

расподелу коришћен је параметарски Student’s t тест, док се неправилна расподела 

поредила помоћу непараметарског Mann-Whitney теста. Резултати експеримента су 

изражени као средња вредност ± стандардна девијација (SD) или стандардна грешка 

(SE). Статистички значајна разлика у добијеним вредностима између група износи 

p<0.05. 
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4. Резултати 

 

4.1. DE-EDCP је ефикасан у убијању ћелија карцинома дојке и меланома  

 

Са циљем да се испита туморицидни потенцијал DE-EDCP, најпре је МТТ 

тестом анализирана вијабилост ћелија карцинома дојке хуманог и мишјег порекла, као 

и ћелија меланома миша након 24. и 48. часовног излагања DE-EDCP у двоструко 

растућој концентрацији. Како би се упоредила цитотоксичка активност испитиване 

супстанце, коришћена је цисплатина као референтно једињење. Добијени налаз указује 

да DE-EDCP редукује вијабилност свих тестираних линија туморских ћелија на дозно 

зависан начин. Примећује се да је туморицидна активност DE-EDCP на варијанти 

хуманог карцинома дојке MDA-MB-468 значајно мања у односу на цисплатину у 

ниским концентрацијама од 15.63µМ и 31.25µМ (након 24 часа) и 3.90-31.25µМ (након 

48 часа), што се види на Графикону 1А. Међутим, DE-EDCP у вишим концентрацијама 

(62.5-1000µМ) остварује снажнији туморицидни потенцијал у поређењу са 

цисплатином након 24. часовног третмана ћелија (Графикон 1А). Када је реч о 

осетљивости друге варијанте хуманог карцинома дојке MDA-MB-231 након 24. 

часовног третмана јасно се види да је цитотоксичка активност DE-EDCP на ове ћелије 

битно већа у односу на цисплатину у опсегу концентрација 0.49-250µМ. Уз то, уочава 

се да су MDA-MB-231 ћелије осетљивије на 24. часовни третман са DE-EDCP у односу 

на туморске ћелије MDA-MB-468. На крају, запажа се да је вијабилност ћелија MDA-

MB-231 значајно мања након 48. часовног третмана са DE-EDCP него са цисплатином 

и то у опсегу концентрација 31.25-500µМ (Графикон 1Б). 
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Графикон 1. Цитотоксичкa активност DE-EDCP на линијама ћелија хуманог карцинома дојке је 

дозно зависна. Вијабилност туморских ћелија MDA-MB-468 (А) и MDA-MB-231 (Б) је одређена МТТ 

тестом након 24. и 48. часовне инкубације са DE-EDCP и цисплатином (енгл. cis-

diamminedichloridoplatinum(II), CDDP). Сви резултати су приказани као средња вредност 3 поновљена 

експеримента ± стандардна девијација, а сваки од експеримента је одрађен у трипликату. (Mann–Whitney 

U тест; * p˂0.05) 

На Графикону 2 приказана је осетљивост ћелија метастатског мишјег карцинома 

дојке (4Т1) и меланома (B16-F10) на токсично дејство DE-EDCP. После 24. часовног 

третмана туморских ћелија 4Т1, цитотоксички ефекат DE-EDCP и цисплатине је готово 

идентичан у опсегу концентрација 62.5-1000µМ, и штавише овакав ефекат је остварен 

и у нижим концентрацијама (0.49-3.9µМ) (Графикон 2А). Продужавањем времена 

третмана на 48 часова уочава се да DE-EDCP редукује вијабилност 4Т1 ћелија 

приближно исто као цисплатина, изузев у концентрацији од 7.8µМ и 15.63µМ када је 

цитотоксичко дејство DE-EDCP на ћелије слабије у односу на цисплатину (Графикон 

2А). Када се пореди вијабилност ћелија B16-F10 варијанте меланома након 24. 

часовног третмана јасно се види да је цитотоксичост DE-EDCP приближно сличнa 
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цисплатини у нижим концентрацијама, док је у нешто вишим концентрацијама 

(62.5µМ-250µМ) туморицидни потенцијал DE-EDCP значајно снажнији у односу на 

цисплатину (Графикон 2Б). Међутим, после 48. часовног третмана ћелија, DE-EDCP 

показује бољи цитотоксички капацитет у односу на цисплатину у опсегу концентрација 

0.49-62.5µМ, док је у концентрацији од 125µМ и више забележена апсолутна смртност 

туморских ћелија.  
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Графикон 2. Цитотоксички потенцијал DE-EDCP на линији ћелија мишјег карцинома дојке и 

меланома. Вијабилност туморских ћелија 4Т1 (А) и B16-F10 (Б) је одређена МТТ тестом после 24. и 48. 

часовне инкубације са DE-EDCP и цисплатином (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), CDDP). Сви 

резултати су приказани као средња вредност 3 поновљена експеримента ± стандардна девијација, а сваки 

од експеримента је одрађен у трипликату (Mann–Whitney U тест; * p˂0.05). 

 

Затим је одређена вредност IC50 (концентрација супстанце (µМ) која инхибира 

преживљавање циљаних ћелија за 50%) након 24. и 48. часовног деловања DE-EDCP 

или цисплатине на панел линија туморских ћелија коришћених у овој студији (Табела 

3).  
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IC50 ± SD (μM) 

Линија туморских ћелија 

Једињење 

DE-EDCP CDDP 

MDA-MB-468 

24 h 16.52±2.78 16.68±1.83 

48 h 15.58±2.94 5.01±1.03 

MDA-MB-231 

24 h 5.14±0.63 66.01±0.69 

48 h 17.45±3.33 20.71±0.32 

4T1 

24 h 12.90±0.75 10.59±0.36 

48 h 12.03±2.86 7.97±0.56 

B16-F10 

24 h 9.94±5.18 13.38±5.82 

48 h 6.83±1.89 16.91±8.04 

 

Табела 3. Концентрације DE-EDCP и цисплатине (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) које 

инхибирају преживљавање различитих циљаних ћелија за 50% након 24. и 48. часовне инкубације. 

Вредности IC50 су приказане као средња вредност ± стандардна девијација. 

 

У случају третираних туморских ћелија 4T1, B16-F10 и MDA-MB-468 запажа се 

да су IC50 вредности DE-EDCP и цисплатине биле приближно једнаке и да се са 

продужавањем третмана (након 48 часова) вредност IC50 DE-EDCP мање-више не мења 

(Табела 3). Ако се пак пореди ефекат испитиване супстанце на MDA-MB-231 ћелијама 

након 24 часа, забележена IC50 DE-EDCP је била чак 12 пута мања од IC50 цисплатине 

што указује да је ова линија карцијома дојке хуманог порекла сензитивнија на 24. 

часовно дејство DE-EDCP  у поређењу са референтним хемотерапеутиком. Међутим, 

продужавањем времена третмана (након 48 часова) ова драстична разлика у 

антитуморском ефекту се губи и осетљивост туморских ћелија МDA-МB-231 на DE-

EDCP се смањује и постаје приближно иста као на цисплатину. 

У наредним експериментима је додатно потврђена дозно зависна цитотоксичка 

активност DE-EDCP на 4Т1 и B16-F10 ћелијама помоћу LDH теста. LDH тест се 
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заснива на мерењу активности цитоплазматског ензима лактат дехидрогеназе, а који се 

ослобађа из ћелија у супернатант само када је интегритет ћелијске мембране нарушен. 

Као што се види на Графикону 3А, под утицајем DE-EDCP, у опсегу концентрације од 

62.5 до 1000µМ, забележен је драстичан пораст са 15.67% на 52.02% мртвих 4Т1 ћелија 

које су ослободиле LDH након 24. часовног третмана. С друге стране, излагање 

туморских ћелија цисплатини у истом опсегу концентрација резултовало је мањим 

порастом процента мртвих ћелија, са 10.73% на 26.89%, у односу на испитивано 

једињење. Слично резултатима добијеним МТТ тестом, анализа цитототоксичког 

капацитета DE-EDCP помоћу LDH теста имплицира да је B16-F10 варијанта меланома 

релативно осетљивија на DE-EDCP у поређењу са 4Т1 ћелијама карцинома дојке. 

Резултати јасно показују да DE-EDCP у концентрацији почев од 31.25 до 1000µМ 

индукује битно већи пораст са 6.95% на 55.53% мртвих ћелија, док је третман са 

цисплатином у истим концентрацијама резултовао мањим порастом процента мртвих 

ћелија B16-F10 (са 4.87% на 24.9%) у односу на DE-EDCP (Графикон 3Б).  
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Графикон 3. DE-EDCP повећава проценат мртвих ћелија мишјег карцинома дојке и меланома на 

дозно зависан начин. Резултати LDH теста након култивације 4Т1 (А) и B16-F10 туморских ћелија (Б) у 

присуству DE-EDCP и цисплатине (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) у временском 

периоду од 24 часа. Сви резултати су приказани као средња вредност 3 поновљена експеримента, а сваки 

од експеримента је рађен у трипликату (Mann–Whitney U тест; *p˂0.05). 

Познато је да ћелије са дезинтегрисаном ћелијском мембраном улазе у некрозу 

и/или у касну фазу апоптозе и да се углавном детектују помоћу LDH теста, док се МТТ 

тестом региструју промене у активности митохондријалних ензима што се дешава рано 

у процесу апоптозе. У складу са тим, на основу налаза значајне туморицидне 

активности испитиваног једињења добијеног помоћу МТТ и LDH теста може се 

констатовати да DE-EDCP највероватније узрокује како апоптотску тако и 

неапоптотску/некротску смрт 4Т1 и B16-F10 малигних ћелија. 
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4.2. Антитуморска активност DE-EDCP у моделу мишјег карцинома дојке и 

меланома 

 

Након што је показано да DE-EDCP поседује изражен цитотоксички капацитет 

на малигним ћелијама 4T1 и B16-F10, следећи корак у истраживању је био да се испита 

да ли и у којој мери DE-EDCP утиче на прогресију карцинома дојке и меланома миша. 

 

4.2.1. DE-EDCP редукује раст и метастазирање карцинома дојке  

Mишевима чистог соја BALB/C имплатиран је карцином дојке тако што је 3х10
4
 

4Т1 ћелија инокулисано ортотопски у млечну жлезду. Палпабилни тумор код свих 

мишева регистрован је 5. дана након убризгавања малигних ћелија, када је једна група 

мишева подвргнута краткотрајном третману са DE-EDCP (у трајању од 12 дана) на 

следећи начин: испитивано једињење је интраперитонеално апликовано у дози од 

10mg/kg телесне масе узастопно 5 дана, након чега су уследила 2 дана паузе, а затим у 

наредних 5 дана је уследио други терапијски циклус. Друга група мишева је третирана 

са цисплатином која је део стандардних терапијских протокола за лечење солидних 

тумора, укључујући и карцином дојке, и то у дози од 3mg/kg телесне масе, 3 пута 

недељно (укупно 9 доза). Следећу групу су чинили мишеви са карциномом дојке који 

нису потврдгнути фармаколошком третману.  

На Гарфикону 4А приказана је динамика раста карцинома дојке током 36 дана 

од убризгавања туморских ћелија и уочава се да је код мишева који су третирани са 

DE-EDCP средња вредност пречника тумора значајно мања него у групи нетретираних 

мишева. Ако се пореде ефекти деловања испитиване супстанце и цисплатине као 

стандардног цитостатика, запажа се да је до 22. дана од убризгавања туморских ћелија, 

DE-EDCP имао сличан ефекат на раст карцинома дојке као и цисплатина. Од тог дана и 

поред бољег ефекта цисплатине, јасно се уочава да се претходно забележена разлика у 

дијаметру тумора одржава све до краја експеримента између групе мишева третираних 

са DE-EDCP и нетретираних мишева.   

Сви мишеви су жртвовани 36. дана након апликације 4Т1 ћелија када су 

измерени укупан волумен и тежина тумора. Региструје се статистички значајно 
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смањење волумена и тежине тумора у мишева третираних са DE-EDCP у односу на 

нетретирану групу (Графикон 4Б). Уз то, резултати показују и да је цисплатина била 

најефикаснија у редукцији волумена и тежине тумора. 
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Графикон 4. DE-EDCP успорава раст карцинома дојке. А) Динамика раста карцинома дојке у мишева 

третираних са DE-EDCP, цисплатином (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) и фармаколошки 

нетретираних мишева. Б) Волумен и тежина карцинома дојке у мишева третираних са DE-EDCP, 

цисплатином (CDDP) и фармаколошки нетретираних мишева (8 мишева по групи, Mann–Whitney U тест; 

*p<0.05) 

У циљу верификације метастаза анализирани су исечци ткива плућа и јетре који 

су обојени хематоксилином и еозином. Тридесетшестог дана експеримента, у свим 

испитиваним групама мишева, регистрована су спонтано успостављена метастатска 

жаришта у плућима.  Међутим, број метастаза у мишева третираних са DE-EDCP је био 

око 1.6 пута, односно 1.7 пута мањи у групи мишева третираних са цисплатином, у 

односу на нетретирану групу што се види на Графикону 5. Није забележена 

статистички значајна разлика у броју метастатских колонија у плућима мишева 

третираних са DE-EDCP или цисплатином. Даља анализа величине метастатских 

жаришта указала је да DE-EDCP значајно редукује величину метастаза у плућима 

(Графикон 5). Другим речима, у плућима мишева третираних са DE-EDCP величина 
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метастатских колонија је око 4.8 пута мања у поређењу са метастазама нетретираних 

мишева. С друге стране, у групи мишева третираних цисплатином величина метастаза 

је 10.55 пута мања него у нетретираној групи. Иако цисплатина значајно не утиче на 

број метастаза у поређењу DE-EDCP, примећује се је да овај цитостатик ефикаснији у 

редукцији величине метастатских колонија у плућима.  

Када је реч о појави метастаза у јетри, рефрактерност на успостављање 

метастатских жаришта је битно израженија у групи мишева третираних како са DE-

EDCP тако и са цисплатином. Другим речима, у групи мишева третираних са DE-EDCP 

или цисплатином нису регистроване метастатске колоније, док су у чак 42% (3/7) 

нетретираних мишева детектоване метастазе у јетри (Слика 6). 
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Графикон 5. DE-EDCP редукује број и величину метастатских колонија карцинома дојке у 

плућима. Број и величина спонтано развијених метастатских колонија карцинома дојке у плућима 

мишева третираних са DE-EDCP, цисплатином (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), CDDP), као и 

код фармаколошки нетретираних мишева (8 мишева по групи, Mann–Whitney U тест; *p<0.05) 
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DE-EDCP 

4Т1

CDDP

Плућа Јетра

 

Слика 6. DE-EDCP омета спонтани развој метастатских колонија у плућима и јетри. Представљени 

су репрезентативни хистолошки исечци ткива плућа и јетре нетретираних и фармаколошки различито 

третираних мишева (оригинално увеличање 100Х и 400Х). 

 

4.2.2. DE-EDCP редукује метастазирање меланома у плућа 

Следећи корак је био да се утврди да ли DE-EDCP утиче и на успостављање 

хематогених метастаза меланома. У ту сврху, 5x10
4
 туморских ћелија B16-F10 је 

убризгано у латералну репну вену сингених мишева соја C57BL/6. Другог дана након 

апликације малигних меланоцита мишеви су методом случајног избора подељени у три 

групе. Једну групу су чинили мишеви третирани DE-EDCP на исти начин као што је 

претходно описано. У другој групи мишеви су подвргнути третману референтним 

цитостатиком у лечењу меланома дакарбазином у дози од 70mg/kg телесне масе, сваког 

другог дана (укупно 5 доза). Следећу групу су представљали нетретирани мишеви са 

меланомом.  

Мишеви су жртвовани 14. дана након апликације B16-F10 туморских ћелија 

када је и утврђивано постојање, број и величина хематогених метастаза. Као што се 

види на Графикону 6А, у плућима мишева који су подвргнути третману са DE-EDCP 

регистровано је мање видљивих метастатских жаришта, карактеристичне браон-црне 

пигментације, него у плућима нетретираних мишева. Такође, утврђено је да су се код 

свих нетретираних мишева развиле хематогене метастазе у плућима, док је инциденца 
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метастазирања меланома у групи мишева третираних са DE-EDCP износила 76.92% 

(10/13), односно 53.84% (7/13) у групи мишева третираних са дакарбазином.  
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Графикон 6. DE-EDCP значајно редукује број и величину метастаза меланома у плућима. А) 

Макроскопски приказ плућа испитиваних група мишева 14. дана од апликације ћелија B16-F10 варијанте 

меланома; Б) Број и величина метастатских колонија у плућима мишева третираних са DE-EDCP, 

дакарбазином (енгл. Dacarbazine, DTIC) и фармаколошки нетретираних мишева (13 мишева по групи, 

Mann–Whitney U тест; *p<0.05); В) Репрезентативни хистолошки исечци ткива плућа нетретираних и 

различито фармаколошки третираних мишева (оригинално увеличање 100Х). 

Мада је референтни цитостатик остварио бољи антиметастатски ефекат, на 

Графикону 6Б и 6В се јасно види да су број и величина метастаза били значајно мањи у 

групи третираној са DE-EDCP у поређењу са нетретираним мишевима. 

На крају, поред плућа изолована је јетра и патохистолошком анализом ткивних 

исечака је утврђено да је у свим испитиваним групама изостала колонизација 

метастатских меланоцита у овом органу.  

На основу свих добијених налаза може се закључити да је код мишева који су 

третирани DE-EDCP значајно успорен како раст тако и метастазирање тумора. 
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4.3. Утицај DE-EDCP на апоптозу туморских ћелија 

 

Следећи циљ ове студије је био да се дефинишу механизми укључени у 

инхибицију прогресије тумора под утицајем DE-EDCP. Да би се утврдило на који 

начин испитивано једињење остварује антитуморску активност сви наредни 

експерименти спроведени су на 4Т1 малигним ћелијама. Најпре је анализиран утицај 

DE-EDCP на индукцију апоптозе, као и на експресију кључних молекула који 

регулишу овај процес. 

 

4.3.1. DE-EDCP повећава осетљивост туморских ћелија на апоптозу  

Под инвертним светлосним микроскопом прво је регистровано да је DE-EDCP 

изазвао значајне морфолошке промене у 4Т1 ћелијама, нарочито у вишим 

концентрацијама (62.5µМ и 125µМ) што се види на Слици 7. За разлику од 

нетретираних туморских ћелија које су имале типичан облик и формирале 

конфлуентна огњишта, ћелије третиране са DE-EDCP су биле упадљиво мање густине 

и са измењеном морфологијом, односно заокругљене и неадхерентне. Уз то, јасно се 

уочава да је овакав ефекат DE-EDCP на туморске ћелије дозно зависан. Добијени налаз 

морфолошких промена у туморским ћелијама које су последица деловања DE-EDCP је 

подстакао да се детаљније дефинише тип ћелијске смрти.   
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DE-EDCP (125µМ)  

Нетретиране 4Т1 ћелије DE-EDCP (31.25µМ) 

DE-EDCP (62.5µМ) 

 

Слика 7. Туморске 4T1 ћелије изложене DE-EDCP подлежу морфолошким променама. Туморске 

ћелије мишјег карцинома дојке које су 24 часа изложене DE-EDCP у двоструко растућим 

концентрацијама се морфолошки разликују у односу на нетретиране ћелије. Промене у ћелијској 

морфологији су посматране под инвертним микроскопом.  

С обзиром на чињеницу да је индукција апоптозе у туморским ћелијама 

најчешћи механизам деловања за већину лекова примењивих у терапији малигнома, 

било је од интереса да се детерминише способност DE-EDCP у индукцији апоптозе. У 

ту сврху, туморске ћелије су 24 сата изложене DE-EDCP или цисплатини у 

концентрацији од 31.25µМ и 62.5µМ. Обележавањем овако третираних ћелија уз помоћ 

анексина V конјугованог флуоресцентном бојом и пропидијум јодида, анализирана је 

њихова процентуална заступљеност у различитим фазама апоптозе. 

Резултати јасно показују да DE-EDCP, као и цисплатина, индукује значајно 

повећање процента апоптотских ћелија и то у касној фази апоптозе у односу на 

нетретиране ћелије (Графикон 7). С друге стране, највећи проценат ћелија у раној 

апоптози детектован је након њиховог излагања цисплатини. Региструје се да је у 

нижој концентрацији (31.25µМ) цисплатина ефикаснија у индукцији касне апоптозе у 

поређењу са DE-EDCP. Међутим, највећи проценат ћелија у касној апоптози забележен 

је управо након њиховог излагања DE-EDCP у вишој концентрацији од 62.5µМ. 

Другим речима, DE-EDCP је у концентрацији од 62.5µМ индуковао пораст процента 
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касно апоптотских
 
 4Т1 ћелија који је био приближно двоструко већи у односу на 

ћелије изложене цисплатини у истој концентрацији (Графикон 7). 

Проапоптотски капацитет DE-EDCP је потврђен и TUNEL методом којом је 

детектована фрагметација ДНК изазвана апоптозом у самој туморској потки карцинома 

дојке. При томе је коришћен семиквантитативни скор систем базиран на проценту 

малигних ћелија са јасно обојеним браон једром (означене као TUNEL
+
 ћелије). У 

складу са претходним налазом, уочен је битан пораст процента апоптотских малигних 

ћелија у ткиву карцинома дојке мишева третираних са DE-EDCP, као и цисплатином, а 

који је био чак 4 пута већи у поређењу са нетретираном групом. Добијени резултати су 

приказани и илустровани на Графикону 8А и Б.  
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Графикон 7. DE-EDCP изазива апоптотску смрт ћелија карцинома дојке мишa (4Т1). А) Проточном 

цитометријом је анализирана заступљеност 4Т1 ћелија у различитим фазама апоптозе. Након што су 4Т1 

ћелије 24 часа третиране са DE-EDCP или цисплатином (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), CDDP), 

у концентрацији од 31.25µМ и 62.25µМ, детектован је поценат ћелија у раној и касној фази апоптозе. 

Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна девијација на основу три независна 

експеримента (Mann–Whitney U тест; p<0.05 *нетретиране vs. DE-EDCP или CDDP третиране 4Т1 

ћелије; 
¶
DE-EDCP vs. CDDP третиране ћелије; 

§
CDDP vs. нетретиране или DE-EDCP треeтиране  ћелије); 

Б) Репрезентативни дот плотови 4Т1 туморских ћелија после 24. часовног излагања DE-EDCP или 

цисплатини (CDDP) у концентрацији од 31.25µМ и 62.5µМ. Туморске ћелије су обележене Annexin-ом V 

(Ann V) и пропидијум јодидом (енгл. Propidium iodide, PI) (Ann V
+
 PI

-
 туморске ћелије су у раној фази 

апоптозе, Ann V
+
 PI

+
 ћелије су у

 
касној фази апоптозе, Ann V

-
 PI

+
 су некротске ћелије). 
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Графикон 8. DE-EDCP фаворизује апоптозу туморских ћелија. А) Након жртвовања мишева 36. дана 

од убризгавања 4Т1 малигних ћелија детектована је фрагметација ДНК туморских ћелија изазвана 

апоптозом у карциному дојке помоћу TUNEL методе. Одређен је проценат TUNEL-позитивних ћелија у 

пет видних поља изабраних методом случајног избора. Резутати су представљени као средња вредност ± 

стандардна девијација (4 тумора по групи; Mann–Whitney U тест; * p<0.05); Б) Репрезентативни исечци 

ткива тумора у којима се уочавају TUNEL-позитивне ћелије при чему су узете у обзир само ћелије чија 

су једра јасно браон обојена (оригинално увеличање 400Х). 
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4.3.2. У туморским ћелијама DE-EDCP смањује експресију Bcl-2 и истовремено 

повећава експресију Bax и каспазе-3   

У циљу ближег дефинисања механизма апоптозе трeтираних туморских ћелија, 

анализиран је утицај DE-EDCP на експресију кључних молекула који регулишу процес 

апоптозе, као што су Bcl-2, Bax и активна форма каспазе-3. 

Најпре је методом имунофлуоресценције регистрована умерено смањена 

експресија антиапоптотског протеина Bcl-2 у туморским ћелијама 4Т1 које су 24 часа 

изложене дејству DE-EDCP у поређењу са нетретираним ћелијама (Слика 8), док је 

најнижа експресија овог протеина забележена у ћелијама третираним са цисплатином. 

Супротно, када је посматрана експресија проапоптотског Bax молекула и активне 

форме ефекторске каспазе-3, јасно се види да је експресија ових молекула у туморским 

ћелијама битно виша након излагања DE-EDCP или цисплатини у односу на 

нетретиране 4Т1 ћелије. 

Квантитативна анализа експресије информационе РНК (иРНК) за Bcl-2, Bax и 

каспазу-3 помоћу RT-PCR методе је у складу са претходним налазом експресије ових 

молекула на нивоу протеина. На Графикону 9 се јасно види да је третман са DE-EDCP, 

као и са цисплатином, узроковао значајно повећање експресије иРНК за Bax у 4Т1 

ћелијама у односу на нетретиране ћелије. Додатно значајни пораст експресије иРНК за 

каспазу-3 је забележен након примене DE-EDCP, али не и цисплатине, у поређењу са 

нетретираним малигним ћелијама. Примећује се и да је експресија иРНК за каспазу-3 

била виша у ћелијама након третмана са DE-EDCP него после третмана са 

цисплатином. С друге стране, експресија иРНК за Bcl-2 је битно смањена под утицајем 

DE-EDCP, а нарочито под утицајем цисплатине (Графикон 9А). 
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Слика 8. Анализа експресије про- и анти-апоптотских протеина у туморским ћелијама 4Т1 

методом имунофлуоресценције. У туморским ћелијама након 24. часовног третмана са DE-EDCP или 

цисплатином (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) у концентрацији од 31.25µМ, анализирана 

је екпресија Bcl-2, Bax и активне форме каспазе-3 коришћењем специфичних антитела обележених 

флуоресцентном бојом (зелено) док су једра обележена помоћу DAPI (плаво) (оригинално увеличање 

200Х). 
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Графикон 9. DE-EDCP мења експресију информационе РНК за синтезу про- и анти-апоптотских 

молекула у туморским ћелијама 4Т1. А)  Експресија иРНК за Bcl-2 је значајно смањена у 4Т1 ћелијама 

након излагања DE-EDCP; Б) Третман са DE-EDCP значајно повећава експресију иРНК за Bax и каспазу-

3 у туморским ћелијама. Измерене вредности из експеримента су приказане као средња вредност ± 

стандардна девијација и изражени у односу на контролу (нетретирене 4Т1 ћелије) која је арбитрално 

сведена на јединичну вредност. (Mann–Whitney U тест; *p<0.05). 

 

 

 

4.4. DE-EDCP инхибира пролиферацију туморских ћелија 

 

Непланска пролиферација је једна од главних одлика малигних ћелија, тако да је 

заустављање ћелијског циклуса још једна важна стратегија у борби против тумора. 

Након што је утврђен проапоптотски потенцијал DE-EDCP, у наредним 

експериментима испитан је и његов утицај на прогресију ћелијског циклуса у 

туморским ћелијама. 
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4.4.1. У туморским ћелијама DE-EDCP индукује застој у G0/G1 фази ћелијског циклуса  

Проточном цитометријом детерминисан је профил ћелијског циклуса односно 

анализирана је процентуална заступљеност малигних ћелија у одређеним фазама 

ћелијског циклуса након њиховог 12. часовног излагања DE-EDCP у концентрацији од 

31.25µМ и 62.5µМ, или цисплатини у концентрацији од 31.25µМ. Слично цисплатини, 

третман са DE-EDCP нарочито у вишој концентрацији индукује значајну акумулацију 

4Т1 ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса у односу на нетретиране ћелије (Графикон 

10). Уз то, забележено је значајно смањење процента ћелија у S и у G2/M фази након 

оба фармаколошка третмана. С друге стране, уочава се и да је третман са DE-EDCP у 

обе концентрације индуковао битан пораст процента ћелија у суб-G1 фази, а која 

представља фракцију апоптотских ћелија.  

Графикон 10. DE-EDCP зауставља ћелијски циклус у G0/G1 фази. Туморске ћелије 4Т1 су 12 часова 

третиране са DE-EDCP у концентрацији од 31.25µМ и 62.25µМ или са цисплатином (енгл. cis-

diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) у концентрацији од 31.25µМ, а затим су обојене Ruby бојом. 

Проточном цитометријом је анализирана заступљеност туморских ћелија у одређеним фазама ћелијског 

циклуса. Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна девијација на основу три независна 

експеримента (Mann–Whitney U тест; p<0.05: *нетретиране ћелије vs. ћелије третиране са DE-EDCP или 

CDDP; 
¶
ћелије трeтиране са DE-EDCP vs. CDDP; 

§
 ћелије третиране са DE-EDCP у нижој vs. вишој 

концентрацији) 

 

Подаци добијени проточном цитометријом указују на значајно мањи проценат 

4Т1 ћелија које исказују маркер пролиферације Ki-67 после 24. часовног третмана са 

DE-EDCP (24.97%±2.42) у односу на нетретиране ћелије (33.43%±5.28), а нарочито 

0

20

40

60

80

100

sub-G1 G0/G1 S G2/M

%
4

Т
1

 ћ
ел

и
ја

Нетретиране

CDDP  (31.25µM)

DE-EDCP  (31.25µM)

DE-EDCP  (62.5µM)

12h

*
*

*

*

*

*

*

*

*

** *

¶

¶

¶

¶

 

 

 



 

 

 
80 

ћелије које су биле изложене цисплатини (55.77%±2.70) (Графикон 11). Уз то, 

регистрован је драстичан пораст експресије овог маркера неочекивано на ћелијама које 

су третиране са цисплатином.  
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Графикон 11. DE-EDCP смањује проценат малигних ћелија које експримирају Ki-67. Туморске 

ћелије 4Т1 ћелије су 24 часа третиране са DE-EDCP или цисплатином (енгл. cis-

diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) у концентрацији од 31.25µМ, а затим је проточном цитометријом 

одређиван проценат 4Т1 ћелија које експримирају Ki-67. Резултати су приказани као средња вредност ± 

стандардна девијација из три независна експеримента (Mann–Whitney U тест; *p<0.05). Репрезентативни 

хистограм показује експресију Ki-67 на малигним ћелијама. 

 

У даљем истраживању анализирана је експресија Ki-67 и у ткиву карцинома 

дојке мишева. Уочава се да је у ткиву карцинома дојке мишева третираних са DE-

EDCP проценат малигних ћелија које исказују Ki-67 значајно
 
смањен у односу на групу 

нетретираних, као и цисплатином третираних мишева (Графикон 12). Није забележена 

статистички значајна разлика у процентуалној заступљености малигних ћелија које 

експримирају Ki-67 у туморском ткиву нетретираних и цисплатином третираних 

мишева. 

Овакав налаз упућује на то да у малигним ћелијама DE-EDCP инхибира 

прогресију ћелијског циклуса и то заустављањем у G0/G1 фази што последично може 

да додатно фацилитира апоптозу ових ћелија.  
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Графикон 12. DE-EDCP смањује експресију Ki-67 у ткиву карцинома дојке. А) Тридесетишестог 

дана експеримента, BALB/C мишеви који су фармаколошки различито третирани су жртвовани а затим 

је имунохистохемијском методом анализирана експресија Ki-67 у ткиву карциному дојке. Одређен је 

проценат малигних ћелија које исказују Ki-67 у пет видних поља изабраних методом случајног избора. 

Резутати су представљени као средња вредност ± стандардна девијација (4 тумора по групи; Mann–

Whitney U тест; *p<0.05). Б) Репрезентативни исечци ткива тумора у којима се уочавају туморске ћелије 

које експримирају Ki-67 при чему су узете у обзир само оне ћелије чија су једра црвено обојена 

(оригинално увеличање 400Х). 

 

4.4.2. DE-EDCP смањује експресију циклина D3, а повећава експресију p16, p21 и p27 

Са циљем детаљнијег расветљавања улоге у прогресији ћелијског циклуса 

испитиван је утицај DE-EDCP на експресију циклина- Е и -D, као и инхибитора циклин 

зависних киназа (p16, p21 и p27) који су сви заједно укључени у регулацију овог 

процеса.  

Након 24. часовног третмана ћелија са DE-EDCP или са цисплатином у 

концентрацији од 31.25µМ није забележена промена у експресији циклина Е у 

туморским ћелијама (Графикон 13).  
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Графикон 13. DE-EDCP смањује експресију циклина D3 на нивоу протеина и информационе РНК. 

Након што су 4Т1 ћелије 24 часа третиране са DE-EDCP или са цисплатином (енгл. cis-

diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) у концентрацији од 31.25µМ, проточном цитометријом је 

анализиран проценат 4Т1 ћелија са експиресијом молекула који подстичу прогресију ћелијског циклуса. 

А) DE-EDCP не утиче на експресију циклина Е на 4Т1 ћелијама. Б) Третман са DE-EDCP смањује 

проценат 4Т1 ћелија које експримирају протеин циклин D3 (леви панел). RT-PCR методом је 

анализарана експресија циклина D3 на нивоу информационе РНК. Третман ћелија са DE-EDCP битно 

смањује експресију иРНК за синтезу циклина D3 (десни панел). Резултати су приказани као средња 

вредност ± стандардна девијација, на основу три независна експеримента (Mann–Whitney U тест; 

*p<0.05). 

 

Ако се пореди експресија циклина D3, јасно се види да је DE-EDCP значајно 

смањио проценат 4Т1 ћелија које експримирају овај циклин (2.4%±0.37) у поређењу са 

ћелијама третираним са цисплатином (3.64%±0.56), а нарочито у односу на популацију 

нетретираних ћелија (4.64%±1.59) (Графикон 13Б). Додатно, за разлику од цисплатине 

која није утицала на експресију овог молекула на нивоу иРНК, јасно се уочава значајно 

смањење експресије иРНК за синтезу циклина D3 после третмана са DE-EDCP у 

поређењу са нетретираним ћелијама (Графикон 13Б). 
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На Графикону 14А уочава се да је проценат ћелија које експримирају p16 био 

значајно повећан након третмана са DE-EDCP или цисплатином у поређењу са 

нетретираним 4Т1 ћелијама. Уз то, примећује се и да третман са DE-EDCP, али и са 

цисплатином, битно повећава експресију p21 и p27 у поређењу са нетретираним 

ћелијама (Графикон 14Б). Ако се пореди ефекат DE-EDCP и цисплатине на експресију 

ова два инхибитора ћелијског циклуса, уочава се да цисплатина индукује значајно већи 

пораст процента ћелија које експримирају p21 и p27 него DE-EDCP. 
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Графикон 14. DE-EDCP повећава проценат 4Т1 ћелија које експримирају инхибиторе циклин 

зависних киназа. Након што су 4Т1 ћелије 24 часа третиране са DE-EDCP или цисплатином (енгл. cis-

diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) у концентрацији од 31.25µМ, проточном цитометријом је 

анализирана заступљеност 4Т1 ћелија које експримирају p16, p21 и p27; А) DE-EDCP повећава проценат 

4Т1 малигних ћелија које експримирају p16 (А) p21 и p27 (Б); Резултати су приказани као средња 

вредност ± стандардна девијација на основу три независна експеримента (Mann–Whitney U тест; 

*p<0.05).  

 

Приказани резултати указују да DE-EDCP остварује и антипролиферативну 

активност на туморске ћелије тако што у њима инхибира прогресију ћелијског циклуса 
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у G0/G1 фази што је вероватно последица смањења експресије циклина D3 и повећања 

експресије инхибитора циклин зависних киназа, p16, p21 и p27. 
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Слика 9. Репрезентативни хистограми експресије циклина D3 и инхибитора циклин зависних 

киназа (p16, p21 и p27) у 4Т1 малигним ћелијама. 
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4.5. DE-EDCP редукује експресију STAT3, NANOG и SOX2 у малигним ћелијама 

 

Узимајући у обзир да STAT3 игра важну улогу у различитим процесима 

прогресије тумора, у студији је анализиран и утицај DE-EDCP на експресију овог 

транскрипционог фактора у малигним ћелијама. Подаци добијени проточном 

цитометријом указују на драстично смањен проценат 4Т1 ћелија које експримирају 

STAT3 након 24. часовног излагања DE-EDCP у поређењу са популацијом 

нетретираних ћелија, као и ћелија третираних са цисплатином што се види на 

Графикону 15. 
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Графикон 15. DE-EDCP смањује проценат малигних ћелија које експримирају STAT3. Туморске 

4Т1 ћелије су 24 часа изложене DE-EDCP или цисплатини (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), 

CDDP) у концентрацији од 31.25µМ и проточном цитометријом је одређиван проценат туморских ћелија 

које експримирају STAT3. Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна девијација из три 

независна експеримента (Mann–Whitney U тест; *p<0.05). Репрезентативни хистограм показује 

експресију STAT3
 
на селектованим малигним ћелијама. 

 

У складу са претходним налазом, детектовано је битно смањење експресије 

иРНК за синтезу STAT3 у туморским ћелијама након третмана са DE-EDCP у односу 

на нетретиране ћелије, као и ћелије третиране са цисплатином (Графикон 16А).  

На основу ових налаза очигледно је да DE-EDCP има способност да у 

туморским ћелијама редукује експресију транскрипцијског фактора STAT3, како на 

нивоу протеина тако и на нивоу информационе РНК, што је подстакло да се детаљније 

анализира нисходна регулација сигналног пута STAT3. 

На Графикону 16Б приказана је експресија иРНК за синтезу NANOG и SOX2 

који су један од нисходних мета STAT3. Уочава се да DE-EDCP, а нарочито 
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цисплатина, значајно смањује експресију иРНК за NANOG у малигним ћелијама. 

Експресија иРНК за SOX2 је такође била битно снижена у ћелијама након третмана са 

DE-EDCP или цисплатином у поређењу са нетретираним ћелијама, и примећује се да је 

њихов ефекат био приближно исти (Графикон 16Б). `  
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Графикон 16. DE-EDCP смањује експресију иРНК за синтезу STAT3, NANOG и SOX2
 
у малигним 

ћелијама. Туморске ћелије 4Т1 су 24 часа третиране са DE-EDCP или цисплатином (енгл. cis-

diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) у концентрацији од 31.25µМ. RT-PCR методом анализирана је 

експресија иРНК за синтезу STAT3, NANOG и SOX2 у ћелијама свих испитиваних група. А) Експресија 

иРНК за синтезу STAT3
 
у малигним 4Т1 ћелијама је снижена након третмана са DE-EDCP; Б) DE-EDCP 

смањује експресију иРНК за синтезу NANOG и SOX2 у малигним ћелијама. Резултати су приказани као 

средња вредност ± стандардна девијација и изражени су у односу на контролу (нетретирене 4Т1 ћелије) 

која је арбитрално сведена на јединичну вредност (Mann–Whitney U тест; *р<0.05). 

 

На крају је у ткиву карцинома дојке анализирана експресија фосфорилисане 

форме STAT3 (енгл. Phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3, 

рSTAT3). Примећује се да је процентуална заступљеност малигних ћелија које исказују 

рSTAT3 у туморском ткиву мишева третираних са DE-EDCP или цисплатином 
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смањена у односу на нетретирану групу, али ово смањење није достигло статистичку 

значајност (Графикон 17).  

 

Графикон 17. DE-EDCP значајно не мења процентуалну заступљеност малигних ћелија које 

исказују фосфорилисану форму STAT3 у ткиву карцинома дојке мишева. А) Након жртвовања 

фармаколошки различито третираних BALB/C мишева, 36. дана експеримента имунохистохемијском 

методом је процењена експресија фосфорилисане форме STAT3 у ткиву карцинома дојке мишева. 

Одређен је проценат малигних ћелија које исказују рSTAT3 у туморском ткиву у пет видних поља 

изабраних методом случајног избора. Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна 

девијација (4 тумора по групи; Mann–Whitney U тест; *p<0.05). Б) Репрезентативни пресеци ткива 

карцинома дојке у којима се запажају туморске ћелије са црвено обојеним једром (оригинално 

увеличање 400Х). 

 

На основу приказаних резултата може се констатовати да DE-EDCP редукује 

експресију STAT3 у малигним ћелијама што резултује смањеном експресијом NANOG 

и SOX2 и да тако на још један начин инхибира прогресију тумора.  
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4.6. DE-EDCP инхибира миграцију туморских ћелија  

 

С обзиром на чињеницу да миграција туморских ћелија представља први корак 

у инвазивно-метастатској каскади (322), у даљем току истраживања је процењен 

ефекат DE-EDCP на миграциони потенцијал туморских ћелија 4Т1 помоћу ″wound 

healing″ теста при чему је коришћена нетоксична концентрација (15.63µМ) испитиване 

супстанце.  

На Графокону 18А јасно се види да су контролне нетретиране 4Т1 ћелије 

несметано мигрирале. Ова њихова миграторна способност је видљива већ након 4 часа, 

док су ћелије након 15 часова готово у потпуности прекриле претходно фомирану 

″повреду″ односно празан регион. Међутим, уочава се да је DE-EDCP битно редуковао 

миграцију туморских ћелија већ након 4 часа, у односу на нетретиране ћелије, и овај 

инхибициони ефекат на миграцију се одржао и после 15 часова инкубације. За разлику 

од испитиване супстанце, третман са цисплатином је статистички значајно инхибирао 

миграцију циљаних ћелија тек након 15 часова у поређењу са нетретираним ћелијама. 

Добијени резултати су приказани и илустровани на Графикону 18А и Б.  

На основу добијеног налаза може се констатовати да DE-EDCP у нетоксичној 

концентрацији ефикасно смањује миграцију туморских ћелија што вероватно 

представља алтернативни антиметастатски механизам. 
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Графикон 18. DE-EDCP инхибира миграцију туморских ћелија. Малигне ћелије 4Т1 засејане су у 

плоче са 6 бунара и када је формиран конфлуентни слој ћелија дно бунара је загребано стерилним 

наставком микропипете. Након тога ћелије су 4 и 15 часа инкубиране са DE-EDCP или цисплатином 

(енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II), CDDP) у концентрацији од 15.63µМ; А) Миграција 

нетретираних и третираних ћелија DE-EDCP или цисплатином (CDDP) је посматрана под инвертним 

микроскопом; Б) Величина индуковане повреде или празног простора анализирана је и изражена у 

односу на 100% дефекта у тренутку формирања повреде. Резултати су приказани као средња вредност ± 

стандардна девијација из три независна експеримента (Mann–Whitney U тест; * p<0.05). 
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4.7. DE-EDCP индукује акумулацију NKT и NK ћелија у туморску микросредину и 

мења њихов функционални фенотип  

 

Већ дуже време постоје покушаји да се имунски систем, ″финим подешавањем″, 

искористи као ″моћно оружје″ у борби против тумора. Узимајући у обзир да ћелије 

урођене имуности, а нарочито NK ћелије, заузимају централно место у контроли раста 

и метастазирања карцинома дојке (323, 324), у даљем току истраживања анализиран је 

утицај DE-EDCP на функционални статус NKT и NK ћелија у туморској микросредини.  

У оквиру популације мононуклеарних ћелија, изолованих из ткива карцинома 

дојке мишева 18. дана од инокулације 4Т1 ћелија, проточном цитометријом је 

анализирана заступљеност, као и фенотип NKT и NK ћелија.  

Значајно повећање процента CD3
+
CD49

+
 NKT и CD3

-
CD49

+ 
NK ћелија 

забележено је у туморској микросредини мишева третираних DE-EDCP у односу на 

нетретиране мишеве, што се види на Графикону 19. Примећује се и да третман са 

цисплатином није битно изменио заступљеност тумор-инфилтришућих NKT и NK 

ћелија. 
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Графикон 19. DE-EDCP подстиче инфлукс NKT и NK ћелија у туморску микросредину карцинома 

дојке. Осамнаестог дана после убризгавања туморских ћелија проточном цитометријом је одређен 

проценат CD3
+
CD49

+
NKT и CD3

-
CD49

+
NK ћелија изолованих из туморског ткива нетретираних и 

фармаколошки различито третираних мишева. Код мишева третираних са DE-EDCP забележено је 

повећање процента тумор-инфилтришућих NKT и NK ћелија у односу на нетретиране мишеве. 

Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна грешка (Mann–Whitney U тест; *p<0.05). 
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Слика 10. Репрезентативни дот плотови CD3
+
CD49

+ 
NKТ ћелија и CD3

-
CD49

+ 
NK ћелија 

нетретираних и фармаколошки различито третираних мишева  

 

Анализом фенотипа NKТ ћелија утврђено је незнатно или благо смањење 

експресије активационих рецептора FasL и NKG2D на NKT ћелијама у туморској 

микросредини мишева третираних са DE-EDCP у поређењу са нетретираним 

мишевима (Графикон 20А). Међутим, у групи мишева која је третирана са 

цисплатином запажа се пораст процента FasL
+ 

NKT и NKG2D
+
 NKT ћелија који 

достиже статистички значајност у односу на мишеве третиране са DE-EDCP (Графикон 

20А). С друге стране, када се пореди експресија инхибиционих рецептора CTLA-4, 

KLRG-1 и PD-1 уочава се да је проценат CTLA-4
+ 

NKT, KLRG-1
+ 

NKT и PD-1
+
 NKT у 

тумору мишева подвргнутих третману са DE-EDCP значајно мањи него у групи 

нетретираних, као и са цисплатином третираних мишева. Овакав налаз сугерише на то 

да DE-EDCP спречава експресију инхибиционих рецептора на NKT ћелијама и на тај 

начин блокира ″анергију″ ових ћелија. 

Даља анализа функционалног фенотипа NKТ ћелија показује да не постоји 

статистички значајна разлика у односу инхибициони наспрам активационим 

рецепторима на овим ћелијама (Графикон 20В). 
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Графикон 20. Третман мишева са DE-EDCP смањује заступљеност анергичних NKТ ћелија у 

туморској микросредини карцинома дојке. Осамнаестог дана после убризгавања туморских ћелија 

проточном цитометријом је одређен проценат тумор-инфилтришућих NKТ ћелија које експримирају 

активационе (А) и инхибиционе (Б) рецепторе. Код мишева третираних DE-EDCP  забележен је значајно 

мањи проценат CTLA-4
+
 , KLRG-1

+
 и PD-1

+
NKТ ћелија у односу на нетретиране мишеве. В) Анализа 

односа инхибициони наспрам активационим рецепторима на NKТ ћелијама у карциномима дојке 

мишева. Вредности су приказане као средње вредности процената ± стандардна грешка (Mann–Whitney 

U тест; * p<0.05). 
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Слика 11. Репрезентативни дот плотови CTLA-4
+
, KLRG-1

+
 и PD-1

+
 NKТ ћелија нетретираних и 

фармаколошки различито третираних мишева  
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На Графикону 21А уочава се да је на NK ћелијама експресија неких 

активационих рецептора измењена под утицајем DE-EDCP: проценат FasL
+
 NK ћелија 

у тумору мишева третираних са DE-EDCP је битно повећан у односу на нетретиране 

мишеве, док је процентуална заступљеност NKG2D
+
 NK ћелија неизмењена. Уз то, 

примећује се смањење експресије инхибиционих рецептора CTLA-4 и KLRG-1 на 

тумор- инфилтришућим NK ћелијама у мишева третираних DE-EDCP, али ово 

смањење није достигло статистичку значајност (Графикон 21Б). Проценат PD-1
+
 NK 

ћелија у тумору мишева третираних DE-EDCP је незнатно повећан у односу на 

нетретиране мишеве. 

Анализа односа инхибициони наспрам активационим рецепторима на NK 

ћелијама указује да је однос KLRG-1
+
/NKG2D

+
 на NK ћелијама у тумору мишева 

третираних DE-EDCP значајно мањи у односу на нетретиране мишеве (Графикон 21В). 

Није забележена разлика у односу друга два контрарегулаторна молекула, CTLA-

4/FasL, на NK ћелијама између испитиваних група (Графикон 21). За разлику од ефекта 

на NKT ћелијама, цисплатина није утицала на фенотип NK ћелија. 

На основу добијених резултата може се констатовати да DE-EDCP појачано 

регрутује ефективне NKТ и NK ћелије у туморску микросредину.  
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Графикон 21. DE-EDCP повећава заступљеност FasL
+ 

NK ћелија у туморској микросредини 

карцинома дојке. Осамнаестог дана после убризгавања туморских ћелија проточном цитометријом је 

одређен проценат тумор-инфилтришућих NK ћелија које експримирају активационе (А) и инхибиционе 

(Б) рецепторе. Код DE-EDCP третираних мишева забележен је значајно већи проценат FasL
+
 NK ћелија у 

односу на нетретиране мишеве. В) Анализа односа инхибициони наспрам активационим рецепторима на 

NK ћелијама у карциному дојке мишева. Вредности су приказане као средње вредности процената ± 

стандардна грешка (Mann–Whitney U тест; * p<0.05). 
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Слика 12. Репрезентативни дот плотови FasL
+
, CTLA-4

+
 и KLRG-1

+
 NK ћелија нетретираних и 

фармаколошки различито третираних мишева  
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4.8. Системска примена DE-EDCP показује мању токсичност у односу на 

цисплатину 

 

Потенцијални токсични ефекат системске примене DE-EDCP је процењен на 

основу следећих параметара: телесне масе, серумске концентрације урее, креатинина и 

транасаминаза, као и патохистолошке анализе ткивних исечака органа третираних 

мишева. 

Телесна маса мишева свих испитиваних група је анализирана 0. и 36. дана након 

инокулације туморских ћелија 4Т1, што је приказано на Графикону 22. Примећује се да 

системска примена DE-EDCP значајно редукује телесну масу мишева 36. дана од 

инокулације туморских ћелија. Међутим, овакав губитак телесне масе је био јасно 

мањи него током третмана са цисплатином. Другим речима, мишеви који су били 

подвргнути третману са цисплатином изгубили су око 22% своје телесне масе, за 

разлику од мишева третираних са DE-EDCP код којих је губитак износио око 10% у 

поређењу са групом нетретираних мишева. Уз то, у групи мишева третираних са 

цисплатином уочава се значајно смањење телесне масе 36. дана у односу  0. дан 

експеримента и овај губитак је износио 12.4%. 
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Графикон 22. Промене у телесној маси третираних мишева 0. и 36. дана након инокулације 4Т1 

туморских  ћелија. Резултати су представљени као средња вредност ± стандардна девијација (12-14 

мишева по групи). (Mann–Whitney U тест; * p<0.05).   
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На Графикону 23 приказана је концентрација урее и креатинина, као параметара 

бубрежне функције, у серуму мишева са и без тумора након третмана са DE-EDCP или 

са цисплатином. За разлику од цисплатине која је узроковала значајан пораст, уочава 

се да је концентрација урее и креатинина неизмењена у серуму мишева без тумора 

након третмана са DE-EDCP. Додатно, региструје се да је у групи мишева са тумором 

након третмана са DE-EDCP, концентрација урее значајно нижа у односу на мишеве 

који су третирани са цисплатином, док је концентрација креатинина неизмењена у 

односу на нетретиране мишеве. Овакав налаз упућује на то да DE-EDCP нема токсични 

ефекат на бубреге.  

 

Није регистрована значајна разлика у концентрацији трансаминаза, ALT (енгл. 

Alanine transaminase) и AST (енгл. Aspartate transaminase) (подаци нису приказани) 

што имплицира на то да испитивано једињење не делује хепатотоксично. Хистолошке 

промене нису примећене у органима мишева који су били третирани DE-EDCP, 

укључујући јетру, бубреге, плућа, црева, слезину и желудац (подаци нису приказани).  

 

Добијени подаци указују на то да DE-EDCP има релативно мање нежељене 

ефекте у односу на цисплатину. 
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Графикон 23. DE-EDCP не делује нефротоксично. Концентрације урее и креатинина у серуму 

различито третиранх мишева са и без тумора одређене су 36. дана експеримента. Резутати су 

представљени као средња вредност ± стандардна девијација (8-12 мишева по групи; Mann–Whitney U 

тест; *p<0.05).   
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5. Дискусија 

 

Последњих деценија главно ограничење у лечењу канцера је првенствено 

повећана учесталост озбиљних нежељених реакција, као и све чешћи развој 

резистенције на хемотерапеутике. Управо ова ограничења наметнула су потребу за 

развојем нових терапијских једињења која показују већу ефикасност а мању 

токсичност. 

У овој докторској дисертацији су испитивани антитуморски ефекти диетилестра 

DE-EDCP у моделу мишјег карцинома дојке и меланома, као и потенцијални 

механизми његовог деловања. 

 

5.1. Цитотоксичко дејство DE-EDCP на ћелије карцинома дојке и меланома  

 

У новијим истраживањима посебно место заузимају комплекси метала са 

диам(м)инским лигандима. Успешно је синтетисан велики број лиганада типа еdda 

(етилендиамин-N,N'-диацетат), као и њихови одговарајући комплекси метала (325-331). 

Лиганди edda типа су етилендиамин или пропилендиамин дикарбоксилне киселине и 

њихови естри (332, 333). Приликом анализе биолошке активности синтетисаних O,O'-

диалкил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат 

платина(II)/(IV) комплекса и њихових одговарајућих лиганада, уочено је да један од 

лиганада показује значајну антитуморску активност (298, 299). Испитиван је 

цитотоксички ефекат O,O'-диалкил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-

циклохексил)пропаноат дихидрохлорид лиганaдa (R= H, метил, етил, n-пропил, n-

бутил), као и њихових одговарајућих комплекса платине(IV), при чему је забележена 

значајна цитотоксичка активност O,O'-диетил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-

циклохексил)пропаноат дихидрохлорида (DE-EDCP) и његовог одговарајућег 

комплекса платине(IV) на линијама малигних ћелија глиома (U251 глиом људи и C6 

глиом пацова), фибросаркома L929 и меланома миша B16 (298). Генерално, ова 

антитуморска активност DE-EDCP била је приближно једнака или чак ефикаснија у 

односу на цисплатину. Када се пореди осетљивост свих наведених линија туморских 



 

 

 
101 

ћелија, запажа се да је меланом миша B16 најосетљивији на дејство DE-EDCP. Уз то, 

на основу добијених IC50 вредности уочено је да су ови малигни меланоцити чак 

четири пута осетљивији на DE-EDCP него на дејство цисплатине. Анализа механизама 

ћелијске смрти упућује на то да како одговарајући комплекс платине(IV) тако и његов 

лиганд узрокује смрт туморских ћелија која не одговара у потпуности ниједном типу 

ћелијске смрти, мада је најсличнија некрози (298). Такође, испитиван је и токсички 

ефекат O,O'-диалкил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат 

лиганада (R= H, метил, етил, n-пропил, n-бутил) на бројне линије ћелија леукемије 

(HL-60, REH, MOLT-4, KG-1, JVM-2 и K-562) (299, 300). Највећи токсички ефекат 

показао је диетилестар DE-EDCP (299, 300). Уочено је да је DE-EDCP ефикаснији у 

индукцији ћелијске смрти акутне промијелоцитне леукемије (HL-60) (299, 300), док је 

на осталим линијама леукемија његов туморицидни капацитет био незнатно мањи у 

поређењу са референтним цитостатиком цисплатином. Миљковић и сарадници (334) су 

забележили да лиганд ди-n-пропил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-

циклохексил)пропаноат дихидрохлорид, сличне хемијске структуре као и DE-EDCP, у 

комплексу са платином(IV) поседује изражену цитотоксичку активност на туморске 

ћелије, а на мононуклеарним ћелијама показује мањи ефекат.  

У актуелној студији је по први пут детерминисан туморицидни потенцијал DE-

EDCP на различитим линијама ћелија карцинома дојке. Регистровано је да DE-EDCP 

остварује значајну цитотоксичку активност на ћелијама карцинома дојке миша (4Т1), 

као и људи (MDA-MB-468 и МDA-МB-231) која је дозно зависна (Графикон 1 и 2). На 

основу добијених IC50 вредности након 24. и 48 часовног третмана може се закључити 

да је туморицидни ефекат DE-EDCP на мишјим малигним ћелијама 4Т1 приближно 

једнак ефекту цисплатине (Табела 3). Добијени резултати су у складу са налазом друге 

студије који указује да су туморске ћелије мишјег фибросаркома L929 подједнако 

осетљиве на DE-EDCP и цисплатину (298). Уз то, уочава се и да су након 24. часовног 

третмана линије ћелија карцинома дојке хуманог порекла осетљивије на DE-EDCP него 

на референти хемиотерапеутик, цисплатину (Графикон 1 и Табела 3). Мада варијанте 

аденокарцинома дојке људи, МDA-МB-468 и МDA-МB-231, представљају јединствен 

подтип метастатског тумора, које не експримирају рецепторе ER, PR
  
и HER2, туморске 

ћелије МDA-МB-231 додатно одликује већи метастатски потенцијал, као и слабија 

осетљивост на хемиотерапеутике, а нарочито на цисплатину (303). Након 24. часовног 

третмана туморских ћелија MDA-MB-468 забележено је да DE-EDCP има исти 
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цитотоксички ефекат као и цисплатина, а који се са продужавањем времена третмана 

(након 48 часова) смањује у односу на цисплатину. Додатно, на основу добијених IC50 

вредности испитиване супстанце регистровано је да је цитотоксички потенцијал DE-

EDCP након 24. часовног излагања варијанте карцинома дојке МDA-МB-231 са 

високим метастатским капацитетом чак око 12 пута већи у поређењу са референтним 

цитостатиком (Табела 3). Међутим, продужавањем времена третмана (након 48 часова) 

ова осетљивост туморских ћелија МDA-МB-231 на DE-EDCP се смањује и постаје 

приближно иста као на цисплатину. У другим студијама у којима је анализиран утицај 

комплекса платине(IV) и њихових одговарајућих лиганада, укључујући и DE-EDCP, на 

вијабилност различитих линија туморских ћелија хуманог порекла забележени су 

слични резултати, мада дозно зависни ефекат није испитиван. Тако, на основу IC50 

вредности констатовано је да су ћелије глиома (298) и леукемија (KG-1, JVM-2 и K-

562) људи подједнако осетљиве на DE-EDCP и на цисплатину након 24. часовног 

третмана (300). Документовано је да је хумана линија акутне промијелоцитне 

леукемије (HL-60) чак двоструко осетљивија на дејство DE-EDCP у поређењу са 

цисплатином (299, 300). Супротно, запажено је да су ћелије карцинома плућа људи 

(H460) отпорније на дејство DE-EDCP у односу на цисплатину (299). Другим речима, 

на основу IC50 вредности закључено је да је туморицидна активност DE-EDCP четири 

пута мања у односу на цисплатину. Слично, регистрована је и смањена осетљивост 

хумане линије акутне лимфобластне леукемије (MOLT-4) на дејство DE-EDCP, при 

чему је IC50 вредност за DE-EDCP била двоструко већа у односу на цисплатину (300).  

С обзиром да су малигни меланоцити значајно резистентни на конвенционалне 

хемотерапеутике (335), испитан је и утицај DE-EDCP на вијабилност B16-F10 

варијанте мишјег меланома. Уочава се да је цитотоксичка активност DE-EDCP дозно 

зависна не само на туморске ћелије карцинома дојке, већ и на B16-F10 варијанту 

меланома. Поређењем IC50 вредности DE-EDCP и конвенционалног хемотерапеутика, 

региструје се да је туморицидни потенцијал DE-EDCP приближно идентичан 

цисплатини након 24. часовног третмана ћелија. Међутим, при продужавању ћелијског 

третмана (од 48 часова), вредност IC50 DE-EDCP је смањена и чак је и око 2.5 пута 

мања у поређењу са цисплатином. У другој студији у којој је испитан утицај комплекса 

платине(IV) и њихових одговарајућих лиганада (298),  забележена вредност IC50 након 

24. часовне инкубације B16 туморских ћелија са DE-EDCP је слична IC50 вредности 

која је добијена у актуелном истраживању. Недавно су Исаковић и сарадници (336) 
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испитивали утицај DE-EDCP на вијабилност B16-F10 варијанте меланома миша након 

24. часовног третмана. Вредности IC50 DE-EDCP добијене коришћењем различитих 

тестова цитотоксичности, као што су AcP, MTT и SRB тест, су такође у складу са 

налазом ове студије.  

У овој студуји цитотоксички потенцијал DE-EDCP на ћелијама 4Т1 и B16-F10 

додатно је потврђен LDH тестом који мери активност лактат дехидрогеназе. Овај ензим 

се ослобађа из ћелија тек након лизе ћелијске мембране што одговара или некротичној 

смрти ћелија или касној фази апоптозе (337, 338). У актуелном истраживању запажено 

је значајно ослобађање лактат дехидрогеназе из обе линије туморских ћелија након 24. 

часовног третмана са DE-EDCP у опсегу концентрација 31.25-1000µМ (Фигура 3). Овај 

пораст процента мртвих малигних меланоцита миша које су ослободиле лактат 

дехидрогеназу након излагања DE-EDCP компатибилан је са налазом друге студије 

(336). Мање ослобађање лактат дехидрогеназе из туморских ћелија након третмана са 

цисплатином у нижим концентрацијама је у складу са претпоставком да цисплатина 

доминантно индукује апоптозу односно тип ћелијске смрти коју одликује очуван 

интегритет ћелијске мембране (339). С друге стране, повећан проценат мртвих ћелија 

које ослобађају лактат дехидрогеназу након третмана са цисплатином у вишим 

концентрацијама је у складу са резултатима ранијег истраживања (340-342) и сугеришу 

на могућност да цисплатина у вишој дози од 31.25µМ индукује промене које су 

карактеристичне за некрозу. Наиме, у зависности од степена ћелијског оштећења 

индукованог цисплатином, некроза се може десити или директно или индиректно као 

последица недовршеног апоптотског програма (339). Уколико се добијени ефекат 

испитиваног једињења пореди са цисплатином, може се уочити да је ослобађање лактат 

дехидрогеназе након третмана са DE-EDCP два пута веће у ћелијама карцинома дојке 

миша, односно три пута веће у ћелијама мишјег меланома у односу на цисплатину 

(Графикон 3). Ови резултати имплицирају да DE-EDCP свој цитотоксички ефекат 

вероватно остварује и директним нарушавањем интегритета ћелијске мембране. 

Постоји могућност да је присуство ћелија са нарушеним интегритетом ћелијске 

мембране последица тзв. секундарне некрозе, сходно томе да у in vitro условима не 

постоје фагоцити, па ћелије у којима је покренут апоптотски процес подлежу 

секундарној некрози због немогућности њиховог уклањања фагоцитима. Показано је да 

комплекс платинe(IV) и DE-EDCP узрокује некротичну смрт ћелија солидних тумора 

(глиома) а која је последица повећане продукције слободних кисеоничних радикала и 
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нарушавање интегритета ћелијске мембране (298). Изгледа да DE-EDCP у комплексу 

са платином(II) или платином(IV) може покренути најмање два типа смрти у малигним 

ћелијама, апоптозу или некрозу.  

Добро је познато да ћелије са дезинтегрисаном ћелијском мембраном улазе у 

некрозу и/или у касну фазу апоптозе и да се углавном детектују помоћу LDH теста, док 

се промене у активности митохондријалних ензима које се дешавају рано у процесу 

апоптозе региструју МТТ тестом. У складу са тим, у овој студији, на основу налаза 

значајне туморицидне активности испитиваног једињења добијеног помоћу МТТ и 

LDH теста, може се констатовати да DE-EDCP највероватније узрокује како 

апоптотску тако и неапоптотску/некротску смрт и 4Т1 и B16-F10 малигних ћелија. 

 

5.2. Утицај DE-EDCP на прогресију карцинома дојке и меланома миша 

 

Налази новијих епидемиолошких студија указују на то да канцер постаје један 

од ″главних убица″ широм света (343). Узимајући у обзир ову чињеницу, данас се 

спроводе бројна истраживања у циљу проналажења нових антитуморских лекова који 

ће спречити раст и метастазирање канцера уз минималналне нежељене последице. 

Претходно изнети налази актуелне студије јасно упућују на то да DE-EDCP поседује 

изражен туморицидни потенцијал, што је подстакло да се даље испита да ли је DE-

EDCP значајни кандидат у експерименталној терапији различитих врста солидних 

тумора.  

Користећи ортотопски сингени модел мишјег карцинома дојке, анализиран је 

утицај DE-EDCP на раст и метастазирање тумора. Важан налаз ове студије сугерише на 

то да DE-EDCP има способност да значајно успори прогресију карцинома дојке код 

оних мишева који су подвргнути ″терапеутском″ режиму и то тек након што су развили 

палпабилни тумор. Уочава се да DE-EDCP има потенцијални терапијски учинак у 

карциному дојке узимајући као параметар волумен и масу тумора (Графикон 4), као и 

број и величину метастатских колонија (Графикон 5 и Слика 6). Резултати новијег 

истраживања такође указују на то да DE-EDCP значајно редукује раст B16-F10 

варијанте мишјег меланома (336). Наиме, забележено је значајно смањење масе (за око 

25%) и величине (за око 50%) меланома у мишева који су третирани са DE-EDCP у 

поређењу са нетретираном групом (336). У актуелној студији уочено је да је до 22. дана 
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од убризгавања 4Т1 туморских ћелија DE-EDCP имао сличне ефекте на раст тумора 

као и референтноо једињење, цисплатина (Графикон 4А). Од тог дана и поред бољег 

ефекта цисплатине, уочава се да претходно регистована разлика у дијаметру тумора се 

одржава све до краја експеримента између групе мишева третираних са DE-EDCP и 

нетретиране групе. Овакав релативно бољи ефекат цисплатине у односу на DE-EDCP 

може бити последица евентуалних разлика у фармакокинетичким параметрима ова два 

једињења. За цисплатину се добро зна да постиже дуготрајније ефекте услед дужег 

задржавања у организму (344-348), док фармакокинетичка својства DE-EDCP још увек 

нису расветљена. Претпоставља се да је то један од разлога дуготрајнијег 

антитуморског потенцијала цисплатине у односу на DE-EDCP. Мишеви обе групе 

фармаколошки су третирани до 18. дана од инокулације 4Т1 туморских ћелија, а 

жртвовање је уследило 36. дана експеримента. Тог дана, мерењем масе и волумена 

тумора региструје се да DE-EDCP значајно редукује раст карцинома дојке у поређењу 

са нетретираном групом, али је тај ефекат значајно мањи у односу на цисплатину 

(Графикон 4). Међутим, DE-EDCP и цисплатина су остварили готово идентичан ефекат 

у редукцији броја спонтано успостављених метастатских жаришта у плућима 

(Графикон 5). Интересантно је запажање да је код мишева третираних са DE-EDCP или 

са цисплатином битно изражена рефрактерност на успостављање метастаза у јетри. 

Другим речима, у третираним мишевима нису детектоване метастатске колоније, док у 

групи нетретираниих чак код 42.1% мишева су забележене метастазе у јетри.  

Познато је да меланом у узнапредованом стадијуму има изузетно варијабилан и 

непредвидив ток и да може да метастазира готово у сваки орган и ткиво. Прогноза 

пацијената са метастатским меланомом је лоша, са 5-годишњом стопом преживљавања 

између 5-19%.  На ову стопу преживаљавања оболелих утичу локација и број метастаза 

(249). Користећи модел мишјег метастатског меланома, анализиран је ефекат примене 

DE-EDCP на прогресију меланома и хематогено метастазирање.  При томе, мишеви су 

подвргнути ″терапеутском″ третману другог дана од интравенске апликације В16-F10 

туморских ћелија. Мада није уочена статистички значајна разлика у инциденци 

метастазирања у плућима у односу на нетретирану групу мишева, DE-EDCP је смањио 

учесталост метастазирања за око 30%. Међутим, забележено је да DE-EDCP значајно 

редукује број и величину хематогених метастаза у плућима у поређењу са 

нетретираним мишевима (Графикон 6). Метастатске промене у јетри нису забележене 

ни у једној од испитиваних група. Примећује се и да је антиметастатски потенцијал 
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DE-EDCP слабији од ефекта дакарбазина, златног стандарда, који се користи у лечењу 

ове врсте тумора (Графикон 6).  

На основу претходно изнетих налаза студије може се закључити да DE-EDCP 

показује јасан туморицидни капацитет који је одговоран за успорен раст и 

метастазирање тумора. Даљим испитивањима у моделу карцинома дојке покушано је 

расветљавање механизама којима DE-EDCP успорава прогресију тумора. 

 

5.3. DE-EDCP индукује апоптотску смрт малигних ћелија 

 

Зна се да су дисрегулација апоптозе и пролиферације ћелија кључни у развоју 

канцера. Поремећај у регулацији апоптозе је одговоран не само за раст и 

метастазирање тумора, већ је у блиској вези и са резистенцијом малигних ћелија на 

цитостатике (350-352).  

Након регистрованих морфолошких промена 4Т1 туморских ћелија које су 

уследиле после излагања DE-EDCP (Слика 7), испитивани су унутарћелијски догађаји 

који су карактеристични за апоптозу. Апоптоза, као тип ћелијске смрти која је 

потенцијално индукована DE-EDCP, најпре је процењена на основу екстернализације 

фосфатидил серина на површини ћелијске мембране туморских ћелија. Другим речима, 

типична промена карактеристична за апоптотску смрт ћелије је траслокација 

фосфатидил серина са унутрашње на спољашњу страну ћелијске мембране. У 

актуелној студији је анализирана процентуална заступљеност 4Т1 ћелија у различитим 

фазама апоптозе тако што су туморске ћелије обележене са анексином V и пропидијум 

јодидом. Регистровано је да DE-EDCP значајно повећава проценат апоптотских ћелија 

и то у касној фази апоптозе и овај ефекат је дозно зависан (Графикон 7). С друге 

стране, највећи проценат ћелија у раној апоптози детектован је након њиховог 

излагања цисплатини. Са повећавањем концентрације уочено је да DE-EDCP индукује 

двоструко већи проценат туморских ћелија у касној фази апоптозе у поређењу са 

цисплатином. Подаци из литературе сугеришу да комплекс кога граде платина(IV) и 

DE-EDCP индукује некрозу, док комплекс платине(II) и DE-EDCP узрокује рану и 

касну апоптозу у ћелијама хумане линије акутне промијелоцитне леукемије (299).  
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Прекиди дволанчане ДНК и њена следствена фрагментација су једна од одлика 

апоптозе. Како би се проценио ефекат DE-EDCP на апоптотску смрт туморских ћелија 

и у самој потки карцинома дојке, примењена је TUNEL метода којом се откривају 

прекинути ланци ДНК у једру апоптотских ћелија. Уочава се да је DE-EDCP узроковао 

значајан пораст апоптотских односно TUNEL-позитивних малигних ћелија. Уз то, 

примећено је да је овакав проапоптотски ефекат испитиваног једињења био сличан 

цисплатини (Графикон 8).  

Ћелија поседује софистициран систем који строго регулише апоптозу. Овај 

систем укључује породицу протеина Bcl-2 која обухвата бројне анти- и про-апоптотске 

молекуле, и благе промене у њиховој динамичкој равнотежи резултују или 

инхибицијом или покретањем ″суицидалног″ програма у ћелији (353, 354). Tако на 

пример, Bax служи као фацилитатор апоптозе, док с друге стране Bcl-2 је 

антиапоптотски протеин који неутралише функцију Bax у иницијацији ћелијске смрти 

(355). Повећана експресија Bcl-2 је документована у многим солидним туморима, 

укључујући карцином дојке, простате, плућа, желуца и јајника што сугерише на 

онкогени потенцијал овог протеина (356). С обзиром да естрогени повећавају 

експресију Bcl-2 у карциному дојке (357), позитивна експресија овог протеина може да 

укаже на функционалну активност рецептора за естроген код ове врсте тумора (356, 

358). С друге стране, смањена експресија проапоптотског молекула Bax у 

колоректалном карциному, као и у метастатском карциному дојке, је удружена са 

краћим преживљавањем оболелих (359, 360). Супротно, повећање експресије Bax 

резултује успореним растом карцинома дојке (361). Осим што су укључени у генезу 

различитих врста тумора, повећана експресија молекула Bcl-2 и Bax утиче и на 

ефикасност хемотерапије код карцинома дојке. Сматра се да Bcl-2 индукује повећану 

хеморезистенцију туморских ћелија, док проапоптотски протеин Bax повећава 

осетљивост ћелија на антитуморску терапију (359, 362). У актуелној студији је 

регистровано да у третираним туморским ћелијама 4T1, DE-EDCP значајно смањујe 

експресију антиапоптотског Bcl-2 и истовремено повећава експресију проапоптотског 

Bax, како на нивоу протеина тако и на нивоу иРНК (Слика 8 и Графикон 9).  

Активација каспаза је финални корак у процесу апоптозе (363). У оквиру 

породице каспаза, од посебног интереса је активација каспазе-3 која катализује 

специфичну разградњу многих кључних целуларних протеина што за последицу има 

ћелијску аутодеструкцију (363). Примећена је повећана експресија активне форме 
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каспазе-3 у третираним туморским ћелијама (Слика 8). Ако се пак пореди експресија 

овог молекула на нивоу иРНК у туморским ћелијама након излагања DE-EDCP или 

цисплатини, уочава се да је само DE-EDCP индуковао битан пораст експресије иРНК 

за каспазу-3. Штавише, експресија иРНК за каспазу-3 је била значајно виша у ћелијама 

третираним са DE-EDCP него после третмана са цисплатином (Графикон 9). Сматра се 

да у апоптотској машинерији каспаза-3 представља једну од главних ″егзекутора″ 

ћелије (364). Активацијом каспазе-3 покреће се читав сет догађаја који за последицу 

има ″самоубиство″ ћелије укључујући активацију ендонуклеаза које разграђују ДНК, и 

иницирају кондензацију хроматина. Коначан исход свих наведених догађаја је руптура 

ћелије и формирање апоптотских тела (365). Резултати другог истраживања такође 

потврђују апоптотски ефекат DE-EDCP на леукемијским ћелијама HL-60 што се огледа 

у деполаризацији унутрашње мембране митохондрија, екстернализацији фосфатидил 

серина и фрагментацији ДНК (300). Додатно, показано је да комплекс платинe(II) и 

DE-EDCP покреће апоптозу у овим ћелијама и то тако што активира иницијаторске 

каспазе, каспазу-8 и каспазу-9 (299).  

На основу добијених резултата може се констатовати да DE-EDCP повећава 

осетљивост туморских ћелија на апоптозу што се огледа у способности да смањује 

експресију антиапоптотског Bcl-2 и повећава експресију проапоптотског протеина Bax. 

Коначни исход измењеног баланса између ових молекула је повећана пропустљивост 

митохондријалне мебране што следствено узрокује апоптозу која зависи од каспазе-3.  

 

5.4. DE-EDCP зауставља ћелијски циклус у G0/G1 фази 

 

Заустављање машинерије у G0/G1, S или у G2/M фази ћелијској циклуса, које не 

само што омета пролиферацију туморских ћелија већ их уводи и у апоптозу, 

представља заједнички механизам цитотоксичности за многе конвенционалне 

антиканцерске лекове (366, 367). У актуелној студији је забележено да DE-EDCP 

повећава заступљеност 4Т1 ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса и овај 

антипролиферативни ефекат је дозно зависан (Графикон 10). Ова акумулација ћелија у 

G0/G1 фази праћена је смањењем процента туморских ћелија у S и у G2/M фази 

ћелијског циклуса. Уочава се и да цисплатина у нижој концентрацији остварује сличан 

ефекат као и DE-EDCP у вишој концентрацији. Добијени налаз сугерише на то да DE-



 

 

 
109 

EDCP индукује застој туморских ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса и следствено 

зауставља припремање енергије и материјала за репликацију ДНК. Другим речима, 

овакав прекид ћелијског циклуса у G0/G1 фази вероватно је разлог драстичног 

смањења процента 4Т1 ћелија у S и у G2/M фази након третмана са DE-EDCP. Прекид 

ћелијског циклуса у G0/G1 фази може да иницира повећану осетљивост туморских 

ћелија на апоптозу (368). Уочено је да је DE-EDCP узроковао повећану заступљеност и 

ћелија које се налазе у суб-G1 фази, а које представљају фракцију апоптотских ћелија. 

Ово је интересантно запажање јер је добро познато да су регулација ћелијског циклуса 

и апоптотске машинерије кључни у прогресији тумора (369, 370). Познато је да неки 

антиканцерски лекови као што су цефалохромин или еуфон инхибирају пролиферацију 

туморских ћелија тако што у њима заустављају ћелијски циклус у G0/G1 фази (371, 

372), док палбоциклиб, рибоциклиб и абемациклиб функционишу као инхибитори 

Cdk4/6 и у последњих пар година успешно се користе у лечењу метастатског 

карцинома дојке код пацијенткиња у постменопаузи (224-226).  

Ki-67, као широко коришћени маркер пролиферације ћелија, тесно је повезан са 

регулацијом ћелијског циклуса али његова улога у овом процесу и даље није довољно 

расветљена (373). Овај нуклеарни протеин је експримиран у свим активним фазама 

ћелијског циклуса, изузев у G0 и раној G1 фази (373, 374). Из тог разлога, Ki-67 се 

користи као прогностички биомаркер и метастатски предиктор у различитим врстама 

малигнома људи (375-377). Повећана експресија Ki-67 у ткиву која се региструје након 

спроведене неоадјувантне терапијске процедуре доводи се у везу са лошијом 

прогнозом болести, као и са потребом за измену терапијског протокола (378). У овој 

студији је детектован мањи проценат 4Т1 ћелија који исказују Ki-67 након излагања 

DE-EDCP у односу на нетретиране ћелије, као и на ћелије третиране са цисплатином 

(Графикон 11). Ова смањена експресија Ki-67 у 4Т1 ћелијама које су третиране са DE-

EDCP вероватно је резултат заустављања ћелијског циклуса у G0/G1 фази и повећане 

експресије протеина p16, инхибитора комплекса Cdk4/Cdk6, што је и претходно 

забележено у немалигним и малигним ћелијама (379). Уз то, резултати недавно 

публиковане студије указују да је Ki-67 одговоран за резистенцију малигних ћелија на 

дејство хемотерапеутика што је последица одржавања нише туморских матичних 

ћелија (380). Ова сазнања имплицирају да Ki-67 може да буде атрактивна мета у 

лечењу канцера. Неочекивано, регистрован је и драстичан пораст експресије Кi-67 на 

туморским ћелијама након третмана са цисплатином (Графикон 11). У складу са 
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претходним налазом, уочено је да DE-EDCP битно редукује експресију Кi-67 и у ткиву 

карцинома дојке, али није забележена разлика у експресији Кi-67 у туморском ткиву 

цисплатином третираних и нетретираних мишева (Графикон 12). Налаз повећане 

процентуалне заступљености туморских ћелија које исказују Кi-67 након третмана са 

цисплатином in vitro је вероватно резултат компензаторне пролиферације која је 

индукована апоптозом (381). Ову претпоставку подржавају претходно приказани 

резултати актуелног истраживања који упућују да цисплатина у нижој концентрацији 

од 31.25μМ је ефикасна у индукцији апоптозе 4Т1 туморских ћелија. 

Прогресију ћелијског циклуса регулишу три групе протеина: циклини, циклин 

зависне киназе и инхибитори циклин зависних киназа (382). У наредним 

експериментима испитиван је механизам задржавања туморских ћелија у G0/G1 фази 

ћелијског циклуса након излагања DE-EDCP. Постоје 2 главне врсте циклина у G1 

фази, а то су циклин- D и -E (176). Ови циклини омогућују прогресију ћелијског 

циклуса кроз G1 фазу и то тако што циклин D интерагује са Cdk4 или Cdk6 и укључен 

је у регулацију ране G1 фазе, док циклин Е формира комплекс са Cdk2 који је 

неопходан за завршетак G1 и иницијацију S фазе (176, 383-385). Повећана експресија 

циклина Е скраћује транзицију туморских ћелија из G1 у S фазу што убрзава ћелијски 

циклус и резултује непланском ћелијском пролиферацијом, и коначно убрзаним растом 

тумора (386, 387). Претходно је показано да су циклин-D1 и -D3 повећано исказани у 

линијама ћелија карцинома дојке људи, као и у примарним лезијама инвазивног 

карцинома дојке (388). Уз наведено, у карциному дојке који исказује ErbB2 

регистровано је да је експресија циклина D3 много већа у односу на циклин D1, као и 

да циклин D3 може да компензује губитак циклина D1 код ове врсте тумора (388). 

Транскрипциони фактор E1AF подстиче прогресију ћелијског циклуса у карциному 

дојке тако што повећава транскрипцију циклина D3 (389). Показано је да рапамицин 

индукује прекид ћелијског циклуса у карциному дојке који исказује HER2 у G1 фази и 

то тако што дестабилизује и последично редукује експресију протеина циклина D3 

(390). Након третмана са DE-EDCP или са цисплатином није забележена промена у 

експресији циклина Е у туморским ћелијама 4Т1 (Графикон 13А). Међутим, DE-EDCP 

је значајно смањио проценат туморских ћелија које исказују циклин D3 у поређењу са 

ћелијама третираним са цисплатином, а нарочито са нетретираним ћелијама (Графикон 

13Б). Додатно, за разлику од цисплатине која није утицала на експресију овог молекула 
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на нивоу иРНК, забележено је значајно смањење експресије иРНК за синтезу циклина 

D3 после третмана са DE-EDCP у односу на нетретиране ћелије (Графикон 13). 

С обзиром да је редукција активности инхибитора циклин зависних киназа један 

од фактора који доприноси непланској пролиферацији, још једна могућа стратегија у 

инхибицији пролиферације туморске ћелије је индукција експресије ових молекула 

која би могла да стопира ћелијски циклус у G0/G1 фази и следствено раст тумора (391). 

Разликују се две породице инхибитора циклин зависних киназа, а то су: 1) породица 

Ink4a специфичних инхибитора Cdk (p16, p15, p18 и p19) и 2) породица молекула 

Cip/Kip коју чине p21, p27, и p57 (370, 392). У актуелном истраживању уочено је да 

третман са DE-EDCP узрокује значајан пораст процента ћелија које експримирају p16, 

p21 и p27 (Графикон 14). Ако се пореди ефекат DE-EDCP и цисплатине на експресију 

инхибитора ћелијског циклуса, запажа се да је способност DE-EDCP да повећа 

експресију p21 и p27 мања у односу на цисплатину. Познато је да p16 специфично 

инхибира комплексе које граде Cdk4 или Cdk6 са циклином D у раној G1 фази 

ћелијског циклуса (161). За разлику од p16, p21 функционише као универзални 

инхибитор циклин зависних киназа (393), док p27 блокира формирање или активност 

комплекса које чине циклин А са Cdk2, циклин Е са Cdk2 или циклин D са Cdk4 (161, 

394).  

На основу добијених резултата може се констатовати да DE-EDCP смањује 

експресију циклина D3 и повећава експресију p16, p21 и p27 што резултује 

задржавањем ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса, а тиме не само да инхибира 

пролиферацију туморских ћелија, већ вероватно додатно фацилитира њихову 

осетљивост на апоптозу.  

 

5.5. DE-EDCP инхибира нисходну каскаду сигналног пута STAT3 у тумору 

  

Молекул STAT3 (енгл. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) 

припада породици транскрипционих фактора (381, 395). Овај молекул је 

конститутивно активан у свим подтиповима карцинома дојке, а најчешће код 

троструко негативних карцинома дојке, односно оних карцинома који не експримирају 

молекул HER2, као ни рецепторе за естроген и прогестерон (396, 397). Студије које су 

засноване на генетској и фармаколошкој модулаци активности STAT3 пружиле су 



 

 

 
112 

убедљив доказ о значајној улози STAT3 у бројним процесима који су критични у 

прогресији карцинома дојке, укључујући ћелијску пролиферацију, апоптозу, 

ангиогенезу, антитуморски имунски одговор и метастазирање тумора (398). Из тог 

разлога, сматра се да је STAT3 један од значајних циљаних мета у терапији канцера. 

Тако, показано је да смањена активност STAT3 резултује заустављањем ћелијског 

циклуса у G0/G1 фази и индукцијом апоптозе (399). У актуелном истраживању уочено 

је да DE-EDCP у 4Т1 туморским ћелијама значајно смањује експресију STAT3, на 

нивоу протеина и информационе РНК, у поређењу са нетретираним или цисплатином 

третираним ћелијама (Графикон 15 и 16). Резултати ранијег истраживања указују да је 

постранскрипцијско ″утишавање″ протеина STAT3 у 4Т1 ћелијама помоћу мале 

интерферирајуће РНК (енг. small interfering RNA, siRNA) за последицу имало 

комплетну блокаду експресије Twist протеина и онкопротеина c-Myc, што коначно 

инхибира раст тумора и успостављање метастаза (400). Сходно томе, чини се да DE-

EDCP своју антитуморску активност у карциному дојке остварује између осталог и 

смањењем експресије STAT3 и то на нивоу протеина и гена. 

Претпоставља се да су SOX2 и NANOG кључни протеини нисходне регулације 

сигналног пута STAT3 у канцеру (401). Молекули SOX2 и NANOG представљају 

транскрипционе факторе и служе као маркери туморских матичних ћелија (енгл. cancer 

stem cells, CSCs) (402-405). Такође, сматра се да су SOX2 и NANOG критични фактори 

у одржавању карактеристика CSCs, као што су способност самообнављања, 

метастазирања и резистенције на хемотерапеутике (405, 406). Аберантна експресија 

протеина NANOG је документована у различитим врстама тумора (407), укључујући 

карцином дојке (404) и обично је удружена са смањеним преживљавањем оболелих, 

као и са чешћом појавом рецидива (405, 406). Повећана експресија SOX2 је забележена 

код лоше диферентованог карцинома дојке и удружена је са лошим исходом болести 

(408, 409). Уз наведено, експресија SOX2 је инверзној вези са експресијом рецептора за 

хормоне, естроген и прогестерон, код ове врсте тумора. У спроведеној студији уочава 

се да DE-EDCP, а нарочито цисплатина, значајно редукују експресију иРНК за NANOG 

у 4Т1 малигним ћелијама (Графикон 16). Уз то, експресија иРНК за SOX2 је битно 

снижена у туморским ћелијама након третмана са DE-EDCP или цисплатином у 

поређењу са нетретираним ћелијама, и примећује се да је њихов ефекат био приближно 

исти. Редукована експресија гена за ова два транскрипциона фактора неопходних за 

очување ″матичности″ ћелија је праћена смањеном експресијом Кi-67 у 4Т1 ћелијама 
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третираним са DE-EDCP што је у сагласности са резултатима претходног истраживања 

које сугерише на то да Кi-67 игра значајну улогу у одржавању туморских матичних 

ћелија (380). Chen и сарадници (410) показали су да инхибиција експресије NANOG у 

ембрионалним матичним ћелијама миша за последицу има повећање процентуалне 

заступљености како ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса тако и апоптотских ћелија. 

Недавно је показано да NANOG повећава и пролиферацију фибробласта тако што 

регулише транскрипцију гена за p27 (411). Редукција експресије SOX2 у ћелијама 

карцинома панкреаса узрокује инхибицију ћелијског раста тако што зауставља 

ћелијски циклус у G0/G1 фази и повећава експресију инхибитора циклин зависних 

киназа, p21 и p27 (412).  

Активaција транскрипционог фактора STAT3 углавном зависи од 

фосфорилације JAK киназама (енгл. Janus kinase). Тако фосфорилисани молекули 

STAT3 формирају активне димере који се затим концентришу у једро где регулишу 

транскрипцију циљаних гена (413-415). У складу са претходним налазом да DE-EDCP 

значајно смањује експресију STAT3 на нивоу протеина и иРНК у туморским ћелијама 

in vitro, забележен је сличан тренд смањења процента туморских ћелија које 

експримирају фосфорилисану форму STAT3 у ткиву карцинома дојке мишева 

третираних са DE-EDCP у поређењу са нетретираним мишевима, мада ово смањење 

није достигло статистичку значајност (Графикон 17). Резултати скоријег истраживања 

упућују на то да постранскрипцијско ″утишавање″ протеина STAT3 у линији ћелија 

карцинома грлића материце помоћу siRNA резултује смањеном експресијом иРНК за 

SOX2 и NANOG (401). У складу са свим изнетим, може се констатовати да DE-EDCP 

инхибира прогресију тумора тако што редукује експресију STAT3 у малигним ћелијама 

што резултује смањеном експресијом критичних протеина нисходне регулације овог 

сигналног пута, NANOG и SOX2.  

Ћелијска миграција је предуслов за инвазију и метастазирање малигних ћелија 

(416) и самим тим може бити још једна потенцијална мета у терапији тумора. У складу 

са тим, у спроведеном истраживању испитиван је и ефекат DE-EDCP на миграциони 

капацитет туморских ћелија 4Т1 за које је добро познато да имају висок метастатски 

потенцијал (417) Регистровано је да DE-EDCP, у ниској односно нетоксичној 

концентрацији (15.63µМ), ефикасно инхибира миграцију туморских ћелија (Графикон 

18). Овакав ефекат на миграторну способност 4Т1 ћелија може се посматрати и у 

светлу смањене експресије сигналног пута STAT3 под утицајем DE-EDCP. Наиме, 

подаци из литературе упућују на то да STAT3 игра значајну улогу у инвазији и 
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покретљивости ћелија (418). На пример, комплетна инхибиција експресије STAT3 

ограничила је пролифераторну и миграторну способност MCF-7 ћелија карцинома 

дојке људи (419). Показано је да експресија NANOG и SOX2 такође може утицати на 

миграцију туморских ћелија. Тако, прекомерна експресија NANOG подстиче миграцију 

и инвазију MCF-7 ћелија (420). Слично, NANOG регулише миграцију ћелија 

карцинома јајника (421). Регистровано је да постранскрипцијско ″утишавање″ 

протеина SOX2 помоћу siRNA спречава миграцију ћелија карцинома дојке људи MDA-

MB-231 (422). Из свега наведеног, може се закључити да DE-EDCP редукује миграцију 

туморских ћелија и то инхибицијом сигналног пута STAT3 који укључује NANOG и 

SOX2 што представља још један додатни механизам којим DE-EDCP успорава 

прогресију карцинома дојке. 

 

5.6. DE-EDCP подстиче инфлукс ефективних NKT и NK ћелија у туморску 

микросредину   

 

Подаци из литературе указују на то да конвенционална хемотерапија, не само 

што индукује смрт туморских ћелија и/или спречава њихову пролиферацију, већ и 

успешно кооперира са имунским системом у ерадикацији тумора (423). Генерално, 

сматра се да хемотерапеутици могу стимулисати одбрамбене механизме домаћина на 

два начина, Прво, неки лекови изазивају оне специфичне промене које умирујуће 

туморске ћелије чине видљивим имунском систему. Друго, неки хемотерпеутици 

изазивају пролазну деплецију лимфоцита што је праћено обнављањем пула имунских 

ћелија, прекидају имуносупресију индуковану тумором и директно или индиректно 

активирају ефикасне механизме антитуморског имунског одговора (424). Показано је 

да цисплатина може да подстакне снажан имунски одговор против мишјег меланома 

тако што повећава заступљеност имунопотентних дендритских ћелија с једне стране и 

елиминише мијелоидне супресорске ћелије с друге стране (425). У моделу карцинома 

јајника уочено је да примена доксорубицина или цисплатине значајно продужава 

преживљавање мишева што у великој мери зависи од повећане активности CD4
+ 

Т 

лимфоцита (426). Цисплатина и паклитаксел у ниској дози синергистички делују и 

оптимално активирају тумор-специфичне CD8
+ 

Т лимфоците на тај начин што индукују 

секрецију IL-2 и IFN-γ (289). Код мишева који су третирани са цисплатином и 5-
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флуороурацилом регистрован је повећан инфлукс и помагачких и цитотоксичких Т 

лимфоцита у туморску микросредину езофагеалног карцинома (291). Деривати платине 

и дакарбазин стимулишу антитуморску активност NK ћелија тако што на туморским 

ћелијама повећавају експресију лиганда за активациони рецептор NKG2D што 

последично појачава туморицидни потенцијал NK ћелија, а повећавају и синтезу IFN-γ 

(427). 

Резултати ранијег истраживања сугеришу да DE-EDCP инхибира продукцију 

IFN-γ и IL-17 у мононуклеарним ћелијама мишева и пацова in vitro (298). Међутим, до 

сада није испитана улога DE-EDCP у ″обликовању″ антитуморског имунског одговора. 

У актуелној студији је показано да DE-EDCP индукује повећан инфлукс ћелија урођене 

имуности, CD3
-
CD49

+
 NK и CD3

+
CD49

+
 NКТ ћелија, у туморску микросредину мишјег 

карцинома дојке за који је добро познато да је слабо имуногени тумор (Графикон 19). 

С друге стране, цисплатина је узроковала умерену акумулацију ових ћелија у туморску 

микросредину која није достигла статистичку значајност. што не искључује могућност 

да цисплатина у овом моделу остварује антитуморски ефекат другим (не)имунским 

механизмима. NK ћелије су ефекторски лимфоцити урођене имуности који заузимају 

важно место у одбрани од тумора. NK ћелије инфилтришу солидни тумор и тако 

доприносе повољној прогнози оболелих особа (428). Поред NK ћелија, активиране 

NKТ ћелије су такође укључене у елиминацију туморских ћелија било директно или 

индиректно ангажовањем других ћелија имунског система (429-431). Недавно је 

откривена веза између броја тумор- инфилтришућих NKТ ћелија и бољег клиничког 

исхода код оболелих од карцинома главе и врата (432). NKТ ћелије брзо реагују на 

стимулусе и представљају важан извор бројних цитокина и хемокина којима 

модулирају механизме како урођене тако и стечене имуности (433). 

Поред тога што повећава инфлукс NKТ и NK ћелија у туморску микросредину, 

добијени подаци указују на то да DE-EDCP утиче и на њихов функционални фенотип. 

Добро је познато да ове ћелије, а нарочито NK ћелије, директно елиминишу циљане 

туморске ћелије на најмање два начина, помоћу перфорина и гранзима, као и 

ангажовањем рецептора смрти. Рецептор смрти Fas интерагује са својим лигандом, 

FasL, и ова интеракција индукује тримеризацију рецептора што каскадно активира 

најпре протеин FADD (енг. Fas- associated death domain protein) а затим каспазу-8 која 

је укључена у покретању апоптозе у циљаној туморској ћелији (434, 435). У 
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спроведеном истраживању DE-EDCP повећа експресију FasL на NK, али не и на NKТ 

ћелијама, и вероватно на тај начин појачава туморицидни капацитет NK ћелија 

(Графикон 20 и 21). У прилог овој претпоставци је претходни налаз да третман са DE-

EDCP повећава заступљеност апоптотских (TUNEL
+
) туморских ћелија у ткиву 

карцинома дојке (Графикон 8). Познато је да NKТ ћелије могу да директно елиминишу 

оне туморске ћелије које експримирају молекул CD1d (436). Међутим, постоје налази 

да 4Т1 ћелије минимално експримирају овај молекул (437). Стога, у овом моделу 

тумора NKТ ћелије највероватније нису директно укључене у елиминацију 4Т1 ћелија. 

Резултати ранијег истраживања сугеришу да NKТ ћелије продукују IL-2 којим могу 

додатно да стимулишу NK ћелије да ефикасно убију и оне туморске ћелије које су 

резистетне на директну елиминацију NKТ ћелијама (438). Када је реч о улози 

цитотоксичких Т лимфоцита у 4Т1 варијанти мишјег карцинома дојке, подаци из 

литературе су опречни. Док неки аутори описују да су CD8
+
 T лимфоцити и IFN-γ 

кључни у ерадикацији 4Т1 ћелија (437), други сматрају да у овом моделу карцинома 

дојке цитотоксички CD8
+ 

T лимфоцити нису од кључног значаја у антитуморском 

имунском одговору (323, 439). Ћелије урођене имуности, а нарочито NK ћелије, 

заузимају централно место у контроли раста и метастазирања слабо имуногене 4Т1 

варијанте мишјег карцинома дојке (323, 439). На основу свега наведеног може се 

констатовати да је ефикасна антитуморска активност DE-EDCP делом последица и 

значајне стимулације механизама урођене имуности. Другим речима, повећана 

акумулација тумор-инфилтришућих NK ћелија, као и повећана експресија FasL на NK 

ћелијама под утицајем DE-EDCP омогућава интеракцију Fas-FasL што следствено 

узрокује апоптотску смрт туморских ћелија. Иако на основу анализе експресије 

активационих рецептора није потврђен туморицидни фенотип NKТ ћелија, 

претпоставља се да DE-EDCP подстиче продукцију циктокина у овим ћелијама што 

вероватно додатно појачава туморицидни капацитет NK ћелија. Све наведено заједно 

би могло да буде додатни механизам којим DE-EDCP инхибира прогресију карцинома 

дојке.  

Рецептор KLRG1 (енгл. Кiller Сell Lectin-like Receptor G1) је трансмембрански 

молекул који припада породици С-типа лектинских рецептора. Овај инхибициони 

рецептор углавном експримирају NK ћелије, цитотоксички Т лимфоцити и дуго 

живуће ефекторске NKT ћелије (440, 441). Сматра се да овај молекул регулише 

хомеостазу и сазревање NK ћелија (442). Регистровано је да је повећана експресија 
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рецептора KLRG1 у корелацији са смањеним пролиферативним капацитетом NK 

ћелија (442, 443), као и са њиховом повећаном апоптозом (444). У овој студији је 

забележено да DE-EDCP значајно смањује проценат KLRG1
+
 NKТ ћелија, али не и 

KLRG1
+ 

NK ћелија у туморској микросредини (Графикон 20 и 21). Анализа односа 

инхибиционог наспрам активационог рецептора на NK ћелијама указује да је однос 

KLRG-1
+
/NKG2D

+
 на NK ћелијама у тумору мишева третираних са DE-EDCP значајно 

смањен (Графикон 21В) што вероватно сугерише на очуваност цитотоксичног 

потенцијала NK ћелија код ових мишева. Инхибициони рецептор PD-1 (енгл. 

Programmed cell death protein 1, PD-1) је контролни молекул који регулише и 

ограничава имунски одговор, а исказан је на површини ефекторских ћелија, 

укључујући Т лимфоците, NK и NKТ ћелије (445-447). Стимулација NKТ ћелија α- 

галактоцерамидом индукује повећану експресију PD-1 на NKТ ћелијама што за 

последицу има анергију оваквих ћелија (448, 449). Забележено је да примена DE-EDCP 

спречава експресију PD-1
 
на NKT ћелијама у туморској микросредини и на тај начин 

задражава респонзивност ових ћелија (Графикон 20). Површински протеин CTLA-4 

(енгл. Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4, CTLA-4) је други контролни молекул који игра 

кључну улогу у ″гашењу″ имунског одговора и у одржавању имунске хомеостазе (450-

453). Експримиран је на тумор-инфултришућим NK ћелијама мишева и важан је за 

успостављање толеранције на туморске ћелије (452) У овом истраживању уочава се да 

је DE-EDCP такође смањио проценат анергичних тумор-инфилтришућих CTLA-4
+
 

NKТ ћелија (Графикон 20). У експерименталном моделу меланома и неких карцинома 

дојке показано је да блокада и PD-1 и CTLA-4, као и комбинована блокада оба 

молекула, је у великој мери ефикасна у терапији тумора (454-456). 

На основу добијених резултата може се констатовати да DE-EDCP инхибира 

прогресију мишјег карцинома дојке што је последица како директних ефеката 

испитиване супстанце на туморске ћелије тако и појачаног антитуморског имунског 

одговора. Дакле, DE-EDCP осим што повећава инфлукс, подстиче туморицидни 

фенотип и задржава респонзивност NK и NKT ћелија у туморској микросредини.    
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5.7. DE-EDCP индукује мање системско оштећење у односу на цисплатину  

 

Цисплатина, као први примењен антитуморски лек на бази метала, има широку 

примену у пракси која је нажалост праћена честим озбиљним нежељеним дејствима, а 

то су нефротоксичност, хепатотоксичност, ототоксичност, кардиотоксичност и губитак 

телесне тежине (346). Углавном се излучује урином, а има тенденцију и да се 

акумулира у бубрезима. Тако, концентрација цисплатине у тубулима бубрега је чак 5 

пута већа у односу на њену концентрацију у крви (348, 457). Једна од најчешћих 

нежељених реакција цисплатине је оштећење бубрега. Цисплатина изазива 

нефротоксичност на дозно зависан начин, и разликују се акутна и хронична 

нефротоксичност. Ово нежељено дејство не зависи само од дозе примењеног лека, већ 

и од других фактора као што су пол, старост и хипоалбуминемија (458). Резултати 

епидемиолошке студује указују на то да инцицденца нефротоксичности изазване 

цисплатином износи око 20-30% (459). Иако је ово нежељено дејство цисплатине добро 

познато, механизми нефротоксичности и даље нису у потпуности расветљени (347, 

460, 461). Сматра се да цисплатина узрокује оштећења бубрега различитим 

механизмима, који укључују оксидативни стрес, апоптозу, инфламацију и 

фибриногенезу. Познато је да цисплатина у високој дози узрокује некрозу ћелија 

проксималних тубула, док у ниској дози изазива апоптотску смрт ћелија (462). 

Повећано стварање ROS (енгл. Reactive oxygen species) индуковано цисплатином за 

последицу има директно оштећење структуре тубула. Ово повећано стварање ROS под 

утицајем цисплатине је резултат активације глукозо-6-фосфат-дехидрогеназе (463), 

повећане интрацелуларне концентрације калцијума (464) и инхибиције активности 

ензима антиоксидационе заштите SOD (енгл. superoxide dismutase) и глутатион-

пероксидазе (465, 466). Коначни исход оштећења тубула је бубрежна инсуфицијенција 

која се обично манифестује током друге недеље од примене лека. Уз то, висока или 

понављане ниске дозе цисплатине могу погоршати или узроковати иреверзибилну 

бубрежну инсуфицијенцију (467,468). 

Поред тога што је забележен очигледан антитуморски ефекат, уочава се да се 

DE-EDCP у терапијској дози од 10mg/kg (укупно 10 доза) добро толерише in vivo у 

односу на цисплатину која је примењена у дози од 3mg/kg (укупно 9 доза) (Графикон 

22 и 23). Регистровано је да DE-EDCP индукује значајно мањи губитак телесне масе у 
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односу на цисплатину. Другим речима, мишеви који су били подвргнути третману са 

цисплатином изгубили су око 22% своје телесне масе, за разлику од мишева 

третираних DE-EDCP код којих је губитак износио око 10% у поређењу са групом 

нетретираних мишева (Графикон 22). Нефротоксичност ефективне терапијске дозе DE-

EDCP је процењена одређивањем концентрације урее и креатинина у серуму. За 

разлику од цисплатине која је индуковала битан пораст, концентрација креатинина и 

урее је неизмењена након примене DE-EDCP у поређењу са нетретираним животињама 

(Графикон 23) што упућује на то да испитивано једињење не изазива оштећење 

бубрега. Овакво одсуство нефротоксичности може бити последица хемијске структуре 

DE-EDCP. Познато је да цисплатина, хемотерапеутик на бази метала, има ниску стопу 

излучивања и следствено се дуже задржава у организму, чиме постиже дуготрајне 

ефекте, а између осталог може да изазове и нефротоксичност (344-348). Међутим, 

фармакокинетичка својства DE-EDCP и даље нису позната. Претпоставља се да се DE-

EDCP, због своје органске хемијске структуре, прогресивно не акумулира у ћелијама 

што резултује потенцијално мањим нежељеним ефектима. На основу добијених 

резултата може се закључити да DE-EDCP не индукује оштећење бубрега и да изазива 

мањи губитак телесне масе у односу на цисплатину што имплицира да је испитивано 

једињење релативно безбедно за системску примену. 

На основу добијених резултата може се констатовати да DE-EDCP остварује 

значајну антитуморску активност и то са минималним нежељеним реакцијама у 

поређењу са цисплатином. Туморицидна и антипролиферативна активност испитиване 

супстанце сугерише на могућност коришћења DE-EDCP у експерименталној терапији 

тумора. 
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6. Закључци 

  

На основу анализе добијених резултата изведени су следећи закључци: 

1.  DE-EDCP показује туморицидни потенцијал на све тестиране линије туморских 

ћелија: хуманог карцинома дојке (MDA-MB-231 и MDA-MB-468), мишјег 

карцинома дојке (4Т1) и мишјег меланома (B16-F10) и овакав потенцијал је 

сличан референтном хемотерапеутику 

2. Мишеви третирани са DE-EDCP су релативно отпорни на прогресију карцинома 

дојке и меланома 

3. Директно дејство DE-EDCP на туморске ћелије има највећи удео у 

антитуморској активности испитиване супстанце и огледа се у способности да 

индукује апоптозу и да инхибира прогресију ћелијског циклуса 

4. DE-EDCP у туморским ћелијама смањује експресију антиапоптотског Bcl-2 и 

повећава експресију проапоптотског протеина Bax што следствено узрокује 

активацију ефекторске каспазе-3 и апоптозу  

5. DE-EDCP повећава експресију p16, p21 и p27 и истовремено редукује 

експресију циклина D3 и Ki-67 у малигним ћелијама што за крајњу последицу 

има заустављање ћелијског циклуса у G0/G1 фази 

6. DE-EDCP редукује малигни потенцијал туморских ћелија тако што инхибира 

нисходну каскаду сигналног пута STAT3 која укључује SOX2 и NANOG   

7. DE-EDCP успорава миграцију метастатских туморских ћелија   

8. DE-EDCP стимулише механизме урођене имуности тако што подстиче 

туморицидни фенотип и задржава респонзивност NK и NKT ћелија у туморској 

микросредини  

9. DE-EDCP показује мању токсичност у односу на цисплатину 
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7. Скраћенице 

 

Скраћеница Појашњење 

AIF фактор индукције апоптозе (енгл. Apoptosis inducing factor) 

ALT аланин трансаминазa (енгл. Аlanine transaminase) 

AMP аденозин-монофосфат (енгл. Adenosine monophosphate) 

Apaf-1  активациони фактор апоптотских протеаза-1 (енгл. Apoptotic protease activating 

factor 1) 

AST аспартат трансаминазa(енгл. Aspartate transaminase) 

ATCC америчка колекција ћелијских култура (енгл. American Type Culture Collection) 

ATP аденозин-трифосфат (енгл. Adenosine triphosphate) 

BAX протеин X повезан са Bcl2 (енгл. Bcl-2-associated X protein) 

Bcl-2  B-ћелијски лимфом 2 (енгл. B-cell lymphoma 2) 

BCP 1-Bromo-3-chloropropane 

BH3, BID проапоптотски протеин, члан Bcl2 фамилије (енгл. BH3 interacting-domain 

death agonist) 

BRCA  тумор супресорски ген (енгл. Breast cancer) 

CDDP цисплатина (енгл. cis-diamminedichloridoplatinum(II)) 

Cdk циклин зависнe киназe(енгл. Cyclin dependent kinases) 

CMA аутофагија посредована шеперонима (енгл.Chaperone mediated autophagy) 

CTR1 транспортер бакра тип 1 (енгл. Cooper transpoters type 1) 

DAB 3, 3'-diaminobenzidine 

DAMPs молекулски обрасци повезани са оштећењем ћелија (енгл. Damage-associated 

molecular patterns) 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 

DE-EDCP  O,O'-диетил-(S,S)-етилендиамин-N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат 

дихидрохлорид  

DMEM медијум за култивацију ћелија (енгл. Dulbecco’s Modified Eagles Medium) 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNase дезоксирибонуклеазa I (енгл. Deoxyribonuclease I) 

DNK  

ДНК 

деоксирибонуклеинска киселина (енгл. Deoxyribonucleic acid) 

EDDA етилендиамин-N,N'-диацетат (енгл. ethylenediamine- N,N'-diacetic acid) 

EDTA етилендиамино-тетрасирћетна киселина (енгл. Ethylenediaminetetraacetic acid) 

ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

EndoG ендонуклеаза G (енгл. Еndonuclease G) 

ER рецептор за естроген (енгл. Estrogene receptor) 

ERK екстрацелуларним сигналом регулисана киназа (енгл. Еxtracellular signal 

regulated kinase) 

FADD протеин са доменом смрти везан за FAS рецептор (енгл. Fas-Associated protein 

with Death Domain) 

FAS  

(CD95, FasR) 

рецептор смрти из породице рецептора за фактор некрозе тумора 

FasL лиганд за FAS 

FBS фетални говеђи серум (енгл. Fetal bovine serum) 

H&E хематоксилин-еозин (енгл. Hematoxylin-eosin) 

H2O2 водоник-пероксид (енгл. Hydrogen peroxide) 

HER2 хумани епидермални фактор раста-2 (енгл. Human epidermal growth factor 
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receptor-2) 

HMGB-1  протеин високе мобилности групе B1 (енгл. High mobility group box 1) 

IC50 The half maximal inhibitory concentration 

ICAD  инхибитор каспазом активиране DNазе (енгл. Inhibitor of caspase-activated 

DNase) 

IFN-γ  интерферон- γ (енгл. Interferon-γ) 

IGF1R рецептор за инсулину сличан фактор раста-1 (енгл. Insulin-like growth factor-1) 

IL интерлеукин (енгл. Interleukin) 

iRNK  

иРНК 

информациона рибонуклеинска киселина (енгл. Messenger Ribonucleic acid 

(RNA)) 

JAK  JUN N-терминална киназа (енгл. Janus kinase) 

KLRG1 инхибиторни рецептор (енгл. Killer Cell Lectin-Like Receptor G1)  

LDH лактат дехидрогеназа (енгл. Lactate dehydrogenase) 

MHC главни комплекс ткивне подударности (енгл. Major histocompatibility complex ) 

MNNG  N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 

MOMP перемеабилизација спољашње митохондријалне мембране (енгл. Mitochondrial 

outer membrane permiabilization) 

mTOR mamalian target of Rapamycin 

MTT 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиум бромид  

NANOG транскрипциони фактор (енгл. Homeobox protein NANOG) 

NK ћелије  урођено убилачке ћелије (енгл. Natural killer cells) 

NKG2D активациони рецептор (енгл. Natural Killer Group 2, Member D)  

NKT  ћелије  урођено убилачке Т ћелије (енгл. Natural killer Т cells) 

OD oптичка густина (енгл.Optical density) 

PBS фосфатни пуфер (енгл. Phosphate-buffered saline) 

PI пропидијум јодид (енгл. Propidium iodide) 

PI3K Phosphatidyl Inositol 3 kinase 

PR рецептор за прогестерон (енгл. Progesterone receptor) 

qRT-PCR метода квантитативне ланчане реакције полимеразе у реалном времену (енгл. 

Quantitative Real Time- Polymerase Chain Reaction) 

Rb протеин ретинобластома (енгл. Retinoblastoma protein) 

RIPK протеинска киназа везана за рецептор (енгл. Receptor-interacting protein 

kinases)  

RNK  

РНК 

рибонуклеинска киселина (енгл. Ribonucleic acid) 

ROS реактивни медијатори кисеоника (енгл. Reactive oxygen species) 

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium 

SD стандардна девијација (енгл. Standard deviation)  

SE стандардна грешка мерења (енгл. Standard error of mean) 

SOX2  транскрипциони фактор (енгл. SRY (sex determining region Y)-box 2) 

STAT3 транскрипциони фактор (енгл. Signal Transducer and Activator of Transcription 

3) 

TAMs макрофаги повезани са тумором (енгл. Tumor-associated macrophages) 

Th 

лимфоцити 

помагачки Т лимфоцити (енгл. Т helper) 

TNF фактор некрозе тумора (енгл. Tumor necrosis factor superfamily) 

TRADD протеин са доменом смрти везан за TNFR1 (енгл. Tumor necrosis factor receptor 

type 1-associated DEATH domain protein) 

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
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меланома (B16-F10), као и да се расветли 

потенцијални механизам дејства. DE-EDCP показује 

туморицидни потенцијал на линије ћелија карцинома 

дојке мишева и људи, као и на ћелијску линију 

мишјег меланома. DE-EDCP значајно редукује раст 

карцинома дојке и показује јасан туморицидни 

капацитет који је одговоран за метастазирање тумора 

без очигледне системске токсичности. DE-EDCP 

повећава осетљивост туморских ћелија на апоптозу 

што се огледа у способности да смањује експресију 

антиапоптотског протеина Bcl-2 и повећава 

експресију проапоптотског протеина Bax, као и 

ефекторске каспазе-3. Такође, примена DE-EDCP 

смањује експресију циклина D3, Ki-67 и повећава 

експресију p16, p21 и p27 што резултује задржавањем 

ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса, а тиме не 

само да инхибира пролиферацију туморских ћелија, 

већ вероватно додатно фацилитира њихову 

осетљивост на апоптозу. Још један додатни 

механизам којим DE-EDCP успорава прогресију 

карцинома дојке је редукција миграције туморских 

ћелија инхибицијом сигналног пута STAT3 који 

укључује NANOG и SOX2. Такође, системска 

примена DE-EDCP, осим што повећава инфлукс, 

подстиче туморицидни фенотип и задржава 

респонзивност NK и NKT ћелија у туморској 

микросредини. Антитуморски ефекат DE-EDCP 

остварује на више различитих начина - фаворизује 

апопотозу истовремено инхибира пролиферацију 

туморских ћелија и појачава антитуморски имунски 

одговор, што указује на могућност коришћења DE-

EDCP у експерименталној терапији карцинома. 
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Abstract: 

AB 

 

Pharmacological treatment of cancer is mostly limited by 

drug-toxicity and resistance. It has been noticed that 

organic ester ligand, O,O’-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-

N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate dihydrochloride 

(named DE-EDCP) showed effective cytotoxic capacities 

against several human and mouse cancer cell lines. The 

aim of present study was to examine the ability of DE-

EDCP to inhibit murine breast cancer (4T1) growth and 

progression, as well as melanoma (B16F10), and to 

explore possible molecular mechanisms. DE-EDCP 

exhibited significant tumoricidal activity on human and 

murine breast cancer cell lines. Further, marked reduction 

of murine breast cancer growth and progression, as well 

as melanoma, by DE-EDCP was shown. DE-EDCP 

exhibits fewer side-effects compared to cisplatin as a 

conventional chemotherapeutic. Results obtained from in 

vivo and in vitro experiments indicate that DE-EDCP 

induces apoptosis and inhibits proliferation of 4T1 cells. 

DE-EDCP increases percentage of 4T1 cells in late 

apoptosis, expression of pro-apoptotic Bax and caspase-

3, while decreases expression of anti-apoptotic Bcl-2. 

DE-EDCP treatment increased the percentage of 

TUNEL-positive nuclei and reduced Ki-67 expression in 

breast cancer tissue. DE-EDCP decreased expression of 

cyclin D3 and Ki-67, increased expression of cyclin-

dependent kinase inhibitors p16, p21 and p27 and 

arrested 4T1 cells in G0/G1 cell cycle phase. Expression 

of STAT3 and downstream regulated molecules, 

NANOG and SOX2, was reduced in 4T1 cells after DE-

EDCP treatment. DE-EDCP facilitated accumulation of 

CD3
+
CD49

+
 NKT cells and CD3

-
CD49

+
 NK cells in 

tumor microenvironment. In conclusion, DE-EDCP 

impairs breast cancer growth and progression by 

triggering cancer cell death and inhibition of cancer cell 

proliferation and by facilitating anti-tumor immunity. 

DE-EDCP might be of interest in the development of the 

new anticancer agent. 

 

Accepted by the Scientific 

Boardon: 

ASB 

 

 

26 October 2016 

 



 

 

 
177 

Defended on:  

DE  

    

 

Thesis defended board 

(Degree / name / surname / 

title / faculty)  

DB 

 

President: Ivan Jovanović MD PhD, Associate Professor of 

Microbiology and immunology and Oncology, Faculty of  

Medical Sciences, University of  Kragujevac 

Member: Gordana Radić PhD, Associate Professor of 

Pharmaceutical Chemistry, Faculty of  Medical Sciences, 

University of  Kragujevac 

Member: Tibor Sabo PhD, Professor of General and Inorganic 

Chemistry, Faculty of Chemistry, University of   

Belgrade 

  

  

 

 

 

 



Образац 1  

 

ИЗЈАВА АУТОРА О ОРИГИНАЛНОСТИ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

  

 

Ја, ___________________________________________________, изјављујем да докторска 

дисертација под насловом: 

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________  

која је одбрањена на ________________________________________________________ 

Универзитета у Крагујевцу представља оригинално ауторско дело настало као резултат 

сопственог истраживачког рада. 

 

Овом Изјавом такође потврђујем: 

 да сам једини аутор наведене докторске дисертације, 

 да у наведеној докторској дисертацији нисам извршио/ла повреду ауторског нити 

другог права интелектуалне својине других лица, 

 да умножени примерак докторске дисертације у штампаној и електронској форми 

у чијем се прилогу налази ова Изјава садржи докторску дисертацију истоветну 

одбрањеној докторској дисертацији. 

 

 

 

У _____________________, _____________ године,               

 

 

                 _____________________________

             потпис аутора 

             

Милена М. Јуришевић

Утицај новосинтетисаног лиганда (О,О'-диетил-(S,S)-етилендиамин- 
N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат дихидрохлорида) на раст и 
метастазирање мишјег карцинома дојке и меланома

Факултету медицинских наука

Крагујевцу 13.12.2018.



Образац 2 

 

ИЗЈАВА АУТОРА О ИСКОРИШЋАВАЊУ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

  

 

Ја, ________________________________________________________,  

дозвољавам 

 

не дозвољавам 

 

          

Универзитетској библиотеци у Крагујевцу да начини два трајна умножена примерка у 

електронској форми докторске дисертације под насловом: 

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________  

која је одбрањена на ________________________________________________________ 

Универзитета у Крагујевцу, и то у целини, као и да по један примерак тако умножене 

докторске дисертације учини трајно доступним јавности путем дигиталног 

репозиторијума Универзитета у Крагујевцу и централног репозиторијума надлежног 

министарства, тако да припадници јавности могу начинити трајне умножене примерке 

у електронској форми наведене докторске дисертације путем преузимања. 

 

Овом Изјавом такође 

 

дозвољавам 

 

не дозвољавам1 

                                                           
1 Уколико аутор изабере да не дозволи припадницима јавности да тако доступну докторску дисертацију 

користе под условима утврђеним једном од Creative Commons лиценци, то не искључује право припадника 

јавности да наведену докторску дисертацију користе у складу са одредбама Закона о ауторском и сродним 

правима. 

 

 

 

 

Милена М. Јуришевић

✔

Утицај новосинтетисаног лиганда (О,О'-диетил-(S,S)-етилендиамин- 
N,N'-ди-2-амино-(3-циклохексил)пропаноат дихидрохлорида) на раст и 
метастазирање мишјег карцинома дојке и меланома

Факултету медицинских наука

✔



 

припадницима јавности да тако доступну докторску дисертацију користе под условима 

утврђеним једном од следећих Creative Commons лиценци: 

 

1) Ауторство 

2) Ауторство - делити под истим условима 

3) Ауторство - без прерада 

4) Ауторство - некомерцијално 

5) Ауторство - некомерцијално - делити под истим условима  

6) Ауторство - некомерцијално - без прерада2 

 

 

 

У __________________, _____________ године,               

 

 

                 _____________________________

             потпис аутора 

             

                                                           
2 Молимо ауторе који су изабрали да дозволе припадницима јавности да тако доступну докторску 

дисертацију користе под условима утврђеним једном од Creative Commons лиценци да заокруже једну од 

понуђених лиценци. Детаљан садржај наведених лиценци доступан је на: http://creativecommons.org.rs/ 

Крагујевцу 13.12.2018.



Oncotarget28195www.oncotarget.com

The organic ester O,O’-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N’-di-
2-(3-cyclohexyl)propanoate dihydrochloride attenuates murine 
breast cancer growth and metastasis

Milena Jurisevic1,2, Aleksandar Arsenijevic1, Jelena Pantic1, Nevena Gajovic1, 
Jelena Milovanovic1,3, Marija Milovanovic1, Jelena Poljarevic4, Tibor Sabo4, Danilo 
Vojvodic5, Gordana D. Radosavljevic1 and Nebojsa Arsenijevic1

1Center for Molecular Medicine and Stem Cell Research, Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, Kragujevac, 
Serbia

2Department of Pharmacy, Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, Kragujevac, Serbia
3Department of Histology and embryology, Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac, Kragujevac, Serbia
4Faculty of Chemistry, University of Belgrade, Belgrade, Serbia
5Institute of Medical Research, Faculty of Medicine, Military Medical Academy, Belgrade, Serbia

Correspondence to: Gordana D. Radosavljevic, email: perun.gr@gmail.com
Milena Jurisevic, email: milena.jurisevic13@gmail.com

Keywords: O,O’-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate dihydrochloride; breast cancer growth; 
metastasis; apoptosis; proliferation
Received: December 30, 2017        Accepted: May 24, 2018        Published: June 15, 2018
Copyright: Jurisevic et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License 
3.0 (CC BY 3.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and 
source are credited.

ABSTRACT

Pharmacological treatment of cancer is mostly limited by drug-toxicity and 
resistance. It has been noticed that new organic ester ligand, O,O’-diethyl-(S,S)-
ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate dihydrochloride (named DE-
EDCP) showed effective cytotoxic capacities against several human and mouse cancer 
cell lines. However, its effects on tumor growth and metastasis are unexplored. The 
aim of present study was to examine the ability of DE-EDCP to inhibit 4T1 murine 
breast cancer growth and progression and to explore possible molecular mechanisms. 
DE-EDCP exhibited significant tumoricidal activity on human and murine breast 
cancer cell lines. Further, marked reduction of murine breast cancer growth and 
progression by DE-EDCP was shown. DE-EDCP exhibits fewer side-effects compared 
to cisplatin as a conventional chemotherapeutic. Results obtained from in vivo and in 
vitro experiments indicate that DE-EDCP induces apoptosis and inhibits proliferation 
of 4T1 cells. DE-EDCP increases percentage of 4T1 cells in late apoptosis, expression 
of pro-apoptotic Bax and caspase-3, while decreases expression of anti-apoptotic 
Bcl-2. DE-EDCP treatment increased the percentage of TUNEL-positive nuclei and 
reduced Ki-67 expression in breast cancer tissue. DE-EDCP decreased expression of 
cyclin D3 and Ki-67, increased expression of cyclin-dependent kinase inhibitors p16, 
p21 and p27 and arrested 4T1 cells in G0/G1 cell cycle phase. Expression of STAT3 
and downstream regulated molecules, NANOG and SOX2, was reduced in 4T1 cells 
after DE-EDCP treatment.

In conclusion, DE-EDCP impairs breast cancer growth and progression by 
triggering cancer cell death and inhibition of cancer cell proliferation. DE-EDCP might 
be of interest in the development of the new anticancer agent.
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INTRODUCTION

Cancer is on its way to become number one killer 
across the world [1]. Platinum-based drugs are one of 
the mostly used anticancer agents [2, 3]. Cisplatin or 
cis-diamminedichloroplatinum(II) is the most widely 
known metal-based anticancer drug, used for treatment 
of a variety of malignancies, including breast cancer [4]. 
However, clinical utility of cisplatin has been often limited 
due to toxicity [5–7] and acquired or intrinsic resistance 
[8–10]. The lack of efficiency caused by these limiting 
factors is the main reason why vigorous attempts are 
committed to develop novel platinum complexes which 
might overcome the shortcomings of cisplatin.

Large number of edda (ethylenediamine-N,N’-
diacetate)-type ligands and their corresponding platinum 
complexes have been successfully synthesized [11, 12] 
and some of them showed significant cytotoxic effects 
[13].

It has been shown that platinum(IV) [14] 
and platinum(II) [15] complexes with cyclohexyl-
functionailized ehylenediamine-N,N’-diacetate-type ligand 
exhibit effective tumoricidal capacities against various 
cancer cell lines. The cytotoxic effects of these platinum 
complexes may be at least partly related to their organic 
ligands (ester derivatives of (S,S)-ethylenediamine-
N,N′-di-2-(3-cyclohexyl)propanoic acid). Moreover, the 
organic ligands alone demonstrated significant toxicity in 
vitro, towards a panel of different mice and human cancer 
cell lines [14–16]. O,O’-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-
N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate dihydrochloride 
was synthesized as one of novel ester derivates of (S,S)-
ethylenediamine-N,N′-di-2-(3-cyclohexyl)propanoic 
acid [14–16]. Among different organic ligands, O,O’-
diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)
propanoate dihydrochloride exhibited considerably similar 
or higher cytotoxic activity than cisplatin [14–16].

However, possible in vivo anticancer effects 
of new synthesized organic ester O,O’-diethyl-(S,S)-
ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate 
dihydrochloride (compound marked as DE-EDCP), has 
not been reported. The aim of our study was to investigate 
the effect of DE-EDCP on 4T1 murine breast cancer 
growth and progression, as well as possible molecular 
mechanism(s) of action.

RESULTS

DE-EDCP exerts cytotoxic capacity against 
mammary carcinoma cells

The effects of DE-EDCP on viability of several 
breast cancer cells (murine 4T1 and human MDA-MB-231 
and MDA-MB-468) were examined using MTT assay. 
Cell viability was tested after treatment with growing 
concentrations of DE-EDCP for 24 and 48 hours, and IC50 

values were calculated. The obtained data showed that 
DE-EDCP decreased viability of all tested tumor cell lines 
in a dose-dependent manner (Figure 1).

Cytotoxic potential of DE-EDCP toward MDA-
MB-468 cells was significantly lower compared to 
cisplatin in concentrations 15.63-31.25 μM after 24 hours 
of exposure and in concentrations 3.90-31.25 μM after 48 
hours treatment (Figure 1A). Cytotoxicity of DE-EDCP 
toward MDA-MB-231 was higher after 24 hours treatment 
in comparison with 48 hours exposure (Figure 1B). Further, 
viability of MDA-MB-231 cells was significantly reduced 
after 24 hours treatment with DE-EDCP in comparison 
with the same treatment with cisplatin (Figure 1B). 
Cytotoxicity of DE-EDCP against MDA-MB-231 cells after 
48 hours exposure was higher than activity of cisplatin for 
concentrations 31.25-500 μM (Figure 1B).

As shown in Figure 1C, at concentrations of 
31.25 μM or higher, DE-EDCP exerted the effective 
dose-dependent cytotoxic effect against 4T1 cells. The 
treatment of 4T1 cells with tested substances for 24 hours 
resulted in approximately equal cytotoxic capacity of DE-
EDCP and referent cytostatic cisplatin in concentrations 
62.5-1000 μM, and more importantly in the lowest 
concentrations 0.49-3.90 μM (Figure 1C). The cytotoxicity 
of tested compound after 48 hours treatment was lower in 
comparison with the effect of cisplatin in concentration 
range from 7.81 to 15.63 μM (Figure 1C).

The IC50 values of DE-EDCP against 4T1 and 
MDA-MB-468 are similar to those for cisplatin, while IC50 
of DE-EDCP against MDA-MB-231 is several times lower 
following 24 hours treatment (Table 1).

The LDH assay confirmed the significant cytotoxic 
effect of DE-EDCP against 4T1 cells (Figure 1D). 
The results revealed that the level of LDH release was 
increased after exposure of 4T1 cells to DE-EDCP for 24 
hours compared to cells treated with cisplatin, indicating 
that DE-EDCP could affect the cell membrane integrity. 
Additionally, DE-EDCP increased the release of LDH 
in a dose-dependent manner. The LDH levels increased 
from 15.67% to 52.02% following DE-EDCP treatment 
in comparison with 10.73% to 26.89% after cisplatin 
treatment at concentration range from 62.5 to 1000 μM.

DE-EDCP reduces tumor growth and metastasis

In view of the pronounced tumoricidal effects of 
DE-EDCP in vitro, the next goal of present study was to 
examine the ability of tested compound to inhibit murine 
breast cancer growth and progression in vivo. 4T1 cells 
were orthotopically implanted into the mammary fat pad 
of mice. After the appearance of palpable tumor, mice 
were treated with DE-EDCP, cisplatin or vehicle.

The short-course treatment with DE-EDCP (10 mg/
kg body weight/5 doses per cycle/2 cycles during 12 days), 
started from the day 5 after tumor cell implantation, was 
associated with the significant reduction of breast cancer 
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growth compared with vehicle treated animals (Figure 
2A). Until day 22, DE-EDCP exhibited similar effects 
on tumor growth as cisplatin. After that point, although 
application of cisplatin showed better effects, tumor growth 
in DE-EDCP treated mice was significantly slower to the 
end of experiment (day 36 following inoculation of tumor 
cells) compared to vehicle treated animals (Figure 2A). 
Furthermore, tumor volume and weight, measured after 
necropsy, were markedly lower in mice treated with DE-
EDCP in comparison to vehicle treated mice (Figure 2A).

On day 36, the pulmonary metastases were detected 
in all injected animals, but the number of metastatic 
colonies was significantly decreased by 1.6-fold in DE-
EDCP treated and 1.7-fold in cisplatin treated mice when 
compared to control animals (Figure 2B). Furthermore, 

DE-EDCP as well as cisplatin effectively reduced the 
size of metastases (4.8-fold and 10.55-fold, respectively) 
(Figure 2C and 2D). Metastatic colonies were not detected 
in the liver of mice treated with DE-EDCP or cisplatin, 
whereas three out of seven vehicle treated mice (42.1%) 
developed liver metastases (Figure 2D).

Tumor cells treated with DE-EDCP undergo 
apoptotic cell death

This experimental study indicates that DE-EDCP 
exhibits beneficial anticancer capacity in 4T1 murine breast 
cancer model. Therefore, the following aim was to identify 
and characterize the mechanisms implicated in DE-EDCP- 
induced inhibition of breast cancer progression.

Table 1: The IC50 values of DE-EDCP and cisplatin determined by MTT assay

Compound IC50 ± SD (μM)

MDA-MB-468 MDA-MB-231 4T1

24 hours 48 hours 24 hours 48 hours 24 hours 48 hours

Cisplatin 16.68±1.83 5.01±1.03 66.01±0.69 20.71±0.32 10.59±0.36 7.97±0.56

DE-EDCP 16.52±2.78 15.58±2.94 5.14±0.63 17.45±3.33 12.90±0.75 12.03±2.86

Data are presented as mean values ± SD from three experiments.

Figure 1: Dose-dependent cytotoxicity of DE-EDCP against human and murine breast cancer cells. (A, B) Effect of DE-
EDCP on viability of MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells after 24h and 48h analyzed with the MTT assay. (C) The viability of 4T1 
cells treated with DE-EDCP and cisplatin for 24h and 48h was evaluated using MTT assay. (D) LDH assay of 4T1 cells treated with DE-
EDCP and cisplatin for 24h. All data are presented as mean values ± SD from three independent experiments performed in triplicates. * p < 
0.05 DE-EDCP vs. cisplatin treated cells.
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Twenty four hours after the treatment with DE-
EDCP at growing concentrations, it was evident that 
4T1 cells became rounded and detached (Figure 3A), 
suggesting that the cancer cells underwent apoptosis. 
Likewise, the treatment with cisplatin induced similar cell 
changes (data not shown). Expression of key apoptosis-
related molecules, Bcl-2, Bax and cleaved caspase-3 
in 4T1 cells following treatment with DE-EDCP or 
cisplatin was visualized by immunofluorescence staining. 
Moderately lower expression of anti-apoptotic Bcl-2 
was observed in cells treated with DE-EDCP compared 
to untreated cells (Figure 3B), while cisplatin clearly 
downregulates the expression of Bcl-2. In contrast, 
expression of both pro-apoptotic Bax and cleaved 
caspase-3 was increased after DE-EDCP or cisplatin 
treatment, compared to untreated 4T1 cells. Quantitative 
analysis of Bcl-2, Bax and caspase-3 mRNA levels is in 
accordance with immunofluorescence staining analysis. 
Bax mRNA levels were significantly increased in DE-
EDCP and cisplatin treated compared to untreated 4T1 
cells (Figure 3C). In addition, DE-EDCP, but not cisplatin, 
increased the expression of caspase-3 mRNA level 
compared to untreated cells (Figure 3C). The caspase-3 

mRNA level was significantly higher in DE-EDCP 
compared to cisplatin treated cells (Figure 3C). Bcl-2 
mRNA level was significantly reduced after DE-EDCP 
and cisplatin treatment (Figure 3C). The lowest Bcl-2 
mRNA level was observed in cisplatin treated cells.

To quantify the apoptotic death of 4T1 cells induced 
by DE-EDCP, Annexin V (AnnV) /Propidium iodide (PI) 
double staining was performed. Growing cell cultures 
were exposed to DE-EDCP or cisplatin at concentrations 
of 31.25 and 62.5 μM for 24 hours. As illustrated in 
Figure 4A and 4B, the majority of apoptotic cells were 
phenotyped as AnnV+/PI+ indicating late apoptosis. 
The obtained data showed that both DE-EDCP and 
cisplatin induced significantly increased late apoptotic 
cell death in comparison to untreated cells, while the 
highest percentage of early apoptotic cells was noticed 
following cisplatin treatment (Figure 4B). Further, at 
lower concentration (31.25 μM), cisplatin induced late 
apoptosis more efficiently than DE-EDCP. However, the 
highest percentage of late apoptotic cells was observed 
after DE-EDCP treatment at the concentration of 62.5 μM 
(Figure 4B). The percentage of late apoptotic cells treated 
with 62.5 μM of DE-EDCP was markedly increased 

Figure 2: DE-EDCP treatment of mice bearing breast cancer inhibits tumor growth and progression. (A) Tumor diameter, 
volume and weight in mice treated with DE-EDCP, cisplatin or phosphate-buffered saline (vehicle) (n=7-8 animals per group) (36th day 
of experiment:* tumor diameter-: DE-EDCP vs. vehicle p=0.005; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.001; cisplatin vs. vehicle p=0.000; tumor 
volume-: DE-EDCP vs. vehicle p=0.03; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.005; cisplatin vs. vehicle p=0.002; tumor weight-: DE-EDCP vs. 
vehicle p=0.004; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.001; cisplatin vs. vehicle p=0.002). (B, C) Number and size of lung metastasis from treated 
mice. Data are presented as mean ± SE (* number of lung metastasis-: DE-EDCP vs. vehicle p=0.032; cisplatin vs. vehicle p=0.008; size 
of lung metastasis-: DE-EDCP vs. vehicle p=0.009; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.029; cisplatin vs. vehicle p=0.002). (D) Representative 
hematoxylin and eosin staining of lung and liver tissue sections showing metastatic colonies (arrows) (magnification at x100 and x400).



Oncotarget28199www.oncotarget.com

Figure 3: Morphological changes and expression of key apoptosis-related molecules in 4T1 cells after DE-EDCP 
treatment. (A) Morphological changes of 4T1 cells exposed to various concentrations of DE-EDCP for 24h. (B) Immunofluorescence 
staining for Bcl-2 (green), Bax (green) and cleaved caspase-3 (green) together with DNA staining with DAPI (blue) in 4T1 cells incubated 
with DE-EDCP or cisplatin (31.25 μM) for 24h, as well as in untreated cells (magnification at x200). (C) mRNA expression of Bcl-2, Bax 
and caspase-3 quantified by RT-PCR in 4T1 cells after DE-EDCP 24h treatment. DE-EDCP treatment markedly increased the expression 
of Bax and caspase-3 mRNA and decreased the expression of Bcl-2 mRNA in 4T1 cells. β-actin mRNA was used as an internal control. 
Data points are represented by the expression ratio and mean±SD fold of control in 4T1 cells. (* Bcl-2-: DE-EDCP vs. untreated p=0.03; 
DE-EDCP vs. cisplatin p=0.006; cislatin vs. untreated p=0.001; Bax-: DE-EDCP vs. untreated p=0.011; cislatin vs. untreated p=0.009; 
caspase-3-: DE-EDCP vs. untreated p=0.015; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.021)
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(54.63% ±7.19) in comparison to cisplatin treated cells 
(33.23±2.30) (Figure 4B).

In order to test consistency of proapoptotic 
effect of DE-EDCP ex vivo, we used TUNEL (terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP labeling) 
assay for in situ detection of apoptosis-triggered DNA 
fragmentation in tumor tissue. As shown in Figure 4C and 
4D, DE-EDCP and cisplatin treated tumors have more 
TUNEL-positive cells than vehicle treated tumors.

DE-EDCP inhibits proliferation of breast cancer 
cells

We next investigated whether, beside apoptosis, DE-
EDCP inhibits cancer cell proliferation. Consequently, 
the cell cycle profile of 4T1 cells was determined after 
exposure to DE-EDCP or cisplatin for 12 hours. DE-EDCP 
(31.25 μM and 62.5 μM) or cisplatin (31.25 μM) treatment 
significantly increased the percentage of cells in G0/G1 
phase in comparison with untreated cells (Figure 5A). 
Furthermore, the percentage of cells in S and G2/M phases 
was decreased after DE-EDCP and cisplatin treatment 
(Figure 5A). In addition, the significant increase in the 
percentage of cells in sub-G1 phase was found after the 

exposure to DE-EDCP (31.25 μM and 62.5 μM) (Figure 
5A). Overall, the obtained data indicated that DE-EDCP 
inhibited cell proliferation through arrest of cell cycle 
progression in the G0/G1 phase and subsequent induction 
of apoptosis in 4T1 cells. DE-EDCP was more effective at 
higher concentration (62.5 μM), while cisplatin achieved 
similar effect at a concentration as low as 31.25 μM.

Further, we examined the expression of cell-cycle 
progression regulators by flow cytometry. DE-EDCP 
(31.25 μM) or cisplatin (31.25 μM) treatment did not 
affect the expression of cyclin E (Figure 5B). However, 
DE-EDCP treatment significantly reduced cyclin D3 
expression (2.4%±0.37) compared to cisplatin treated 
(3.64%±0.56) and untreated cells (4.64%±1.59) (Figure 
5C and 5E). In line with this finding, marked decrease 
of cyclin D3 mRNA level was observed after DE-EDCP 
treatment compared to untreated cells (Figure 5C).

Both DE-EDCP and cisplatin, enhanced the 
expression of inhibitor of cyclin D-CDK4 complex, p16, 
compared to untreated 4T1 cells (Figure 5D and 5E), thus 
contributing to cell cycle arrest at G0/G1 phase. Also, DE-
EDCP and cisplatin markedly upregulated the expression 
of kinase inhibitor protein (KIP) family members, p21 and 
p27, compared to untreated 4T1 cells (Figure 5D and 5E). 

Figure 4: DE-EDCP enhances tumor cell apoptosis in murine breast cancer. (A) Representative dot plots illustrate population 
of viable (AnnV- PI-), early apoptotic (Ann V+ PI-), late apoptotic (AnnV+ PI+) and necrotic (AnnV- PI+) cells. (B) Apoptosis of untreated 
as well as DE-EDCP and cisplatin (31.25 and 62.5 μМ) treated 4T1 cells were analyzed by flow cytometry using Annexin V (FITC) 
and PI double staining. The data are presented as means ± SD of a three independent experiment, p<0.05 significantly different from: 
*untreated vs. DE-EDCP or cisplatin treated cells; ¶ DE-EDCP vs. cisplatin treated cells; § cisplatin vs. untreated or DE-EDCP treated 
cells. (C) Quantitative analysis of the rate of apoptosis: TUNEL-positive nuclei (brown) were counted in five random fields, and the data 
were summarized as the mean percentage of positive cells. Data are presented as mean ± SD from four tumors per group, (* DE-EDCP vs. 
untreated p=0.028; cisplatin vs. untreated p=0.048). (D) TUNEL assay in breast cancer tissues at 36th day (magnification at x400).
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Figure 5: DE-EDCP induces cell cycle arrest at the G0/G1 checkpoint in 4T1 cells. (A) 4T1 cells cycle analyzed by flow 
cytometry. Results are expressed as the percentage of cells in different phases of the cell cycle. Data are presented as the mean ± SD, p<0.05 
significantly different from: *untreated vs. DE-EDCP or cisplatin treated cells; ¶ DE-EDCP vs. cisplatin treated cells; § DE-EDCP treated 
cells lower and upper concentration. (B) Analysis of cyclin E expression in 4T1 cells exposed to DE-EDCP or cisplatin (31.25 μM) for 
24h using flow cytometry by first gaiting out cell debris and cell clumps in forward/side scatter plot. Data are presented as mean ± SD. (C) 
Analysis of cyclin D3 expression in 4T1 cells exposed to DE-EDCP or cisplatin (31.25 μM) for 24h using flow cytometry by first gaiting 
out cell debris and cell clumps in forward/side scatter plot. Data are presented as mean ± SD (* DE-EDCP vs. untreated p=0.002; DE-EDCP 
vs. cisplatin p=0.01). mRNA expression of cyclin D3 quantified by RT-PCR in 4T1 cells after DE-EDCP (31.25 μM) treatment. β-actin 
mRNA was used as an internal control. Data points are represented by the expression ratio and mean±SD fold of control in 4T1 cells (* DE-
EDCP vs. untreated p=0.017). (D) Analysis of p16, p21 and p27 expression in 4T1 cells exposed to DE-EDCP or cisplatin (31.25 μM) for 
24h using flow cytometry by first gaiting out cell debris and cell clumps in forward/side scatter plot. Data are presented as the mean ± SD 
(* p16-: DE-EDCP vs. untreated p=0.041; cisplatin vs. untreated p=0.034; p21-: DE-EDCP vs. untreated p=0.002; DE-EDCP vs. cisplatin 
p=0.017; cisplatin vs. untreated p=0.001; p27-: DE-EDCP vs. untreated p=0.031; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.006; cisplatin vs. untreated 
p=0.004). (E) Representative histograms after flow cytometric analysis of cyclin D3, p16, p21 and p27 of three independent experiments 
are shown.
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The expression of p21 and p27 was increased in cisplatin 
compared to DE-EDCP treated cells. These results suggested 
that the downregulation of cyclin D3 and the upregulation of 
p16, p21 and p27 by DE-EDCP led to cell cycle arrest at G0/
G1 phase, and consequently resulted in growth cell inhibition.

DE-EDCP decreases expression of Ki-67 and 
STAT3

A recent study revealed that Ki-67 and STAT3 
might be promising therapeutic targets in cancer, 
including breast cancer [17, 18]. As evaluated by flow 
cytometry, percentage of Ki-67-positive 4T1 cells treated 
with DE-EDCP (31.25 μM) was significantly decreased 
(24.97%±2.42) compared to untreated (33.43%±5.28) 
and cisplatin treated cells (55.77%±2.70) (Figure 6A). 
Also, there was significant increase of Ki-67 positive 
cells treated with cisplatin compared with untreated 
cells (Figure 6A). Further, immunohistochemistry 
showed decreased percentage of Ki-67-positive cells 
(24.46%±2.45) within breast cancer tissue of DE-EDCP 
treated mice compared to vehicle and cisplatin treated 
animals (36.05%±2.94 and 36.66%±3.47, respectively) 

(Figure 6B and 6C). There was no difference in the 
expression of Ki-67 in breast cancer tissue from mice 
treated with cisplatin or vehicle controls.

DE-EDCP decreased expression of STAT3 
(18.0%±3.05) in 4T1 cells in comparison to cisplatin 
treated (41.23%±12.18) and untreated cells (42.4%±18.62) 
(Figure 7A). In line with this finding, the marked decrease 
of STAT3 mRNA level was observed in 4T1 cells treated 
with DE-EDCP (Figure 7B). Reduction in STAT3 
expression after DE-EDCP treatment was accompanied 
with significantly lower expression of NANOG and SOX2 
mRNA, as one of downstream targets of STAT3 signaling 
pathway (Figure 7B). However, the percentage of Y705 
phospho-STAT3-positive cells within breast cancer tissue 
of DE-EDCP and cisplatin treated mice was decreased 
compared to control group, although this difference did 
not reach statistical significance (Figure 7C and 7D).

DE-EDCP at its effective concentration was well 
tolerated in vivo

Finally, in order to examine the safety of DE-EDCP 
in vivo, the mice’s body weight was assessed before and 

Figure 6: DE-EDCP treatment attenuates expression of Ki-67 in murine breast cancer. (A) Analysis of Ki-67 expression 
in 4T1 cells exposed to DE-EDCP or cisplatin (31.25 μM) for 24h using flow cytometry by first gaiting out cell debris and cell clumps in 
forward/side scatter plot. Data are presented as the mean ± SD, (* DE-EDCP vs. untreated p=0.020; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.002; cisplatin 
vs. untreated p=0.009). Representative histograms of three independent experiments are shown. (B, C) At 36th day of the experiment, 
tumors were harvested from tumor-bearing mice treated with DE-EDCP, cisplatin and vehicle and Ki-67 expression was detected using 
immunohistochemical method. Representative images and quantitative analysis of the percentage of Ki-67- positive cells are shown. Ki-
67-positive cells were counted in five random fields (magnification at x 400), and data were summarized as the mean percentage of positive 
cells (four tumors per group). Data are presented as mean ± SE. (*DE-EDCP vs. untreated p=0.006; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.004)
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36th day after tumor cell inoculation. Also, on 36th day after 
tumor cell inoculation the serum levels of transaminases 
(AST and ALT), creatinine and urea were measured.

As shown in Figure 8A, DE-EDCP administration 
resulted in significant weight loss at the end of treatment. 
However, DE-EDCP induced reduction of body weight 
was lower in comparison with cisplatin treatment. Mice 
treated with cisplatin lost approximately 22% vs. 10% 
of weight induced by DE-EDCP 36th day after tumor 
cell inoculation (Figure 8A). Further, serum levels of 

creatinine and urea of both naive and tumor-bearing 
mice treated with cisplatin were significantly increased 
compared to DE-EDCP treated or untreated mice 
(Figure 8B). It appears that DE-EDCP did not significantly 
affected systemic levels of creatinine and urea.

There were no significant differences in levels of 
transaminases (data not shown). Additionally, histological 
changes were not observed in organs of mice treated with 
DE-EDCP, including the liver, kidney, lung, intestine, spleen 
and stomach (data not shown). Taken together, obtained 

Figure 7: DE-EDCP treatment downregulates expression of STAT3 in murine breast cancer. (A) Analysis of STAT3 
expression in 4T1 cells exposed to DE-EDCP or cisplatin (31.25 μM) for 24h using flow cytometry by first gaiting out cell debris and 
cell clumps in forward/side scatter plot. Data are presented as the mean ± SD (* DE-EDCP vs. untreated p=0.002; DE-EDCP vs. cisplatin 
p=0.002). Representative histograms of three independent experiments are shown. (B) mRNA expression of STAT3, NANOG and SOX2 
quantified by RT-PCR in 4T1 cells after DE-EDCP (31.25 μM) 24h treatment. β-actin mRNA was used as an internal control. Data points 
are represented by the expression ratio and mean±SD fold of control in 4T1 cells. (* STAT3-: DE-EDCP vs. untreated p=0.008; DE-EDCP 
vs. cisplatin p=0.023; NANOG-: DE-EDCP vs. untreated p=0.019; DE-EDCP vs. cisplatin p=0.029; cisplatin vs. untreated p=0.001; SOX2-
: DE-EDCP vs. untreated p=0.021;. cisplatin vs. untreated p=0.021). (C, D) At 36th day of the experiment, tumors were harvested from 
tumor-bearing mice treated with DE-EDCP, cisplatin and vehicle and phospho-STAT3 expression was detected using immunohistochemical 
method. Representative images and quantitative analysis of the percentage of phospho-STAT3-positive cells are shown. Phospho-STAT3-
positive cells were counted in five random fields (magnification at x 400), and data were summarized as the mean percentage of positive 
cells (four tumors per group). Data are presented as mean ± SE.



Oncotarget28204www.oncotarget.com

data indicate that DE-EDCP administration is accompanied 
with fewer side effects when compared to cisplatin.

DISCUSSION

The major limitations in cancer treatment are 
drug resistance and severe side effects of conventional 
chemotherapeutics. Due to limitations related to the 
treatment of cancer, there is an opening field for the 
development of novel therapeutic compounds exhibiting 
higher efficiency as well as lower toxicity. Herein, 
anticancer activities of newly synthetized compound 
DE-EDCP were investigated using murine breast cancer 
model. Testing cytotoxicity of organic ligands and their 
corresponding platinum complexes revealed that DE-
EDCP affected the viability of several cancer cell lines 
similarly or even efficiently then cisplatin [14–16]. In fact, 
DE-EDCP exhibited higher cytotoxic capacity compared 
to cisplatin, especially against human acute myelogenous 

(KG-1) and promyelocytic leukemia (HL-60) as well as 
murine melanoma (B16) cell lines [14–16]. These data 
implicate that DE-EDCP might be considered as a valuable 
candidate for anticancer therapy. However, to date the 
effects of DE-EDCP on tumor growth and metastasis are 
unexplored.

DE-EDCP exhibited significant dose-dependent 
cytotoxic effect against murine (4T1) and human (MDA-
MB-468 and MDA-MB-231) breast cancer cell lines 
(Figure 1). The most important finding to emerge from 
present study is that DE-EDCP is capable of favorably 
influencing the course of malignant disease even after 
“therapeutic” administration to mice that have already 
developed tumor. DE-EDCP exhibited marked anticancer 
activity by reducing breast cancer growth and progression 
as evaluated by significantly lower tumor volume and 
weight (Figure 2A) as well as decreased number and 
size of lung and liver metastases when compared to 
untreated group (Figure 2B, 2C and 2D). Also, it should 

Figure 8: Administration of DE-EDCP is accompanied by fewer side effects compared to cisplatin. (A) Body weight of 
tumor-bearing mice treated with DE-EDCP, cisplatin or vehicle before and 36th day of experiment (* DE-EDCP day 36 vs. vehicle day 36 
p=0.023; DE-EDCP day 36 vs. cisplatin day 36 p=0.039; cisplatin day 36 vs. vehicle day 36 p=0.002; cisplatin day 0 vs. cisplatin day 36 
p=0.03). (B) Levels of serum urea and creatinine among cisplatin, DE-EDCP and vehicle treated naive and tumor-bearing mice (n=12-14 
animals per group). Data are presented as mean ± SD. (*creatinine levels-: naive control group cisplatin vs. vehicle p=0.030; cisplatin vs. 
DE-EDCP p=0.029; tumor-bearing group cisplatin vs. vehicle p=0.030; cisplatin vs. DE-EDCP p=0.029; *urea levels-: naive control group 
cisplatin vs. vehicle p=0.005; cisplatin vs. DE-EDCP p=0.005; tumor-bearing group cisplatin vs. DE-EDCP p=0.005).
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be noted that until the 22th day of experiment, DE-EDCP 
exhibited similar effects on tumor growth as cisplatin 
(Figure 2A). After that point, cisplatin showed better 
effects which could be attributed to possible differences 
in pharmacokinetic factors. It is known that cisplatin, as 
metal-based anticancer drug, has low platinum excretion 
rate and is retained in the body, thus achieving its effects 
in a longer period of time, especially when nephrotoxicity 
occurs [4]. However, pharmacokinetic properties of DE-
EDCP remain unknown. Therefore, it seems quite arbitrary 
to assume that application of DE-EDCP, according 
to its organic chemical structure, should not conduct 
to progressive cellular accumulation thus potentially 
avoiding side-effects. As opposed, cellular accumulation 
of cisplatin, especially the relatively high degree of 
accumulation in the renal tissue, might lead to diverse 
side-effects such as cisplatin-induced nephrotoxicity.

It is well known that dysregulations of apoptosis 
and cell proliferation are key events in cancer 
development. Compounds that promote apoptosis and 
inhibit dysfunctional cell proliferation efficiently prevent 
the cancer growth and progression. As a conventional 
chemotherapeutic, cisplatin may trigger the activation 
of both intrinsic and extrinsic pathway of apoptosis 
[4]. Therefore, the next aim of the present study was 
to investigate the possible mechanisms underlying the 
cytotoxic capacity of DE-EDCP. Initially, it was observed 
that 4T1 cells exposed to various concentrations of DE-
EDCP for 24 hours undergo significant morphological 
changes indicating that cell death might occurs via 
apoptosis (Figure 3A). In addition, the expression of 
important counterparts in apoptotic cell death such as anti-
apoptotic Bcl-2, pro-apoptotic Bax or cleaved caspase-3 
[19] was observed in both DE-EDCP- and cisplatin-
treated 4T1 cells as evaluated by immunofluorescence 
(Figure 3B). In line with these findings, treatment with 
DE-EDCP or cisplatin downregulate mRNA level of Bcl-
2 expression and upregulate of Bax and caspase-3 mRNA 
(Figure 3C). Further, DE-EDCP (31.25 and 62.5 μM) 
significantly increased the percentage of late apoptotic 
Ann V+PI+ 4T1 cells in dose-dependent manner following 
24 hours treatment (Figure 4B). The highest percentage 
of late apoptotic cells was observed after DE-EDCP 
treatment at the concentration of 62.5 μM compared to 
untreated, but also to cisplatin treated cells. In addition, 
significantly elevated percentage of TUNEL-positive 
nuclei in breast cancer tissue following exposure to DE-
EDCP or cisplatin (Figure 4C and 4D). In accordance with 
these findings, it was recently established that DE-EDCP 
(50 μM) enhanced the superoxide anion production and 
inner mitochondrial membrane depolarization as evaluated 
by detection of phosphatidylserine externalization and 
DNA fragmentation due to apoptosis of HL-60 cells 
[16]. Pt(II) complex containing DE-EDCP induced HL-
60 oxidative stress and apoptosis further evidenced by 
activation of initiator caspases (caspase-8 and caspase-9) 

[15]. On the other hand, Pt(IV) complex containing DE-
EDCP causes oxidative stress-mediated necrotic death of 
glioma, melanoma and fibrosarcoma cells in vitro [14]. It 
appears that DE-EDCP and corresponding platinum(II) or 
platinum(IV) complexes may trigger at least two different 
types of cancer cell death. However, the authors do not 
exclude the possibility that these difference could be 
due to some specific properties of investigated cell lines. 
Herein, the results obtained from LDH assay strongly 
implicate that DE-EDCP, as opposed to cisplatin, affects 
tumor cell membrane integrity as an alternative way for 
the induction of cell death. Overall, the presented data 
strongly implicate cytotoxic activity of DE-EDCP in vitro 
and ex vivo.

There are evidences that some anticancer agents 
affect cancer cell proliferation by arresting their cell 
cycle in G0/G1 phase [20, 21]. Initially, it was noticed 
that DE-EDCP alters cell cycle status by arresting the 
4T1 cells in G0/G1 phase thus preventing cell cycle 
progression (Figure 5A). Although cyclin E is essential 
for progression through the G1-phase of the cell cycle 
[22], DE-EDCP treatment did not affect the percentage 
of cyclin E-positive 4T1 cells (Figure 5B). Cyclin D3, as 
initial activator of G1/S phase, is one of the critical players 
that drives cell proliferation [23, 24]. Overexpression of 
cyclin D3 has been reported in invasive breast cancer and 
represents an independent prognostic marker [25]. It has 
been demonstrated that the beneficial anticancer effect 
of rapamycin is mainly based on the arresting cells in 
G1 phase due to destabilization and subsequent down-
regulation of cyclin D3 protein in HER2-overexpressing 
breast cancer cells [26]. Accordingly, down-regulation 
of cyclin D3 at both the protein and mRNA levels in 
4T1 cells was noticed following treatment with DE-
EDCP when compared to untreated cells (Figure 5C). 
Besides cyclins, cyclin-dependent kinases and cyclin 
dependent kinases inhibitors tightly regulate the cell cycle 
progression. DE-EDCP caused significant upregulation of 
CIP/KIP (p21 and p27) and INK (p16) cyclin-dependent 
kinase inhibitor levels (Figure 5D). p16 specifically binds 
CDK4 or CDK6 and inhibits cyclin D association in early 
stage of G1 phase [27]. p21 is a universal cyclin-CDK 
inhibitor [28], while p27 prevents the activation of cyclin 
A-Cdk2, cyclin E-CDK2 and cyclin D-CDK4 complexes 
[27, 29]. The results indicate that DE-EDCP induced G1 
cell cycle arrest through downregulating the expression 
of cyclin D3 and upregulating the expression of p16, p21 
and p27.

Ki-67, as widely used marker of cell proliferation, is 
tightly linked to the cell cycle machinery but its exact role 
is still unknown. This nuclear protein is expressed in all 
active phases of cell cycle, but not in quiescent or resting 
cells in the G0 and early G1 phase [30, 31]. For this 
reason, Ki-67 could be used as prognostic biomarker and 
metastatic predictor in many type of human malignancies 
[32–34]. However, recent study reports that Ki-67 is 
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responsible for cancer resistance to chemotherapeutic 
agents via maintaining the cancer stem cell niche [17], 
and suggests that Ki-67 is an attractive therapeutic target 
in cancer. Our data showed that the percentage of Ki67-
positive 4T1 cells exposed to DE-EDCP was markedly 
decreased compared to untreated and cells exposed to 
cisplatin (Figure 6A). Decreased expression of Ki-67 in 
DE-EDCP treated 4T1 cells could be the result of G0/G1 
cell cycle arrest and increased expression of CDK4/CDK6 
inhibitor, p16, as it was previously shown in normal and 
cancer cells [35]. Unexpectedly, the highest percentage of 
Ki-67-positive cells was observed after cisplatin treatment 
(Figure 6A). Further, immunohistochemistry confirms 
that DE-EDCP reduced Ki-67 expression in breast cancer 
ex vivo, but there was no difference in the expression of 
Ki-67 in breast cancer from mice treated with cisplatin 
or vehicle. We speculate that the higher percentage of 
Ki-67-positive cells following cisplatin treatment in vitro 
is mainly related to apoptosis-induced compensatory 
proliferation [36]. This is in line with the results presented 
above which demonstrated that cisplatin was more 
effective inducer of 4T1 cell apoptosis at concentration as 
low as 31.25 μM.

Signal transducer and activator of transcription 3 
(STAT3) is constitutively activated in numerous cancers 
and contributes to different processes involved in tumor 
progression such as cell proliferation, angiogenesis and 
metastasis [18, 37]. Therefore, STAT3 could be considered 
as an important target for cancer treatment. In addition, 
lower activity of STAT3 lead to G0/G1 cell cycle arrest and 
apoptosis [38]. The present study revealed that DE-EDCP 
significantly reduces the percentage of STAT3-positive 
4T1 cells in comparison with untreated or cisplatin treated 
cells (Figure 7A). Also, downregulation of STAT3 mRNA 
in breast cancer cells was noticed following treatment 

with DE-EDCP when compared to both untreated and 
cisplatin exposed cells (Figure 7B). It has been reported 
that knockdown of STAT3 protein in 4T1 cell line by small 
interfering RNA (siRNA) reduce expression of c-Myc and 
completely block expresion of Twist protein, thus inhibiting 
tumor growth and metastasis [39]. Accordingly, it seems 
that one of important anticancer effects of DE-EDCP is the 
reduction of STAT-3 expression in cancer cells.

Recent results reported by Wang H et al [40] 
suggested that SOX2 and NANOG are the key 
downstream proteins of STAT3 signaling pathways in 
cancer. SOX2 and NANOG are transcription factors and 
biomarkers for cancer stem cells (CSCs) [41, 42]. Also, 
evidence has revealed that the SOX2 and NANOG are 
critical factors in conferring certain CSC properties to 
cancer cells such as self-renewal, metastasis and drug 
resistance [43, 44]. Aberrant expression of NANOG has 
been previously found in a variety of tumors, including 
breast cancer [45]. The upregulation of NANOG 
expression is linked to tumor progression and relapse 
[44, 45]. High SOX2 expression was related to adverse 
breast carcinoma profile, less differentiated subtype and 
poor disease outcome [46]. Our data showed that DE-
EDCP treatment significantly reduces NANOG and 
SOX2 mRNA level in 4T1 treated cells compared to 
untreated cells (Figure 7B). Decreased gene expression 
of stemness transcription factors accompanied with lower 
expression of Ki-67 in DE-EDCP treated 4T1 cells is in 
agreement with previous report [17]. In addition, in line 
with finding that DE-EDCP treatment markedly reduced 
expression of STAT3 at protein and mRNA level in vitro, 
immunohistochemistry analysis showed a similar trend for 
decreased percentage of Y705 phospho-STAT3-positive 
cells within breast cancer tissue of DE-EDCP treated mice 
compared to control group, although this difference did 

Figure 9: Chemical structure of O,O’-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate dihydrochloride.
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not reach statistical significance (Figure 7C and 7D). A 
previous report demonstrated that knockdown of STAT3 
protein in cervical carcinoma cell line by siRNA reduced 
mRNA and protein expressions of NANOG and SOX2 
[40]. Accordingly, data obtained from our study indicated 
that reduction in STAT3 expression after DE-EDCP 
treatment resulted in significantly lower expression of 
NANOG and SOX2 mRNA.

The main problems with approved anticancer drugs 
today are drug-resistance and lack of selectivity responsible 
for numerous toxic side effects. It is well known that cisplatin 
treatment is associated with nephrotoxicity, hepatotoxicity 
and cardiotoxicity, as well as loss in body weight [4]. Results 
obtained from our study demonstrated that DE-EDCP, in 
effective concentration of 10 mg/kg, was well tolerated in 
vivo. DE-EDCP induced reduction of body weight was lower 
in comparison with cisplatin treatment (Figure 8A). We have 
also observed higher serum levels of both creatinine and urea 
of cisplatin treated mice in comparison to DE-EDCP treated 
mice. Although this side effect of cisplatin is well known, the 
molecular mechanisms underlying cisplatin nephrotoxicity 
is still under investigation [47–49]. On the contrary, DE-
EDCP did not increase serum levels of both creatinine and 
urea compared to untreated animals (Figure 8B). This lack of 
nephrotoxicity may be the consequence of DE-EDCP chemical 
structure as an organic ester. Taken together, obtained data 
indicate that DE-EDCP administration is accompanied with 
fewer side effects when compared to cisplatin.

Collectively, DE-EDCP administration exhibits 
respectable anti-cancer activity with fewer side-effects 
in comparison with conventional chemotherapeutic. It 
appears that tumoricidal capacities of DE-EDCP may be 
achieved by several mechanisms such as triggering cancer 
cell death via apoptosis or nonapoptotic cell death induced 
by direct interfering with cancer cell membrane, and 
inhibition of cell proliferation. The tumoricidal and anti-
proliferative capacities of DE-EDCP might be of interest 
in development of new anticancer agent.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

The substance, O,O’-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-
N,N’-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate dihydrochloride 
(compound marked as DE-EDCP, Figure 9), was synthesized 
according to previously described procedure [14, 15] and 
registered as patent in Intellectual Property Office of the 
Republic of Serbia (Number 2015/11427-P-2013/0270). 
Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum(II)/cis-[PtCl2(NH3)2]) 
(Sigma-Aldrich) was used without purification.

Cell culture

4T1 mouse mammary carcinoma cell line was 
purchased from American Type Culture Collection 

(CRL-2539TM; ATCC, USA). These cells were 
routinely grown in suspension in complete DMEM 
medium in a 5% CO2 incubator with standard 
conditions. In all in vitro and in vivo experiments only 
cell suspensions with >95% viable cells were used. 
Trypan blue was used to determinate the number of 
viable tumor cells.

Cytotoxicity assays

MTT assay

4T1, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells 
were seeded on 96-well plates at a density of 3 x 103 
cells/100 μl (per well) in complete DMEM (Invitrogen) 
growth medium and were allowed to adhere by 
incubation at 37°C overnight. After 24 hours, culture 
medium were replaced and each well received 100μl 
of different compounds, which had been serially 
diluted two-fold in medium to concentrations ranging 
from 1000 to 0.49 μM. Cells were incubated under 
standard conditions (37°C/5% CO2) for 24 and 48 
hours. Upon incubation medium was removed, MTT 
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) solution (5mg/ml in PBS, 20 μl) was added 
to each well and the 96-multiplates were incubated 
for additional 4 hours. Using microplate multimode 
detector Zenyth 3100 the optical density of each well 
was determined at 595 nm. The percentage of cell 
viability was determined by comparison with untreated 
controls according to formula: % of viable cells = (E-
B)/(S-B) x 100 where B is for background of medium 
alone, S is for total viability/spontaneous death of 
untreated target cells, and E is for experimental well 
[50]. Experiments, performed in triplicates, were 
repeated three times.

LDH assay

Cytotoxicity of test compound was examined by 
In Vitro Toxicology Assay Kit (Lactic Dehydrogenase 
based) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Cells were 
prepared and treated with test compound in the same 
way as for MTT assay. A high control, leading to 
100% cytotoxicity by lysing the cells completely, was 
included in the assay. Cells exposed to medium only 
were used as a low control. After 24 hours of treatment, 
supernatant (50 μl) was transferred to new multiplate and 
incubated with previously prepared substrate solution 
(100 μl). Plates were protected from light and incubated 
at room temperature for 30 minutes. The reaction 
was stopped by stop solution and data were acquired 
by spectrophotometry at 490 nm. Experiments were 
repeated three times. The percentage of dead cells was 
calculated using the formula [51]:

% dead cells = (exp. value-low control)/(high 
control-low control) x 100
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Annexin V propidium iodide double staining 
assay

Annexin V is cellular protein with ability to bind 
to phosphatidylserine when it is on the external portion 
of the plasma membrane. Propidium iodide (PI), as small 
fluorescent molecule, binds to DNA but cannot passively 
traverse into cells if plasma membrane remains intact 
[52]. After 24 hours of treatment with test compound 
at concentrations 31.25 and 62.5 μM, 4T1 cells were 
stained with Annexin V-FITC, followed addition of PI 
(BD Pharmingen, San Diego, California, USA) according 
to the manufacturer’s instructions. The percentages 
of dead cells were determined by FACS Calibur flow 
cytometer (BD Biosciences, San Jose, USA) and the data 
were analyzed using FlowJo (Tree Star). It is considered 
that Annexin V- PI- are viable cells, Annexin V+PI- are 
cells in early stage of apoptosis, Annexin V+ PI+ are 
cells in late stage of apoptosis, while Annexin V- PI+ are 
necrotic cells.

Cell cycle analysis

4T1 cells were allowed to grow until 70–80% 
confluent in culture plates and were exposed to DE-EDCP 
or cisplatin (31.25 and 62.5 μM) for 12 hours and cell 
cycle analysis was performed with Vybrant® DyeCycle™ 
Ruby stain (Thermo Fisher Scientific, Inc. USA) according 
to manufacturer’s instructions. After treatment, 4T1 cells 
were stained with Vybrant DyeCycle Ruby and analyzed 
by FACS Calibur flow Cytometer (BD Biosciences, San 
Jose, USA). The cell cycle distribution was analyzed using 
FlowJo software [53].

Flow cytometric analysis

4T1 cells, grown in culture plates, were treated 
with either DE-EDCP or cisplatin (31.25 μM) for 
24 hours. Next, the treated cells were fixed and 
permeabilized with permeabilization buffer (BD 
Bioscience) and incubated with antibodies specific 
for STAT3 (IC1799G, Novus Biologicals, San Diego, 
USA), Ki-67 (11-5698-82, eBioscience, San Diego, 
USA), cyclin D3 (ab28283, Abcam Cambridge, United 
Kingdom), cyclin E (MA5-14336, Thermo fisher 
scientifics, USA), p16 (ab211542, Abcam Cambridge, 
United Kingdom), p21 (ab188224, Abcam Cambridge, 
United Kingdom) and p27 (ab215434, Abcam 
Cambridge, United Kingdom). For staining cyclin D3, 
cyclin E, p16, p21 and p27 cells were additionally 
incubated with secondary goat anti-mouse IgG FITC 
(ab6785 Abcam Cambridge, United Kingdom) or 
donkey anti-rabbit IgG (ab150073 Abcam Cambridge, 
United Kingdom). Flow cytometry was conducted on 
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San 
Jose, USA) and the data were analyzed using FlowJo 
(Tree Star).

Immunofluorescencent staining

The expression of Bcl-2, Bax and cleaved caspase-3 
proteins were investigated by immunofluorescence 
method as previously described [54]. In brief, the 4T1 
cells were seeded in a 6-well plate and exposed to the 
DE-EDCP and cisplatin at concentration of 31.25 μM for 
24 hours. After washing the cells twice with PBS, they 
were fixed in 4% paraformaldehyde at 25°C for 20 min. 
The cells were stained with rabbit polyclonal antibody 
specific for Bcl-2 (sc-783, Santa Cruz Biotech. Inc CA, 
USA), Bax (sc-493, Santa Cruz Biotech. Inc CA, USA) 
and active/cleaved caspase-3 (NB100-56113, Novus 
Biologicals, UK). After incubation, the cells were washed 
and treated with appropriate secondary antibody, goat 
anti-rabbit IgG FITC (Ab6717-1, Abcam, Cambridge, 
United Kingdom). The sections were mounted with 
ProLong Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen) 
and analyzed at x 200 magnification using fluorescent 
microscope (Olympus BX 51).

Real-time PCR analysis

4T1 cells were treated with DE-EDCP and 
cisplatin (31.25 μM) for 24 hours. Total RNA from 4T1 
cell was isolated with TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, 
CA). First-strand cDNA was synthesized by High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems, Foster City, California, USA). qRT-PCR 
was performed using Power SYBR MasterMix (Applied 
Biosystems) and mRNA specific primers for Bax 
(forward 5´-ACACCTGAGCTGACCTTG-3´ and reverse 
5´-AGCCCATGATGGTTCTGATC-3´), Bcl-2 (forward 
5´-GTGGTGGAGGAACTCTTCAG -3´ and reverse 
5´-GTTCCACAAAGGCATCCCAG-3´), Caspase-3 
(forward 5´-AAATTCAAGGGACGGGTCAT-3´ and reverse 
5´-ATTGACACAATACACGGGATCTGT-3´), STAT3 
(forward 5´-GGCATTCGGGAAGTATTGTCG-3´ and 
reverse 5´- GGTAGGCGCCTCAGTCGTATC-3´), Cyclin 
D3 (forward 5´- CCGTGATTGCGCACGACTTC-3´ and 
reverse 5´-TCTGTGGGAGTGCTGGTCTG-3´), NANOG 
(forward 5´-AAGCAGAAGATGCGGACTGT-3´ and 
reverse 5´-GTGCTGAGCCCTTCTGAATC-3´), SOX2 
(forward 5´-AAAGGGTTCTTGCTGGGTTT-3´ and 
reverse 5´-AGACCACGAAAACGGTCTTG-3´) and β-actin 
(forward 5´-AGCTGCGTTTTACACCCTTT-3´ and reverse 
5´-AAGCCATGCCAATGTTGTCT -3´) as a housekeeping 
gene. qRT-PCR reactions were initiated with a 10 minute 
incubation time at 95°C followed by 40 cycles of 95°C for 
15 seconds and 60°C for 60 seconds in a Mastercycler ep 
realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany). For each sample 
(four per group) relative amount of mRNA was normalized 
to the β-actin content. Fold expression changes relative to 
4T1 cells were calculated with the ΔΔCT method [55]. Data 
points are represented by the expression ratio and mean±SD 
fold of control in 4T1 cells.
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Experimental animals

All experiments were approved by and conducted 
in accordance with the Guidelines of the Animal Ethics 
Committee of the Faculty of Medical Sciences of the 
University of Kragujevac, Serbia. Female (8–10 weeks 
old) BALB/c mice were used. The mice were housed in 
a temperature-controlled environment with a 12-hour 
light-dark cycle, fed ad libitum and observed daily. Also, 
experimental animals were equalized in weight and 
randomized in experimental or control groups.

Animal model and drug treatment

Orthotopic breast cancer model

BALB/c mice were inoculated with 3 x 104 4T1 cells 
orthotopically into the fourth mammary fat pad. Five days 
after 4T1 cells were applied, the mice were injected with 
a chemotherapy drug by intraperitoneal injection. Female 
BALB/c mice received either DE-EDCP (10 mg/kg body 
weight/ for 5 consecutive days followed by 2 days break 
and treated again for 5 days), cisplatin (3mg /kg/dose; 
three times per week; nine doses in total) or phosphate-
buffered saline. Mice were sacrificed on 36th day of the 
experiment.

Estimation of breast cancer growth

The size of primary 4T1 mammary tumors was 
assessed morphometrically using electronic calipers in two 
dimensions. Using a below formula the tumor volumes 
(mm3) were calculated [56]: tumor volume (mm3)=L 
(major axis of the tumor) x W(minor axis)2/2.

Histopathological analysis of metastatic lung and 
liver

Hematoxylin-eosin (H&E) staining was performed 
using 4 μm paraffin-embedded tumor bearing lung or 
liver sections. In order to avoid missing micrometastases, 
stained sections from at least three different levels were 
examined for the presence of lung or liver metastases. 
Metastases were verified at magnification x 100 and x 400 
and photomicrographed with a digital camera mounted on 
light microscope (Olympus BX51). In the histological 
section metastatic area per tissue was calculated using 
ImageJ software [57].

In situ TUNEL staining

The TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase 
mediated dUTP nickend labeling) reaction was performed to 
assess apoptotic cells within breast cancer tissues sections. 
Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections were 
stained with Apo-tag TUNEL assay kit (Millipore, Temecula, 
CA, USA) following the protocol of manufacturer. DAB 

(3,3’-diaminobenzidine) as peroxidase substrate, was used 
to yield the characteristic brown color for nuclei. Following 
rinsing, slides were counterstained with hematoxylin solution 
and photomicrographed with a digital camera mounted on 
light microscope. The negative control was performed by 
omitting TdT reaction step. The TUNEL-positive nuclei 
(brown) were quantified under × 400 magnification in five 
randomly fields representing at least 1000 neoplastic nuclei 
and the data were summarized as the mean percentage of 
positive cells (four tumors per group) [58].

Immunohistochemical detection of Ki-67 and 
phospho-STAT3 (pSTAT3) in breast cancer 
tissues

Briefly, paraffin-embedded breast cancer tissue 
sections were deparaffinized, rehydrated and subjected 
to heat-induced antigen retrieval in citrate buffer (pH 
6.0). Next, sections were incubated with rabbit anti-
mouse Ki-67 antibody (ab66155, Abcam, Cambridge, 
United Kingdom) or STAT3 (phospho Y705) antibody 
(ab76315, Abcam, Cambridge, United Kingdom) followed 
by visualization using the rabbit-specific conjugate 
(Expose Rb-Specific HRP/AEC Detection IHC Kit; 
Abcam Cambridge, United Kingdom). The slides were 
photomicrographed with a digital camera mounted on light 
microscope. The negative control slides were obtained by 
omitting the primary antibody.

The Ki-67-positive, as well as pSTAT3-positive, cells 
were determined by counting at least 1000 neoplastic nuclei 
per slide in five randomly selected fields (at magnification 
x 400). The data were summarized as the mean percentage 
of positive cells (four tumors per group) [59].

Toxicity assessment

To study the potential side effects in the DE-EDCP 
treated mice, they were remarked for weight loss. After 
sacrificed, tissue sections of various organs (liver, kidney, 
lung, intestine, spleen and stomach) stained with H&E and 
were also examined. The levels of serum urea, creatinine 
and transaminase were determined to assess the renal and 
hepatic function. After blood collection, serum levels of 
these toxicity markers were measured immediately using 
assay kits and blood chemistry analyzer, as described [60].

Statistical analysis

The data were analyzed using software package 
IBM SPSS Statistics version 20. First the normality of 
data distribution was tested by Kolmogorov-Smirnov 
or Shapirov-Will test. The two-tailed Student’s t test 
or nonparametric Mann–Whitney Rank Sum test were 
used. All data in this study were expressed as the mean ± 
standard deviation (SD) or standard error (SE). Values of p 
< 0.05 were considered as statistically significant.
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Abstract 
 

Background / Aim. O,O'-diethyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N'-di-2-(3-

cyclohexyl)propanoate dihydrochloride (DE-EDCP) has been found to possess promising 

cytotoxic activity against various tumor cell lines. Also, DE-EDCP reduces tumor 

progression by several mechanisms such as triggering tumor cell death and inhibition of 

cell proliferation. The aim of present study was to further evaluate anti-tumor activity of 

DE-EDCP by investigating effects on migratory potential of tumor cells and anti-tumor 

immune response. Methods. Migratory potential of DE-EDCP was evaluated by scratch 

wound assay. Female BALB/c mice were inoculated with 4T1 breast cancer cells and 

treatment with DE-EDCP started five days following orthotopic tumor implantation. The 

frequency and phenotype of tumor-infiltrating NK and NKT cells were analyzed by flow 

cytometry. Results. DE-EDCP inhibited migratory potential of highly metastatic 4T1 cells. 

DE-EDCP facilitated accumulation of CD3+CD49+ NKT cells and CD3-CD49+ NK cells in 

tumor microenvironment. DE-EDCP treatment led to significant decrement of tumor 

infiltrating anergic NKT cells expressing CTLA-4, KLRG-1 and PD-1. Mice given DE-

EDCP had significantly increased percentages of tumoricidal FasL positive NK cells. 

Conclusion. DE-EDCP inhibits murine breast cancer progression through direct effects on 

tumor cells and by facilitating anti-tumor immunity. DE-EDCP enhances accumulation, 

promotes tumoricidal phenotype and maintenances responsiveness of NK and NKT cells in 

4T1 murine breast cancer. 

Key words: O,O'-diethyl-(S,S)-ethylendiamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl)propanoate 

dihydrochloride, breast cancer, anti-tumor immune response 

 

Apstrakt 

Uvod / Cilj. O,O'-dietil-(S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoat 

dihidrohlorid (DE-EDCP), poseduje značajnu citotoksičku aktivnost na linije različitih 

tumorskih ćelija. DE-EDCP redukuje rast i metastaziranje karcinoma dojke tako što 

indukuje ćelijsku smrt i inhibira progresiju ćelijskog ciklusa. U cilju dalje analize 

antitumorske aktivnosti DE-EDCP, ispitan je njegov uticaj na migratorni potencijal, kao i 

na antitumorski imunski odgovor. Metode. Uticaj DE-EDCP na mobilnost malignih celija 

ispitan je testom migracije (scratch wound assay). Model karcinoma dojke je indukovan 

ortotopskom transplantacijom malignih ćelija 4T1 u singene BALB/C miševe. Nakon 

pojave palpabilnog tumora, miševi su tretirani sa DE-EDCP. Protočnom citometrijom 

odredjivana je procentualna zastupljenost NK i NKT ćelija, kao i njihov funkcionalni 

fenotip. Rezultati. DE-EDCP inhibira migratorni potencijal 4T1 malignih ćelija sa 

izraženom metastatskom sposobnošću. DE-EDCP povećava influks CD3+CD49+ NKT i 

CD3-CD49+ NK ćelija u tumorsku mikrosredinu miševa tretiranih sa DE-EDCP u poređenju 

sa farmakološki netretiranim miševima. DE-EDCP smanjuje procent anergičnih NKT ćelija 

koje eksprimiraju inhibicione receptore CTLA-4, KLRG-1 i PD-1 Kod miševa tretiranih sa 

DE-EDCP uočena je povećana zastupljenost tumoricidnih NK ćelija koje eksprimiraju 

FasL. Zaključak. DE-EDCP inhibira progresiju mišjeg karcinom dojke što je posledica 

kako direktinih efekata ispitivane supstance na tumorske ćelije tako i pojačanog 

antitumorskog imunskog odgovora. Drugim rečima, DE-EDCP osim što povećava influks, 
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podstiče tumoricidni fenotip i zadržava responzivnost NK i NKT ćelija u mišjem 

karcinomu dojke.   

Ključne reči: O,O'-dietil-(S,S)-etilendiamin-N,N'-di-2-(3-cikloheksil)propanoat 

dihidrohlorid, karcinom dojke, antitumorski imunski odgovor 

 

Introduction 

Ester derivatives of (S,S)-ethylenediamine-N,N′-di-2-(3-cyclohexyl) propanoic acid were 

synthesized as ligands for ethylenediamine-based platinum complexes (1). These 

platinum(IV) complexes exhibit higher tumoricidal activity toward several cancer cell lines 

compared to cisplatin as a conventional chemotherapeutic drug. The cytotoxicity of 

platinum(IV) complexes could be at least partly related to their organic ligands with lack of 

relationship between the cytotoxic capacity and the alkyl side-chain length of these ligands. 

In line with this observation, it was further demonstrated that ligand O,O'-diethyl-(S,S)-

ethylenediamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl) propanoate dihydrochloride (DE-EDCP) alone 

exerted similar or even higher cytotoxic activity compared to cisplatin against various 

human and mouse cell lines (1, 2). Taken together, it seems that DE-EDCP exerted highly 

potent cytotoxic activity against murine melanoma cells (1) and human promyelocytic 

leukemia cells (2). Next, cytotoxicity of DE-EDCP was demonstrated on various leukemic 

cell lines (3). According to obtained IC50 values, human promyelocytic leukemia cells were 

highly sensitive to DE-EDCP. The cytotoxic effect of DE-EDCP against human leukemic 

cells (HL-60) was accompanied with increased production of superoxide and 

depolarization of mitochondrial membrane (3). Results of this study indicated that DE-

EDCP treatment caused caspase-independent apoptosis of HL-60 cells by presentation of 

phosphatidylserine on cell membrane and fragmentation of DNA (3).  

Recently, we demonstrated that DE-EDCP attenuated murine breast cancer progression by 

facilitating apoptosis and inhibiting proliferation of tumor cells (4). DE-EDCP in 4T1 

tumor cells reduced expression of anti-apoptotic Bcl-2 while increased expression of pro-

apoptotic Bax and caspase-3. Also, DE-EDCP treatment blocks cell cycle progression in 

4T1 tumor cells by increasing expression of cyclin-dependent kinase inhibitors p16, p21 

and p27 with subsequent decrease in the expression of cyclin D3 and Ki-67, and arresting 

4T1 cells in G0/G1 phase of cell cycle (4). Further, DE-EDCP reduced the malignant 

potential of tumor cells by reducing expression of STAT3 and downstream regulated 

molecules, NANOG and SOX2 in 4T1 cells. Recent study also reported that DE-EDCP 

reduces melanoma growth mainly by inducing expression of key proapoptotic genes (5). 

Melanoma cells treated with DE-EDCP underwent caspase-dependent apoptosis as a result 

of mitochondrial dysfunction and increased accumulation of reactive oxygen species. In 

both murine breast cancer and melanoma models, DE-EDCP was well tolerated in vivo 

without obvious side effects (4,5).   

Activity of natural killer (NK) cells, as well as NKT cells, represents the major mechanism 

of innate immunity against tumors (6-9). NK cells lyse tumor cells without prior 

sensitization and represent the first line of defense against established tumors (6, 8). NKT 

cells, by production of various immunoregulatory cytokines, link innate and adaptive 

immune response (9). It has been reported that NKT cell reduce tumor progression, mostly 

by enhancing cytotoxicity and IFN-γ production of NK cells and CD8+T cells (10).  



 

5 

 

The aim of this study was to further evaluate anti-tumor activity of DE-EDCP in 4T1 

murine breast cancer model. We investigated the effects of DE-EDCP on migratory 

potential of tumor cells as well as modulation of anti-tumor immune response.  

Methods 
Cell culture and reagents 

 

The cell line of murine breast cancer (4T1) was purchased from American Type Culture 

Collection (ATCC, USA). 4T1 cells were grown in suspension in complete DMEM 

medium in a 5% CO2 incubator with standard conditions (11). Tumor cell suspension with 

>90% viability was prepared using 0.25% trypsin and 0.02% EDTA in phosphate buffered 

saline (PBS, PAA Laboratories GmbH). In all in vitro and in vivo experiments only cell 

suspensions with >95% viable cells were used. In order to determinate the viability of 

tumor cells trypan blue was used.  

The organic compound O,O'-diethyl-(S,S)-ethylendiamine-N,N'-di-2-(3-cyclohexyl) 

propanoate dihydrochloride (DE-EDCP), was prepared according previously described 

procedure (1, 2). As referent cytostatic cisplatin (CDDP, cis-

diamminedichloroplatinum(II)/cis-[PtCl2(NH3)2]) (Sigma-Aldrich) was used. 

Scratch wound assay 

 

The wound healing assay was performed as previously reported (12). After 4T1 cells were 

seeded into 6-well plates, they were allowed to growth to about 90% confluence in present 

of complete medium. After 4T1 achieved appropriate confluence, a plastic tip was used to 

make a scratch on the cell monolayer (13). The wound area was washed three times with 

PBS and the 4T1 cells were incubated with DE-EDCP (15.63 µM) or CDDP (15.63 µM) 

for 4 and 15 hours. The 4T1 cells migrated into the wound surface and the average distance 

of the migrating cells was observed using inverted microscopy. All data were analyzed 

from three independent experiments performed in triplicate using ImageJ software and the 

results are presented as the mean ± SD (14). 

Animals 

 

Female (8–12 weeks old) BALB/c mice were used in in vivo experiment. Experimental 

animals were equalized in weight and randomized in experimental or control groups. The 

mice were housed in a temperature-controlled environment with a 12-hour light-dark cycle, 

fed ad libitum and observed daily. All experiments were approved by and conducted in 

accordance with the Guidelines of the Animal Ethics Committee of the Faculty of Medical 

Sciences, University of Kragujevac, Serbia. 

Animal Model and Drug Treatment 

 

BALB/c mice were inoculated with 3 x 104 4T1 tumor cells orthotopically into the fourth 

mammary fat pad (11, 15). Pharmacology treatments started when tumors were palpable 

five days after implantation of 4T1 cells. Tumor bearing mice received intraperitoneal 

injection of either DE-EDCP (10mg/kg/dose- five consecutive doses + two days pause + 

five consecutive doses; ten doses in total); CDDP (3mg/kg/dose; three times per week; nine 

doses in total) or 0.9 % NaCl. Mice were sacrificed on 18th day of the experiment. 

 

 

Flow cytometric analyses of tumor-infiltrating NK and NKT cells 
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After three experimental groups of mice were sacrificed on 18th day of the experiment, 

primary tumor was isolated from mice and single cell suspensions of primary tumors were 

obtained by enzymatic digestion, as previously described (16). Fluorochrome-conjugated 

monoclonal antibodies specific for CD3 (145-2C11), CD49b (HMa2), CD178/FasL 

(MFL3), CD152/CTLA-4 (BNI3), PD-1 (PDCD1/922), KLRG-1 (2F1) or their respective 

isotype controls (BD Pharmingen, NJ/Invitrogen, Carlsbad, CA) were used. Expression of 

cell surface antigens was analyzed with Flow Cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) 

and the data were analyzed using FlowJo (Tree Star). Data are presented as means ± SD of 

two individual experiments, each carried out with six mice per experimental group. 

 

Statistical Analysis 

 

The data were analyzed using software package IBM SPSS Statistics version 20. First the 

normality of data distribution was tested by Kolmogorov-Smirnov or Shapiro-Wilk test. 

The two-tailed Student’s t test or Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney U test 

were used. All data in this study were expressed as the mean ± standard deviation (SD). 

Values of p < 0.05 were considered as statistically significant. 

 

Results 

DE-EDCP reduces migration of 4T1 cells 
It is well known that cell migration is the first step in the invasive-metastatic cascade (17). 

We recently reported that DE-EDCP reduces murine breast cancer growth and metastasis 

(4). Herein, we add the effect of DE-EDCP treatment on 4T1 cell migration examined by 

wound healing assay using non-lethal concentration (15.63 µM) for 4 and 15 hours. 

Migration assay revealed that scratch wound area in wells with untreated 4T1 cells had a 

significant diminution (approximately 65%), while wound area of 4T1 cells treated with 

DE-EDCP was significantly wider in comparison to control cells 4 hours following 

treatment (p=0.003; Fig. 1). The same phenomenon was observed 15 hours after scratch 

(p=0.019; Fig. 1). In addition, significant effect of CDDP on the reduction of 4T1 cell 

migration was achieved after 15 hours (Fig. 1).  

 

DE-EDCP administration facilitates accumulation of NKT and NK cells within tumor 

microenvironment 
We further analyzed the effect of DE-EDCP on local antitumor immune response. The 

obtained data revealed that DE-EDCP significantly increased the percentages of 

CD3+CD49+ NKT cells in tumor tissue when compared to vehicle-treated mice (p=0.03; 

Fig. 2, left panel). Of note, the frequencies of NKT cells were increased in mice treated 

with CDDP, but it did not reach statistical significance (Fig. 2, left panel). DE-EDCP also 

increased the percentages of tumor-infiltrating CD3-CD49+ NK cells (p=0.032; Fig. 2, right 

panel). CDDP did not significantly affect accumulation of NK cells in tumor tissue (Fig. 2, 

middle panel).  We did not reveal effect of DE-EDCP administration, or CDDP, on 

intratumoral accumulation of CD3+CD49- T cells (Fig.2 right panel). 

DE-EDCP affects functional phenotype of tumor-infiltrating NKT and NK cells 
Further, we analyzed functional phenotype of tumor-infiltrating NKT and NK cells. Apart 

from CDDP, DE-EDCP did not affect the presence of tumoricidal NKT cells expressing 
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FasL (Fig 3). However, DE-EDCP significantly decreased the presence of NKT cells 

expressing inhibitory markers such as CTLA-4, KLRG-1 and PD-1 in comparison with 

vehicle and CDDP treated mice (Fig. 3). In contrast to DE-EDCP, CDDP significantly 

increased the percentage of PD-1 positive NKT cells when compared to vehicle-treated 

mice (Fig. 3). 

Furthermore, mice treated with DE-EDCP, but not CDDP, exhibited significantly increased 

percentages of tumoricidal FasL+ NK cells compared to vehicle-treated mice (Fig. 4). There 

were no significant differences in the expression of inhibitory KLRG-1, CTLA-4 and PD-1 

among NK cells from both DE-EDCP and CDDP treated mice (Fig. 4).  

Discussion 
 

Cell migration is a prerequisite for tumor invasion and metastasis (17), and can be a 

potential therapeutic target for tumor treatment. For this purpose we used 4T1 cells, known 

as cells with high metastatic potential (18). Herein, our results indicated that DE-EDCP 

effectively inhibits the migration of 4T1 cells as evaluated by wound healing assay (Fig. 1). 

We previously reported that DE-EDCP decreased expression of STAT3 in 4T1 cells, as 

well as NANOG and SOX2 which are downstream targets of STAT3 signaling pathway 

(4). STAT3 has impact on cell invasion and motility (19). For instance, knockdown of 

STAT3 compromised the proliferation and migration of MCF7 human breast cancer cells 

(20). In addition, overexpression of NANOG promoted the migration and invasion of 

MCF7 cells (21). Similarly, NANOG regulated cell migration in ovarian cancer (22). 

Furthermore, SOX2 silencing has also been found to prevent migration of MDA-MB-231 

human breast cancer cells (23). In agreement with these findings, it appears that DE-EDCP 

inhibits tumor cell migration via downregulation of STAT3, NANOG and SOX2 

expression. Therefore, inhibition of 4T1 cell migration seems to be the additional beneficial 

effect of DE-EDCP on breast cancer progression.   

In addition to obvious direct effects on tumor cells, we further hypothesized that DE-EDCP 

might influence tumor progression by modulating anti-tumor immune response. To the 

date, it was found that DE-EDCP inhibited production of IFN-γ and IL-17 by cells derived 

from spleen and lymph nodes of mice and rats (24). However, the effects of DE-EDCP on 

anti-tumor immune response are still unknown. In this study, we explored the effects of 

DE-EDCP on anti-tumor innate immunity in the weakly immunogenic and highly 

metastatic 4T1 murine mammary cancer model. We showed that DE-EDCP facilitated 

influx of CD3+CD49+ NKT cells and CD3-CD49+ NK cells in tumor microenvironment (Fig. 

2). CDDP treatment slightly increased influx of these cells, however the increment did not 

achieve statistical significance so we can only assume that CDDP antitumor effects in 

particular tumor model were achieved by some other mechanisms. NK cells are innate 

immune effector lymphocytes that play an important role in the protection against tumor. 

NK cells infiltrate solid tumors thus contributing to favorable prognosis in cancer patients 

(25). Apart from NK cells, activated NKT cells are involved in elimination of tumor cells 

either directly or indirectly by engagement of other immune cells (26-28). Furthermore, 

recently an association between numbers of tumor-infiltrating NKT cells with better 

clinical outcome was found (29). NKT cells react quickly to stimuli and have a remarkable 

capacity to produce an array of cytokines and chemokines in order to modulate both innate 

and adaptive immune response (30).  

In addition to increased influx of NKT and NK cells in breast cancer tissue, the obtained 

data revealed that DE-EDCP affects functional phenotype of these cells. It is well-
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established that both cell types, in particular NK cells, directly eliminate target tumor cells 

by at least two mechanisms, producing perforins and granzymes as well as the engagement 

of cell death receptors. Cell death receptor Fas and its ligand FasL are important players in 

initiation of target cell apoptosis (31). Fas-FasL interaction induces receptors trimerization, 

activation of adaptor protein FADD which results with activation of caspase-8 and 

consequent initiation of apoptosis (32). Our results revealed that DE-EDCP treated mice 

had significantly increased percentages of FasL+ NK cells, but not NKT cells, indicating 

their enhanced tumoricidal potential (Fig. 3 and 4). These data are in line with our 

previously described results revealing that DE-EDCP treatment increased percentage of 

apoptotic (TUNEL+) tumor cells in breast cancer tissue (4).  NKT cells directly eliminate 

CD1d-expressing tumor cells (33). 4T1 cells express minimal surface levels of CD1d (34). 

Therefore, there is low possibility that NKT cells directly eliminate 4T1 cells. However, 

NKT cells could produce IL-2 further stimulating NK cells to kill the NKT cell-resistant 

tumor cell targets (35). Teng et al (34) showed that CD8+ T cells and IFN-γ are crucial for 

4T1 tumor eradication. However other studies revealed that antitumor activity based on 

cytotoxicity of CD8+ T cells plays a nonessential role in 4T1 breast tumor model (11, 36). 

Innate immunity cells, especially NK cells, occupy a central place in the control of growth 

and metastasis of weakly immunogenic mouse 4T1 breast tumor (11, 36). The influence of 

DE-EDCP on the functional status of NK cells in the tumor microenvironment indicates 

that the DE-EDCP effects on the innate immune response may be an additional anti-tumor 

mechanism of action. At this point we may suppose that higher percentage of tumor- 

infiltrating NK cells and higher expression of FasL on NK cells after DE-EDCP treatment 

may lead to Fas-FasL interaction of tumor and NK cells and consequently cause tumor cell 

death. Also, we can only assume that DE-EDCP might stimulate NKT cells in tumor 

microenvironment to produce various cytokines thus enhancing tumoricidal capacities of 

NK cells. This can be an additional mechanism of DE-EDCP-mediated diminishing of 

tumor progression.  

Killer cell lectin-like receptor G1 (KLRG-1) is C-type lectin-like inhibitory receptor 

expressed mostly on NK cells, cytotoxic T cells and long-lived effector NKT cells (37, 38). 

KLRG-1 regulates homeostasis and maturation of NK cells (39). High KLRG-1 expression 

correlates with low proliferative capacity (39, 40) and increases apoptosis of NK cells (41). 

DE-EDCP significantly decreased percentage of NKT cells, but not NK cells, expressing 

inhibitory receptors KLRG-1 (Fig. 3 and 4). The programmed cell death-1 receptor (PD-1) 

is immune checkpoint inhibitor expressed on the surface of immune effector cells, 

including T cells, NK and NKT cells (42-44). Marked increase in PD-1 expression after α-

GalCer stimulation indicated NKT cell anergy (45, 46). Herein, we observed significantly 

decreased percentage of PD-1+ NKT cells following DE-EDCP treatment (Fig. 3) thus 

contributing to NKT cell responsiveness. Next, cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-

4 (CTLA-4) is another immune checkpoint molecule with crucial role in decline of immune 

response and maintaining immune homeostasis (47, 48). CTLA-4 is expressed on tumor-

infiltrating NK cells in mice (49). The obtained data revealed that DE-EDCP also reduced 

the frequencies of CTLA-4+ NKT cells (Fig. 3). Both PD-1 and CTLA-4 blockade, as well 

as their combination, have proven to be very effective in animal models of melanoma and 

some breast cancer models (50-53).  

 

Conclusion 
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In addition to our previously published data regarding the beneficial effects of DE-EDCP 

on 4T1 breast cancer progression, here we add the evidences that DE-EDCP inhibits 4T1 

cell migration and promotes anti-tumor immune response mediated by NK and NKT cells. 

DE-EDCP enhances accumulation, promotes tumoricidal phenotype and maintenances 

responsiveness of NK and NKT cells in 4T1 murine breast cancer model.    
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Figure Legends 

Figure 1. Inhibitory effect of DE-EDCP on murine breast cancer cell migration.  The scratch 

wound assay of 4T1 cells treated with DE-EDCP (15.63 µM) or CDDP (15.63 µM) for 4 

hours and 15 hours. Representative images of wound closure in control, CDDP and DE-

EDCP treated 4T1 cells. The images were captured three times at different areas and the 

results were analyzed by ImageJ software. Cell migration was quantified measuring the 

mean cell-free gap distance between the edges of the scratch area. Data are presented as 



 

15 

 

mean of wound area ± SD. Mann-Whitney U test was performed and significant 

differences are reported *p<0.05. 

Figure 2. DE-EDCP increases influx of NKT and NK cells in tumor microenvironment. The 

graphs and representative FACS plots showing the percentages of NKT, NK and T cells 

derived from tumor tissue of vehicle-treated, CDDP-treated and DE-EDCP-treated mice 18 

days after 4T1 cell inoculation. Data are presented as mean ± SD of two individual 

experiments, each carried out with six mice per group. Statistical significance was tested by 

Mann-Whitney U test, *p<0.05. 

Figure 3. DE-EDCP affects the functional phenotype of NKT cells in tumor tissue. The 

graphs and representative FACS plots show the percentage of FasL+, CTLA-4+, KLRG-1+ 

and PD-1+ NKT cells derived from tumor tissue of vehicle-treated, CDDP-treated and DE-

EDCP-treated mice 18 days after 4T1 cell inoculation. Data are presented as means ± SD 

of two individual experiments, each carried out with six mice per group. Statistical 

significance was tested by Mann-Whitney U test, *p<0.05. 

Figure 4. DE-EDCP affects the phenotype of NK cells in tumor tissue. The graphs and 

representative FACS plots show the percentage of FasL+, CTLA-4+, KLRG-1+ and PD-1+ NK 

cells derived from tumor tissue of vehicle-treated, CDDP-treated and DE-EDCP-treated 

mice 18 days after 4T1 cell inoculation. Data are presented as means ± SD of two 

individual experiments, each carried out with six mice per group. Statistical significance 

was tested by Mann-Whitney U test, *p<0.05. 

Figure 1. 
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Background and Objectives. The aim of the study was to determine systemic and fecal values of galectin-3 and pro- and anti-
inflammatory cytokines in patients with CRC and the relationship with clinicopathological aspects. Methods. Concentrations of
galectin-3, TNF-α, TGF-β, IL-10, and IL-1β were analyzed in samples of blood and stool of 60 patients with CRC. Results.
Systemic concentration of TNF-α was significantly lower in patients with severe diseases (advanced TNM stage, nuclear grade,
and poor histological differentiation) as in patients with more progressive CRC (lymph and blood vessel invasion, presence of
metastasis). Fecal values of anti-inflammatory cytokines TGF-β and IL-10 were increased in patients with severe stadium of
CRC. Fecal concentration of Gal-3 was enhanced in CRC patients with higher nuclear grade, poor tumor tissue differentiation,
advanced TNM stage, and metastatic disease. Gal-3/TNF-α ratio in sera and feces had a higher trend in patients with severe and
advanced diseases. Positive correlation between fecal Gal-3 and disease severity, tumor progression, and biomarkers AFP and
CEA, respectively, was also observed. Conclusions. Predomination of Gal-3 in patients with advanced diseases may implicate on
its role in limiting ongoing proinflammatory processes. The fecal values of Gal-3 can be used as a valuable marker for CRC
severity and progression.

1. Introduction

Of cancers that affect both men and women, colorectal can-
cer (CRC) is the fourth leading cause of cancer death in the
world [1, 2]. It is the third most common cancer in males
and the second in females [1, 2]. Although the distribution
of CRC varies widely, more than two-thirds of all cases and
more than half of all deaths happen in countries with high
human development index (HDI) [3]. Besides the important
role of genetic factors such as mutations of oncogenes and
tumor suppressor genes and history of CRC in first-degree
relatives, environmental factors, such as inflammatory bowel

disease, increased body mass index (BMI), red meat intake,
cigarette smoking, low physical activity, and low vegetable
and fruit consumption, are associated with an increased risk
of CRC [4, 5]. CRC metastasizes to the liver and lungs, while
bone metastasis often indicates the terminal phase of colon
cancer [6]. Despite the fact that around 80% of patients with
CRC have primary surgery, about half of the patients already
have metastatic lesions primarily in the liver [7, 8]. Surgery,
as well as radiofrequency ablation, cryosurgery, chemother-
apy, radiation therapy, or targeted therapy, is the most com-
mon treatment option for CRC [4]. Although a 5-year
survival or stage I–III CRC is pretty good, cancer-related
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deaths are registered in one-third of patients younger than 65
years old at disease onset [9]. Although the gold standard for
CRC diagnosis is a colonoscopy procedure, there is a ten-
dency to use more noninvasive tests such as measurement
of different molecules in sera and feces of patients [10]. There
has been a sustained interest in the identification of state bio-
markers for CRC [11–13]. New markers should contribute to
the prediction of prognosis. Recent studies revealed the sig-
nificance of estimation of fecal markers in the determination
and prediction of disease severity [14–16].

Galectin-3 (Gal-3) is a multifunctional β-galactoside-
binding lectin highly expressed in a variety of inflammatory
and epithelial cells [17]. Multiple functions of Gal-3 depend
on its location inside the cell or on the cell surface [18]. It iswell
known that Gal-3 is involved in several biological processes
such as cell attachment, cell differentiation and proliferation,
embryogenesis, inflammation, cancer invasion, and metasta-
sis [19, 20]. Previous studies revealed the importance of Gal-
3 as a prognosticmarker inCRC. It is shown that patients with
detectable expression of Gal-3 in tumor have more lymph
node and distant metastases, frequent venous invasion, and
deeper wall invasion in comparison to those with Gal-3-
negative cases [21]. Moreover, a recent study revealed that
serum galectin-3 and carcinoembryonic antigen (CEA) pro-
mote CRCmigration and metastasis [22].

The aim of this study was to evaluate systemic and fecal
values of Gal-3 and pro- and anti-inflammatory cytokines,
as well as their ratios, in patients with CRC and UC and the
relationship with clinicopathological aspects of disease. We
demonstrate enhanced fecal concentration of Gal-3 in CRC
patients with higher nuclear grade, poor tumor tissue differ-
entiation, advanced TNM stage, and metastatic disease, while
predomination of Gal-3 over proinflammatory cytokines in
patients with advanced TNM stage and metastatic disease.
Fecal Gal-3 positively correlates with disease severity
(advanced TNM stage, higher nuclear grade, and poor tumor
tissue differentiation) and progression (presence of lung/liver
metastasis or peritoneal carcinomatosis) and systemic bio-
markers AFP and CEA. There was no significant correlation
between fecal Gal-3 and clinical and endoscopic scores and
histopathological characteristics of affected tissue in patients
with ulcerative colitis. These findings indicate Gal-3 as a
potential marker of CRC severity and progression.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Approval. The study was conducted at Center for
Gastroenterology, Clinical Center of Kragujevac, and Center
for Molecular Medicine and Stem Cell Research, Faculty of
Medical Sciences, University of Kragujevac, Serbia. Informed
consent was obtained from all subjects. The study was
approved by the ethics committee of the Clinical Center of
Kragujevac, Kragujevac, Serbia, and Faculty of Medical
Sciences, University of Kragujevac, Serbia. All research pro-
cedures were made according to the principle of Good
Clinical Practice and the Declaration of Helsinki.

2.2. Patients. The study included 60 patients with CRC.
The diagnosis of CRC was based on endoscopic and

histopathological criteria. Patients with no well-defined
pathology, no adequate clinical document available, or pre-
viously treated with radiation or chemotherapy were
excluded from the study. Clinicopathological information
for all patients included sex, age, TNM stage, vascular/
lymph node invasion, nuclear grade, and differentiation.
Blood and stool specimens were collected before the sur-
gery and stored at −80°C. Pathological features were ana-
lyzed according to the 2010 American Joint Committee
on Cancer (AJCC) classification.

Fifty patients, with a median age of 55 (range, 23–73
years), diagnosed as UC cases, were also enrolled in this
study. Diagnosis was made on the basis of established clini-
cal, endoscopic, and histological criteria [23]. The study did
not include patients without well-defined pathology, no ade-
quate clinical document available, or with previously diag-
nosed coexisting cardiopulmonary, renal, hepatic, allergy,
and rheumatic disease who were treated with anti-
inflammatory drugs. Stool samples were collected before
the surgery and stored at −80°C. Clinical activity of disease
and endoscopic findings were represented as Mayo clini-
cal/endoscopic subscore, defined as previously described
[24–26]. Histological activity was scored according to
Geboes Score (GS), considering the presence of architec-
tural changes, neutrophils, eosinophils, crypt destruction,
and erosion of the mucous membranes [27].

2.3. Measurement of Galectin-3, TNF-α, TGF-β, IL-10, and
IL-1β in Sera and Feces. All samples were collected prior to
any therapeutic application. Blood specimens were collected
from each studied subject; blood clot was cut and centrifuged
for separating the serum; and all serum samples were kept at
−80°C before use. Stools (1–10 g) were collected in sterile
containers and weighed. They were divided into 1 g aliquot
and then emulsified in 5mL of protease inhibitor cocktail
(SIGMA, P83401), diluted 1 : 100, and centrifuged for 5
minutes at 400g, at 4°C, as previously described [28, 29].
The supernatant fluid was collected and stored at −80°C until
ELISA. Serum and fecal concentrations of cytokines were
measured, as described [30], using sensitive enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits (R&D Systems, Minne-
apolis, MN) specific for human cytokines according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, the PVC microtiter
plates were coated with capture antibody, overnight. After
blocking the remaining protein-binding sites by adding
blocking buffer (1% bovine serum albumin in PBS) for 1
hour, serum/fecal samples or standard recombinant Gal-3/
TNF-α/IL-1β/TGF-β/IL-10 were added to the plates for 2
hours, followed by application of biotinylated detection anti-
body for 1 hour at room temperature. After introduction of
streptavidin peroxidase for 1 hour, the plates were developed
with substrate reagent for 20 minutes. The reaction was
stopped by adding 4mol/L sulfuric acid, and the absorbance
was read at 495nm by a microplate reader. Concentration of
the samples was measured by intrapolation from the stan-
dard curve made by a series of well-known concentrations
as per manufacturer’s instruction. Values of measured cyto-
kines are presented as pg/ml of sera and pg/g of feces, respec-
tively. The lower detection limit (sensitivity) of the ELISA
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kits, for measured cytokines, was galectin-3: 85 pg/ml; TNF-
α: 5.5 pg/ml; TGF-β: 15.4 pg/ml; IL-10: 3.9 pg/ml, and IL-
1β: 1 pg/ml.

2.4. Evaluation of Tumor Markers in Sera. Serum levels of
tumor markers alpha-fetoprotein (AFP), carcinoembryonic
antigen (CEA), and cancer antigen 19-9 (CA19-9) were
determined by chemiluminescence enzyme immunoassay
(CLIA) in the central biochemical laboratory of the Clinical
Center Kragujevac.

2.5. Statistical Analysis. The statistical analyses were per-
formed using SPSS 20.0 software. The results were reported
as mean, standard deviation (SD), and standard error (SE).
Determination of statistically significant difference between
the means of two groups was determined using Student’s t-
test for independent samples if the data had normal distribu-
tion or Mann–Whitney U test for data without normal dis-
tribution. Kruskal–Wallis test was used to determinate
statistically significant difference between the means of three
groups. Pearson’s correlation evaluated the possible relation-
ship between the cytokines and disease severity and progres-
sion in patients with CRC. The strength of correlation was
defined as negative or positive weak (−0.3 to −0.1 or 0.1 to
0.3), moderate (−0.5 to −0.3 or 0.3 to 0.5), or strong (−1.0
to −0.5 or 1.0 to 0.5). A p value of 0.05 was considered sta-
tistically significant.

3. Results

Sixty adult patients with CRC and fifty with UC were
included in this study. There was no significant difference
in gender distribution. The average age of all patients with
CRC is 64± 1 and of patients with UC is 55± 1. Clinical
and pathologic characteristics of these patients are presented
in Table 1. We have assessed concentration of pro- and anti-
inflammatory cytokines, as well as Gal-3, and tumor markers
(AFP, CEA, and CA19-9) in serum and feces liquid fraction.

3.1. Fecal Concentration of Gal-3 Associated to
Histopathologic Characteristics of CRC. Firstly, patients with
CRC were classified in four groups based on the nuclear
grades of tumor tissue: I, II, III, and IV. This classification
was based on the evaluation of the size and shape of the
nucleus in tumor cells and the percentage of tumor cells that
are in the process of dividing or growing [31]. Recent studies
have shown associations between nuclear grading and
aggressiveness underscoring the importance of nuclear grad-
ing beyond prognostic stratification [31, 32]. We did not esti-
mate nuclear grade IV in any of the CRC patients. Evaluation
of systemic levels of the previously defined markers of inter-
est revealed significantly lower level of TNF-α in the group of
patients with nuclear grade III in comparison to patients with
nuclear grade I or II (p = 0 001; Figure 1(a)). There were no
statistical differences in the serum level of Gal-3 between
the defined groups. However, Gal-3/TNF-α ratio was signifi-
cantly higher in the patients with nuclear grade III (p = 0 001;
Figure 1(a)). There was no significant difference in the fecal
level of TNF-α between the patients with different nuclear
grades of CRC (Figure 1(a)). We noticed significant

increment of the fecal level of Gal-3 in the group of patients
with nuclear grade III compared to grades I and II (p = 0 02),
while there was no difference in the Gal-3/TNF-α ratio
(Figure 1(a)).

Next, patients were divided into two groups according to
histological differentiation rate: well/moderate and poor.
Well-differentiated and moderately differentiated tumors
(well/moderate) were defined as low-grade lesions, whereas
poorly differentiated tumors (poor) were defined as high-
grade lesions according to theWHO guidelines [33]. Grading
was based on the evaluation of the worst area, excluding areas
of focal dedifferentiation present at the invasive margin of the
tumor [34]. Poorly differentiated tumors have repeatedly
been shown to behave more aggressively than well/moder-
ate-differentiated carcinomas in multivariate analysis [34].
We did not find significant differences in the serum level of
IL-10, TGF-β, and Gal-3 between the defined groups
(Figure 1(b)). However, fecal levels of Gal-3 (p = 0 001) and
anti-inflammatory cytokines IL-10 (p = 0 007) and TGF-β (
p = 0 006) were significantly higher in patients with poorly
differentiated CRC (Figure 1(b)).

3.2. Fecal Gal-3 and Gal-3/TNF-α Ratio Associated with TNM
System and Lymph and Blood Vessel Invasion. Patients with
CRC were divided into two categories on the basis of
TNM stage of disease: I + II and III + IV. Patients with
TNM stages III + IV revealed significantly lower TNF-α
in sera in comparison to patients with TNM stages I + II
(p = 0 006; Figure 2(a)). There were no differences in the
serum level of TGF-β and Gal-3 (Figure 1(b)). The Gal-
3/TNF-α ratio was higher in the sera of patients with

Table 1: Baseline characteristics of patients.

Number

Colorectal carcinoma (CRC)

Gender (male/female) 35/25

Age (mean (range)) 64 (50–82) years

Site (P/D/R) 15/34/11

Nuclear grade (I/II/III) 8/37/15

Histological differentiation rate
(well/moderate/poor)

11/33/16

Stage (TNM: I/II/III/IV) 42/0/16/12

Necrosis (well/moderate/absent) 16/44/0

Ulcerative colitis (UC)

Gender (male/female) 29/21

Age (mean (range)) 55 (23–73) years

Endoscopic score (0/I/II/III) 0/26/16/8

Clinical score (0/I/II/III) 0/28/14/8

Crypt destruction (0/I/II/III) 4/25/9/12

Erosion of the mucous membranes
(0/I/II/III/IV)

12/13/6/9/10

Architectural changes (0/I/II/III) 0/23/14/13

Neutrophil infiltration (0/I/II/III) 5/19/8/18

Eosinophil infiltration (0/I/II/III) 10/16/13/11

P: proximal colon; D: distal colon; R: rectum.
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Figure 1: (a) Increased concentration of Gal-3 in feces and Gal-3/TNF-α ratio in sera, in patients with a higher nuclear grade of CRC. Patients
with CRC were divided into three groups, based on nuclear grades (I, II, and III). Serum and fecal levels of all mentioned biomarkers were
determined by ELISA. Gal-3/TNF-α ratios were evaluated for each patient, separately. Kruskal–Wallis test was used to determinate
statistically significant difference between the means of three groups. (b) Increased concentrations of IL-10, TGF-β, and Gal-3 in the feces
of patients with poor histological differentiation of CRC. Patients with CRC were divided into two groups, according to histological
differentiation rate (well/moderate and poor). Statistical significance was tested by Mann–Whitney Rank Sum test.

4 Mediators of Inflammation



TNM stages III + IV, but this difference did not reach sta-
tistical significance (Figure 2(a)).

As shown in Figure 2(a), CRC patients with higher
TNM stages appear to have a higher fecal level of TGF-β
(p = 0 031). There was no difference in the fecal level of
TNF-α between the defined groups (Figure 2(a)). We noticed
a higher fecal level of Gal-3 (p = 0 037) as well as Gal-3/TNF-
α ratio (p = 0 015) in patients with TNM stages III + IV
(Figure 2(a)).

Further, we divided the patients based on the invasion of
lymph and blood vessels, respectively (+ and −), and ana-
lyzed their serum levels of biomarkers. TNF-α was signifi-
cantly decreased in patients with detected lymph or blood
vessel invasion (p = 0 032; p = 0 026; Figures 2(b) and 2(c)).
Moreover, an increased Gal-3/TNF-α ratio in sera was evalu-
ated in patients with detectable lymphatic (p = 0 036) and
blood vessel invasion (p = 0 023; Figures 2(b) and 2(c)).

3.3. Liver, Lung, and Peritoneal Metastasis Associated with
Higher Fecal Gal-3. Next groups of patients with CRC were
made according to the presence of lung/liver metastasis or
peritoneal carcinomatosis, respectively, and analyzed for
values of Gal-3 and other mediators of interest. There were
no differences in the systemic concentrations of IL-1β and
Gal-3 between the patients with and without metastasis/car-
cinomatosis (Figure 3). Lower TNF-α but a higher Gal-3/
TNF-α ratio was found in the sera of patients with detectable
liver metastasis, lung metastasis, or peritoneal carcinoma-
tosis, in comparison to patients without metastasis/carci-
nomatosis (p < 0 05 all, Figure 3). Feces concentration of
IL-1β was significantly lower while the level of Gal-3 was
significantly higher in patients with metastasis/carcinoma-
tosis. There were no differences in the feces levels of
TNF-α and neither in the Gal-3/TNF-α ratio between the
defined groups.
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Figure 2: (a) Increased concentration of TGF-β, Gal-3, and Gal-3/TNF-α ratios in feces in patients with higher TNM stage of CRC. The
patients with CRC were divided into two groups, based on the TNM stage (I + II and III + IV). Serum and fecal levels of all mentioned
biomarkers were determined by ELISA. Gal-3/TNF-α ratio was evaluated for each patient, separately. (b-c) Decreased TNF-α and
increased Gal-3/TNF-α ratio in the sera of patients with detectable lymphatic and blood vessel invasion of CRC. The patients with CRC
were divided into two groups, based on the presence of lymphatic/blood vessel invasion (+ and −). Serum levels of all mentioned
biomarkers were determined by ELISA. Gal-3/TNF-α ratio was evaluated for each patient, separately. Statistical significance was tested by
Mann–Whitney Rank Sum test or independent samples t-test, where appropriate.
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Figure 3: (a) Decreased fecal IL-1β and systemic TNF-α, while increased fecal Gal-3 and systemic Gal-3/TNF-α ratios in patients with
detectable liver metastasis. Patients with CRC were divided into two groups, based on the presence of liver metastasis (+ and −). (b)
Decreased fecal IL-1β and systemic TNF-α, while increased fecal Gal-3 and systemic Gal-3/TNF-α ratios in patients with detectable lung
metastasis. The patients with CRC were divided into two groups, based on the presence of lung metastasis (+ and −). (c) Decreased fecal
IL-1β and systemic TNF-α, while increased fecal Gal-3 and systemic Gal-3/TNF-α ratios in patients with detectable peritoneal
carcinomatosis. The patients with CRC were divided into two groups, according to the presence of carcinomatosis in peritoneum cavity
(+ and −). The serum levels of all mentioned biomarkers were determined by ELISA. Gal-3/TNF-α ratio was evaluated for each
patient, separately. The statistical significance was tested by Mann–Whitney Rank Sum test.
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3.4. Fecal Gal-3 Concentration Significantly Correlated with
CRC Severity, but Not with UC Severity. The relationship
between fecal Gal-3 and the clinicopathological parameters
of patients with CRC and UC, respectively, were summarized
in Table 2. An analysis revealed a positive correlation
between fecal galectin-3 and parameters and markers of dis-
ease severity and progression. There is a moderate positive
correlation between fecal galectin-3 and nuclear grade (r =
0 358; p = 0 025), histological type (r = 0 543; p = 0 001),
TNM stage (r = 0 339; p = 0 035), presence of liver metastasis
(r = 0 406; p = 0 004), presence of lung metastasis (r = 0 303;
p = 0 036), presence of peritoneal carcinomatosis (r = 0 420;
p = 0 003), and tumor markers AFP (r = 0 438; p = 0 002)
and CEA (r = 0 308; p = 0 049). We did not find a correlation
between systemic galectin-3 and the same parameters (data
not shown). Further, we found no correlation between fecal
Gal-3 and parameters and markers of UC severity (endo-
scopic score, clinical score, crypt destruction, erosion of the
mucous membranes, architectural changes, neutrophil infil-
tration, and eosinophil infiltration; Table 2).

Analysis of Receiver Operating Characteristic (ROC)
curves of fecal galectin-3 for various stages and parameters
of CRC found that galectin-3 level in feces could predict dis-
ease severity (Figure 4). The analysis showed that Gal-3 can
be a valuable marker for distinguishing the nuclear grade
(sensitivity 88.7%, specificity 83.8%) and histological type of
CRC (sensitivity 88.7%, specificity 83.8%), TNM stage (sensi-
tivity 88.7%, specificity 83.8%), presence of liver metastasis
(sensitivity 88.7%, specificity 83.8%), lung metastasis (sensi-
tivity 88.7%, specificity 83.8%), and peritoneal carcinomato-
sis (sensitivity 88.7%, specificity 83.8%). The optimal cutoff
value estimated for Gal-3 that allows the discrimination of
stages of CRC progression was 1958.82 pg/g. For this cutoff,
we determined sensitivity to be 81.8% and specificity 60.7%.

4. Discussion

Disease severity depends of cytokine milieu that dominates
in a tumor environment. Previous studies established that
presence of CD4+ Th1 cells and cytotoxic CD8+ T cells
(CTLs) in tumor microenvironment presents positive prog-
nostic sign, while presence of Treg and Th2/Th17 cells indi-
cates lower survival of patients with CRC [35, 36].
Predomination of proinflammatory TNF-α/IFN-γ-produc-
ing Th1 cells, besides enhancing CTL activity, also facilitates
innate antitumor mechanisms and associates with the
absence of metastatic invasion, tumor recurrence, and
increased survival of patients with CRC [37–39]. On con-
trary, Th2-polarized CD4+ T cells produce IL-4, IL-10, and
IL-13, enhancing local humoral immunity and suppressing
Th1 immune response [36]. In line with this phenomenon,
previous studies have shown that patients with bladder and
colorectal cancer have decreased proportions of IFN-γ/IL-
2-producing Th1 cells, while increased proportions of IL-4/
IL-10-producing Th2 cells, in peripheral blood [40, 41]. Pres-
ence of immunosuppressive TGF-β/IL-10-producing innate/
adaptive immune cells correlates with advanced disease and
poor prognosis [35]. In the present study, we analyzed con-
centration of pro- and anti-inflammatory cytokines in sera

and feces of patients with CRC. Systemic values of proinflam-
matory cytokine TNF-α were significantly lower in patients
with severe disease (TNM stages III and IV, poor histological
differentiation, and nuclear grade III) (Figures 1 and 2).
Moreover, systemic TNF-αwas significantly lower in patients
with more progressive CRC (lymph and blood vessel inva-
sion and presence of metastasis in the liver, lung, and perito-
neal carcinomatosis; Figures 2 and 3). Local values of
cytokines in liquid fraction of feces have shown predomina-
tion of anti-inflammatory cytokines TGF-β and IL-10 in
patients with severe stadium of CRC (TNM stages III and
IV, poor histological differentiation) as well as lower level
of proinflammatory IL-1β in patients with a more progres-
sive disease (presence of metastasis in the liver, lung, and
peritoneal carcinomatosis; Figures 1, 2, and 3). These results
are in line with our and other previous studies claiming that
serum levels of IL-10 and TGF-β were increased in patients
with CRC in comparison to healthy controls and that CRC
patients with worse prognosis had increased systemic con-
centration of IL-10 compared to patients with better progno-
sis [11, 42].

Gal-3 is involved in various biological and pathological
processes, such as cell proliferation and differentiation, cell
and extracellular matrix interactions, metastasis, and regula-
tion of apoptosis [43, 44]. Earlier studies have investigated
possible linkage between Gal-3 and CRC. Immunohisto-
chemical staining confirmed that colon cancer with detected
Gal-3 was significantly larger, with deeper invasion to the
colonic wall and with poor histological differentiation [25,
45]. Others showed that Gal-3 upregulation correlated with

Table 2: Correlation between the fecal level of Gal-3 and
parameters of disease severity and progression in patients with
CRC and UC. Statistical significance was tested by Spearman
correlation coefficient.

Variables
Gal-3

Spearman’s rho p value

CRC

Nuclear grade 0.358 0.025

Histological type 0.543 0.001

Dukes stage 0.339 0.035

Liver metastasis 0.406 0.004

Lung metastasis 0.303 0.036

Peritoneal carcinomatosis 0.420 0.003

AFP 0.438 0.002

CEA 0.308 0.049

CA19-9 0.254 0.088

UC

Endoscopic score 0.187 0.172

Clinical score 0.091 0.511

Crypt destruction 0.193 0.159

Erosion of the mucous membranes 0.170 0.215

Architectural changes 0.100 0.468

Neutrophil infiltration 0.107 0.435

Eosinophil infiltration 0.035 0.799
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tumor progression and predicted shorter survival of CRC
patients [46]. In contrast, some studies showed decreased
Gal-3 levels in CRC progression and that there was no signif-
icant correlation between galectin-3 and tumor staging of
colon cancer [13, 47]. These findings highlight the impor-
tance of extracellular Gal-3 in CRC biology. Recently, studies
point on significance of measuring biomarkers in feces [14,
15]. In this way, proteins and molecules produced by intesti-
nal mucosa are measured, which reflect condition in bowels
[48]. Recent studies have shown elevated fecal values of M2
pyruvate kinase, fecal calprotectin, and iFOBT in CRC and
suggested for screening high-risk groups for CRC [49].
Today, researchers are testing diagnostic accuracy of differ-
ent fecal markers in the detection of cancerous lesions in
the colon, in order to find the most accurate for CRC screen-
ing. To our knowledge, this is the first study testing fecal Gal-
3 for detection of severe and progressive forms of CRC. We
have not found differences in the systemic level of Gal-3
between different stages of colorectal cancer. However, sig-
nificantly increased fecal level of Gal-3 was detected in
patients with a more severe stage of CRC (poor histological
differentiation and higher nuclear grade and TNM stages
III and IV; Figures 1 and 2). Moreover, fecal Gal-3 was signif-
icantly increased in patients with lymph and blood vessel

invasion and with presence of metastasis in the liver, lung,
or peritoneal carcinomatosis, respectively (Figures 2 and 3).

As it is well known that the ratio of counterregulatory
cytokines is a reliable marker of the disease process, we have
analyzed the ratio of Gal-3 with pro- and anti-inflammatory
cytokines. There were no differences in the ratio of Gal-3 and
TGF-β, IL-10, and IL-1β. However, we noticed predomina-
tion of Gal-3 over proinflammatory cytokine TNF-α in sera
and feces of patients with more severe and progressive sta-
dium of CRC (Figures 1, 2, and 3). Based on these findings,
we believe that the Gal-3/TNF-α ratio could be a predictor
for the advanced stages of colorectal cancer. There are few
possible mechanisms that can explain the potential role of
Gal-3 in CRC progression. Firstly, Gal-3 can exert anti-
inflammatory effect. The role of Gal-3 in the onset, progres-
sion and resolution of inflammation is well established
[19]. It is well known that during inflammation, reactive
oxygen species and other toxic products accumulate in cell
and induce production of advanced glycation end products
(AGEs) [50]. Further, AGEs bind to receptor (RAGE) thus
facilitating local inflammation [51]. Gal-3 inhibits AGE-
RAGE pathway and subsequently suppresses RAGE-induced
inflammation in tissue [52]. Another possible mechanism
of act of Gal-3 is direct inhibition of cellular immune
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metastasis (+ versus −), lung metastasis (+ versus −), and peritoneal carcinomatosis (+ versus −).

8 Mediators of Inflammation



response, by inhibiting interaction between T cells and antigen-
presenting cells [53]. Others claimed that extracellular galectin-
3 induces apoptosis of CD4 or CD8 T cells in the tumors and
can suppress IFN-γ secretion of human cytotoxic T cells in
tumor [54]. We are first to describe prevalence of Gal-3 over
TNF-α in stool of patients with severe and progressive forms
of CRC (Figures 2 and 3).

Besides these roles in immunomodulation, Gal-3 can
facilitate migration of colon cancer cells through the K-Ras-
Raf-Erk1/2 pathway [55]. Gal-3 can exert clustering of integ-
rins, leading to cell motility, while binding to mucin-1, a mol-
ecule that dominates in gastrointestinal environment and
facilitates transendothelial invasion [56].

Further in this study, we envisage the possible role of fecal
galectin-3 as a biomarker in preceding disease severity and
progression. We obtained a positive correlation between the
fecal Gal-3 and disease severity (advanced TNM stage, higher
nuclear grade, and poor tumor tissue differentiation; Table 2
and Figure 4).Moreover, the fecal level of Gal-3 is in a positive
correlationwithmore progressiveCRC (presence of lung/liver
metastasis or peritoneal carcinomatosis; Figure 4). We have
also shown a strong positive correlation between the fecal
Gal-3 and biomarkers AFP and CEA, respectively (Table 2).
Interestingly,we didnotfind a correlation of serumGal-3with
the same parameters andmarkers of the disease severity. Also,
values of Gal-3 in feces are about two to three times higher
than those in sera, what makes measurement in feces a more
sensitive method. In CRC, AFP and CEA have been used as
reliable tumor markers for monitoring tumor progression.
Recent studies demonstrated that Gal-3 interacts with CEA,
promoting colorectal cancer cell migration, adhesion, and
subsequent metastasis [22, 57]. Analysis on UC patients
revealed that fecal Gal-3 does not correlate with the endo-
scopic and clinical Mayo score, as well as with histopatholog-
ical parameters of the affected tissue, and is not suitable for
evaluation of severity of UC (Table 2).

Analysis of Receiver Operating Characteristic (ROC)
curves of Gal-3 and disease parameters and markers for
CRC revealed that Gal-3 could predict an advanced TNM
stage, higher nuclear grade, and poor tumor tissue differenti-
ation as well as the presence of lung/liver metastasis or peri-
toneal carcinomatosis, at good sensitivity and specificity.
According to our findings, fecal Gal-3 could be a valuable
marker for CRC severity and progression.

5. Conclusions

In summary, increased local values of Gal-3, reflected
through a higher fecal concentration, in CRC patients with
a higher nuclear grade, poor tumor tissue differentiation,
and advanced TNM stage of disease, may be considered as
a sign of the tumor’s malignant progression and, conse-
quently, of a poor prognosis for patients. Predomination of
Gal-3 over proinflammatory cytokine TNF-α, in patients
with advanced and progressive disease, may implicate on
immunomodulatory role of Gal-3 in limiting ongoing proin-
flammatory processes and preventing potent antitumor
immune response. This phenomenon favors tumor immune
escape and long-range dissemination of tumoral cells

(metastasis). Furthermore, the fecal values of Gal-3 can be
used as a valuable marker for CRC severity and progression
and not for UC severity. These observations support the idea
that Gal-3 may contribute to the immune privilege of tumors
by modulating local immune response and point on possible
role of fecal Gal-3 as a state and progression marker of CRC
and its potential use as a therapeutic target.
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Abstract

Diabetic patients have higher incidence and mortality of cancer. Recent study revealed 

that hyperglycemia-induced oxidative stress is involved in the acceleration of tumor 

metastasis. We used model of high-dose streptozotocin-induced diabetes to investigate 

its effect on tumor growth and modulation of antitumor immune response of 4T1 murine 

breast cancer in BALB/c mice. Diabetes accelerated tumor appearance, growth and 

weight, which was associated with decreased NK cells cytotoxicity against 4T1 tumor cells 

in vitro. Diabetes reduced frequencies of systemic NKG2D+, perforin+, granzyme+, IFN-γ+ 

and IL-17+ NK cells, while increased level of PD-1 expression and production of IL-10 in 

NK cells. Diabetes decreased percentage of NKG2D+NK cells and increased percentage of 

PD-1+ NK cells also in primary tumor. Diabetes increased accumulation of IL-10+ Tregs and 

TGF-β+ myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in spleen and tumor. Diabetic sera  

in vitro significantly increased the percentage of KLRG-1+ and PD-1+ NK cells, decreased 

the percentage of IFN-γ+NK cells, expression of NKp46 and production of perforin, 

granzyme, CD107a and IL-17 per NK cell in comparison to glucose-added mouse sera and 

control sera. Significantly increased percentages of inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

and indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) producing MDSCs and dendritic cells (DC) were 

found in the spleens of diabetic mice prior to tumor induction. 1-methyl-DL-tryptophan, 

specific IDO inhibitor, almost completely restored phenotype of NK cells cultivated in 

diabetic sera. These findings indicate that diabetes promotes breast cancer growth at 

least in part through increased accumulation of immunosuppressive cells and  

IDO-mediated attenuation of NK cells.

Introduction

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer in 
women and one of the leading causes of death related to 
tumors (DeSantis et  al. 2014, Tao et  al. 2015). Diabetes 
mellitus is metabolic disease, mainly characterized by 
hyperglycemia, resulting due to lack of insulin secretion 

or insulin action (American Diabetes Association 2014). 
Beside very important role of hyperglycemia, the other 
factors such as oxidative stress and hyperlipidemia are also 
involved in the development of diabetic complications 
(Kangralkar et al. 2010).
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Previous animal and human studies indicate that 
diabetes is associated with increased risk of breast cancer 
development because of many shared risk factors (Goto et al. 
1995, Vigneri et al. 2009, Giovannucci et al. 2010, Cohen 
& LeRoith 2012, Shi & Hu 2014). Diabetes may influence 
tumor genesis and progression by several mechanisms (Shi 
& Hu 2014). According to Warburg’s hypothesis, cancer 
cells use far more glucose for energy and survival than 
regular cells, implicating that hyperglycemia could facilitate 
tumor growth (Vander Heiden et  al. 2009). Abundant 
reactive oxidative species, one of the main characteristics 
of diabetes, are involved in both, the initiation and 
progression of cancer (Waris & Ahsan 2006). Recent 
study indicated that a hyperglycemia-mediated enhanced 
oxidative stress increased the expression of adhesive 
molecules on endothelial cells thus accelerating melanoma 
metastasis and that nullifying systemic oxidative stress 
suppressed progression of tumor metastasis in diabetes 
(Ikemura et al. 2013). These suggested mechanisms explain 
the possible linkage between diabetes and accelerated 
genesis and progression of tumors. However, the role of 
diabetes in primary tumor growth and immune response 
to tumor is incompletely understood.

There is evidence that diabetes compromises defense to 
infection and immune response in general, including NK 
cells. Type 1 diabetic patients have decreased expression and 
aberrant signaling through the NKG2D receptor as well as 
markedly lower expression of p30/p46 NK-activating receptor 
molecules (Rodacki et al. 2007, Qin et al. 2011). Chen and 
coworkers have shown that stimulated streptozotocin (STZ)-
diabetic cytotoxic T cells produce less perforin and TNF-α 
and thus they have no capability to eliminate melanoma 
cells and improve the survival of tumor-bearing mice 
(Chen et al. 2014). Other studies have shown that diabetes 
decreases total percentage and also impairs the expression 
of chemokine receptors and costimulatory molecules and 
decreases the production of proinflammatory cytokines in 
professional antigen-presenting cells (Nieminen et al. 2012, 
Sun et al. 2012). To our knowledge, there are no data about 
immunosuppressive cells, important players in biology of 
tumor, in diabetic condition. As mammary cancer is one 
of the most frequent tumors in population, the aim of our 
study was to investigate the effects of diabetes on murine 
4T1 breast cancer growth and alteration of antitumor 
immune response.

Herewith, we provide the evidence that diabetic 
condition accelerates murine breast cancer growth, 
promotes suppressive activity of MDSC and regulatory  
T cells (Treg) affecting NK cells activity at least in part by 
enhancing 2,3-dioxygenase (IDO) production.

Material and methods

Mice

Six-to-eight-week-old female BALB/C mice used in 
all experiments were obtained from Military Medical 
Academy, Belgrade, Serbia. Mice were housed under 
standard laboratory conditions (22 ± 2°C, relative 
humidity 51 ± 5% and a 12-h light-dark cycle) and were 
administered standard laboratory chow and water  
ad libitum. All experiments were approved by the Animal 
Ethics Board of the Faculty of Medical Sciences, University 
of Kragujevac, Serbia.

Induction of diabetes

BALB/C mice received an intraperitoneal injection of 
streptozotocin (STZ, obtained from Sigma Chemical) 
dissolved in sodium citrate buffer (CB, pH 4.5) at a single 
dose of 170 mg/kg body weight. Control group of mice 
received only 100 μL of CB.

Induction of mammary carcinoma

The mouse mammary carcinoma cell line 4T1, syngenic 
to the BALB/c background, was purchased from the 
American Type Culture Collection (ATCC). 4T1 cells were 
maintained in culture medium (Dulbecco’s-modified 
Eagle’s medium added with 10% fetal bovine serum (FBS), 
2 mmol/L l-glutamine, 1 mmol/L penicillin–streptomycin 
and 1 mmol/L mixed nonessential amino acids (Sigma). 
Subconfluent monolayers, in log growth phase, were 
harvested by brief treatment with 0.25% trypsin and 
0.02% EDTA in phosphate-buffered saline (PBS, PAA 
Laboratories GmbH, Etobicoke, Canada) and washed three 
times in serum-free PBS before use in all in vivo and in vitro 
experiments. The number of passage of 4T1 cell line was 
7–10 in all experiments. The number of viable tumor cells 
was determined by trypan blue exclusion. Suspensions 
only with >95% viable cells were used in experiments. 
After 4 of weeks STZ or CB injection, each mouse was 
inoculated with 5 × 104 4T1 tumor cells orthotopically 
into the 4th mammary fat pad.

Estimation of in vivo 4T1 tumor appearance 
and growth

Appearance of primary tumor and tumor diameter 
were assessed during experiment. The size of primary 
4T1 mammary tumors was assessed morphometrically 
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from the day of tumor appearance, two times per week, 
using electronic calipers in two dimensions. Thirty-six 
days after tumor cell injection, mice were killed and the 
primary tumors were surgically removed and measured 
their weight. Blood was taken from the abdominal aorta.

Determination of catalase

Red blood cells (RBC) isolated from the blood of  
STZ-treated and CB-treated mice were used for measuring 
antioxidative enzyme, catalase (CAT). RBCs were treated 
as previously described, and the activity of CAT in RBCs 
are presented in units per gram of hemoglobin × 103  
(U/g Hb × 103) (Gajovic et al. 2016).

Purification of CD8+ T cells

CD8+ T cells were isolated from spleens of tumor-bearing 
mice treated with STZ or CB, respectively using magnetic 
cell separation kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Germany) as previously described (Jovanovic et al. 2014). 
After negative selection, unlabeled cells were highly 
enriched with CD8+ T cells.

Purification of NK cells

NK49b+ cells were purified from spleens of diabetic and 
control group of mice using magnetic cell separation kit 
(Miltenyi Biotec) as previously described (Jovanovic et al. 
2014). After positive selection, labeled cells were highly 
enriched with NK cells.

Cytotoxicity assay

Cytotoxicity assay was determined by the xCELLigence 
RTCA (Real-Time Cell Analyzer) DP (Dual Plate) 
Instrument (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) 
according to manufacturer’s recommendations. 100 µL 
of complete medium were added to each well and 
background impedance on the plates was measured on 
the xCELLigence RTCA DP instrument at 37° and 5% 
CO2. The E-plate 16 were placed in the xCELLigence 
RTCA DP, and impedance measurements were recorded 
every 15 min for 60 h. 4T1 cells (1 × 104/well) were seeded 
in plate and used as target cells. After 36 h, splenocytes 
(ratio of target to effector cells (T:E = 1:20), purified CD8+ T 
cells (T:E = 1:5) and NK cells (T:E = 1:5) derived from spleen 
of experimental and control group of mice, respectively, 
were added in plates as effector cells. Splenocytes, CD8+ 
T-cell and NK cell–mediated death of tumor cells were 

monitored in real time and was indicated by a decrease 
in cell index. Data were analyzed with RTCA Software 1.2 
(ACEA Biosciences).

Flow cytometric analyses of splenocytes and  
tumor-infiltrating leukocytes

Single-cell suspensions of spleens were obtained by 
mechanical dispersion. Single-cell suspensions of primary 
tumors were obtained by enzymatic digestion as previously 
described (Jovanovic et  al. 2014). Fluorochrome-labeled 
anti-mouse mAbs specific for CD3 (145-2C11), CD49b 
(HMa2), CD4 (H129.19), CD8 (53-6.7), NKp46 (29A1.4), 
CD69 (H1.2F3), CD11b (M1/70), CD11c (N418), MHC 
class II (14-4-4S), CD86 (GL1), CD279 (J43), Ly-6C/G 
(RB6/8C5), NKG2D (CX5), KLRG-1 (2F1) or isotype-
matched controls (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA; 
Invitrogen) were used. For intracellular staining, cells 
were stimulated with phorbol 12-myristate 13-acetate 
(50 ng/mL, Sigma-Aldrich), ionomycin (500 ng/mL, 
Sigma-Aldrich) and GolgyStop (BD Pharmingen) for 4 h 
and stained with fluorochrome-labeled anti-mouse mAbs 
specific for perforin (eBio0MAK-D), granzyme (16g6; 
NGZB), CD107a (1D4B), Foxp3 (MF23), IFN-γ (XMG1.2), 
IL-10 (JES5-16E3), IL-17 (C15.6) and TGF-β (141231), 
IDO (2E2/IDO1) and iNOS (CXNFT) (BD Pharmingen; 
BioLegend, San Diego, CA, USA; eBiosciences, San Diego, 
CA, USA). Flow cytometry was conducted on FACSCalibur 
Flow Cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and 
the data were analyzed using FlowJo (Tree Star).

In vivo depletion of NK cells

For in vivo depletion of NK cells, mice were treated i.p. 
with 100 μg of anti-GM1b anti-asialo antibody (Waco 
Chemicals, Richmond, VA, USA) 1 day prior and 5 days 
after 4T1 tumor cell application. Efficacy of depletion of 
NK cells was >95%.

In vitro experiments on splenocytes

Freshly isolated splenocytes derived from healthy mice 
were cultured for 24 h in RPMI-1640 medium (Sigma-
Aldrich) containing 10% of serum isolated from diabetic 
mice, serum isolated from control mice with added glucose 
(glucose level was equal (16.7 ± 0.8 mmol/L) to the glucose 
concentration in serum of diabetic mice) and serum 
isolated from control mice, respectively. After incubation, 
cells were harvested and stained with appropriate 
antibodies for FACS and evaluated by flow cytometry.
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Measurement of cytokines

Levels of TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-12, IL-17 and IL-10 in the 
mouse serum were measured using ELISA kits specific 
for the mouse cytokines (R&D Systems) according to the 
manufacturer’s instructions.

In vitro inhibition of H2O2

Freshly isolated splenocytes derived from healthy mice 
were cultured for 24 h in RPMI-1640 medium (Sigma-
Aldrich) containing 10% of serum isolated from diabetic 
mice, serum isolated from diabetic mice with added peg-
catalase (Sigma-Aldrich) and serum isolated from control 
mice, respectively. Fifteen minutes prior the addition of 
serum diabetic mice, splenocytes were incubated with 
2000 U/mL catalase, which converts H2O2 to H2O and O2 
(Peraldi et al. 2009). After incubation, cells were harvested 
and stained with appropriate antibodies for FACS and 
evaluated by flow cytometry.

In vitro pharmacological inhibition of IDO

Freshly isolated splenocytes from healthy mice were 
cultured for 24 h in RPMI medium containing 10% 
of serum isolated from diabetic mice with or without 
addition of inhibitor of IDO enzymatic activity, 1 mM 
1-methyltryptophan, (1-MT, Sigma-Aldrich) and 10% 
of serum isolated from healthy mice, respectively. After 
incubation, cells were harvested, stained with appropriate 
antibodies for FACS and analyzed by flow cytometry.

Statistical analysis

The data were analyzed using commercially available 
software (SPSS, version 20). Results were analyzed using 
the Student’s t-test or Mann–Whitney U test where 
appropriate. Difference in appearance of primary tumor 
was assessed using Kaplan–Meier analysis and was 
evaluated using the log-rank test. Data are presented as 
mean ± s.e.m. Statistical significance was set at P < 0.05.

Results

Enhancement of tumor growth in 
hyperglycemic mice

Glycemia and body weight were measured weekly 
after treatment with STZ. As shown in Fig.  1a and b, 
glycemia was significantly increased (P = 0.001) while the 

body weight was significantly decreased (P = 0.041) in  
STZ-treated group of mice compared to control group 
on the 28th day after STZ injection. STZ-treated mice 
had significantly increased catalase activity compared 
to control mice (P = 0.043; Fig.  1c). At that time, 4T1 
mammary carcinoma cells were inoculated and tumor 
appearance and tumor diameter were monitored three 
times per week while tumor weight was measured after 
mice were killed. The appearance of palpable tumor was 
significantly accelerated in STZ-treated mice (P = 0.037; 
Fig.  1d). Log-rank test confirmed significant difference 
in tumor appearance between defined groups, which 
was illustrated using Kaplan–Meier curves (P = 0.040; 
Fig.  1d). Primary tumor diameters were increased in 
STZ-treated mice in comparison to control mice and the 
difference reached statistical significance 16  days after 
tumor induction (P = 0.020; Fig. 1e). Thirty-five days after 
tumor cell application, mice were killed, and tumors were 
isolated and measured. Tumor weights were significantly 
increased in mice treated with STZ compared to controls. 
(P = 0.038; Fig. 1f).

Altered NK but not cytotoxic T cells activity 
contributes to enhanced tumor growth in 
diabetic mice

In order to tested cells important for enhanced tumor 
growth of STZ-treated animals, we evaluated the 
cytotoxicity of splenocytes and isolated NK cells and 
CD8+T cells against 4T1 tumor cell line, in vitro. The 
results obtained by xCELLigence system for monitoring 
real-time cytotoxicity showed that diabetes led to 
decreased cytotoxic activity of splenocytes (P = 0.021; 
Fig. 2A). In order to define the effector cells responsible for 
diminished cytotoxic activity of splenocytes, we isolated 
splenic CD8+ T cells from tumor-bearing mice and tested 
their effect on 4T1 cells. There were no differences in 
cytotoxicity between CD8+ T lymphocytes derived from 
STZ-treated and control mice (Fig. 2B). Further, we tested 
cytotoxic activity of isolated CD49b+ NK cells against 
tumor cells, at same target:effector ratio as for CD8+ T cells 
(1:5). As shown in Fig. 2C, splenic NK cells isolated from 
STZ-treated mice were significantly less cytotoxic against 
4T1 cells (P = 0.001), indicating that diabetes significantly 
reduced cytotoxic potential of NK cell population.

Further, we depleted NK cells in STZ and CB-treated 
mice by in vivo administration of an antiasialo-GM1 
antibody, following tumor challenge. After antiasialo-GM1 
treatment, tumor appearance was significantly accelerated 
in both groups of mice in comparison to non-treated 
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animals, which is confirmed by log-rank test (CB vs CB+AA 
P = 0.001; STZ vs STZ+AA P = 0.001; Fig.  2D). Moreover, 
after NK cells depletion, the difference in dynamic of 
tumor appearance as well as in tumor diameter and tumor 
weight in STZ and CB-treated mice could no longer be 
registered (Fig. 2D, E and F).

Diabetes alters functional phenotype of NK cells 
in spleen

We further examined phenotype of splenic NK cells 
on the 28th day after STZ induction, prior to tumor 
induction. Diabetic condition decreased expression of 
NKG2D-activating receptor on CD3−CD49b+NK cells 
compared to NK cells derived from control mice (P = 0.005; 
Fig. 3A). There was no significant difference in percentage 
of PD-1+CD3−CD49b+NK cells. However, level of PD-1 
expression was significantly increased on individually 
NK cell derived from STZ-treated mice in comparison 
to controls (P = 0.017; Fig.  3B). Intracellular staining 
of NK cells revealed significantly lower percentage of 
perforin (P = 0.045), IFN-γ (P = 0.049) and IL-17 (P = 0.032) 
producing CD3−CD49b+NK cells in STZ-induced mice 

(Fig.  3C, D and E). There was no significant difference 
(P > 0.05) in the percentage of IL-10-producing NK cells 
between groups; however, we found significantly higher 
expression of IL-10 per NK cell isolated from STZ-treated 
mice (P = 0.049; Fig. 3F).

Interestingly, there were no differences in the 
phenotype of splenic CD8+ T cells between STZ- 
and CB-treated tumor-bearing mice, respectively. 
Analyses revealed insignificant increased percentage of  
KLRG-1+CD3+CD8+ T cells in STZ-treated tumor-bearing 
mice while we did not find any differences in the 
expression of other surface markers of interest: NKG2D, 
CD69, Cd107a and PD-1 or in the production of IFN-γ, 
IL-17, perforin and granzyme (data not shown).

Diabetes facilitates accumulation of innate and 
acquired immunosuppressive cells in  
tumor-bearing mice

Analysis of serum cytokines have shown increased 
concentration of IL-10 in the sera of STZ-treated mice in 
comparison to control group (Fig. 4A), while there were 
no differences in the level of TNF-α, IFN-γ, IL-1, IL-12 and 

Figure 1
Diabetes accelerates tumor appearance and growth. (A) Metabolic parameters prior to tumor induction. Mice were injected intraperitonealy with STZ at 
a single dose of 170 mg/kg bodyweight or 100 μL of CB only. Glycemia and body weight were measured weekly (a and b). Catalase was measured by 
spectrophotometry in red blood cells derived from STZ-treated and control mice (c). (B) Appearance and growth of mammary tumor inoculated 28 days 
after STZ-induced diabetes. Mice were inoculated with 5 × 104 4T1 cells. Palpable tumors were monitored for 36 days (d and e). Tumor weight was 
measured on day 36 (f). Data are presented as mean ± s.e.m. of seven mice per group and are representative of three separate experiments. Statistical 
significance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or Student’s unpaired t-test and log-rank test where appropriate.
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IL-17 between two groups (data not shown). According 
to these results, we further analyzed immunosuppressive 
cells in spleens of STZ-treated and CB-treated mice, 
respectively, prior and 15  days after 4T1 tumor cell 
application. STZ-treated mice exhibited pronounced 
increase in percentage of splenic CD11b+CD11c−Gr-1+ 
MDSCs compared with control mice (P = 0.029; Fig. 4B). 
Moreover, STZ-treated mice exhibited increased percentage 
of splenic CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs that produce 
TGF-β (P = 0.03; Fig. 4C). Percentage of CD4+Foxp3+ cells 
(P = 0.029) as well as percentage of IL-10-producing CD4+ 
Foxp3+ cells (P = 0.048) were significantly increased in 
spleens of diabetic tumor-bearing mice (Fig. 4D and E).

Analyses of dendritic cells (DCs) revealed that there 
were no differences in the percentage of CD11b+CD11c+ 
cells in spleen derived from STZ-treated and CB-treated 

mice prior and after tumor challenge (data not shown). 
There were no differences in expression of MHC II and 
CD86+ on CD11b+CD11c+ cells derived from spleen of 
animals from previously defined groups (data not shown).

Diabetes modulates innate lymphoid and myeloid 
cells phenotype in primary tumor

Analysis of NK cells in tumor tissue did not show 
differences in percentage of CD45+NKp46+ NK cells 
(Fig.  5A). Analyses of functional phenotype revealed 
significantly lower percentage of NKG2D+ (P = 0.008) 
and higher percentage of PD-1+NK cells (P = 0.029) in the 
tumors of STZ-treated mice compared to animals treated 
with CB only (Fig. 5B and C).

Figure 2
Diabetes diminishes NK cell cytotoxicity. The 
results obtained by xCELLigence system showed 
cytotoxic activity of splenocytes (A), CD8+T cells 
(B) and NK cells (C) isolated from mice treated 
with STZ and CB, respectively. Data are presented 
as means ± s.e.m. of two individual experiments, 
each carried out with seven mice per group. 
Statistical significance was tested by unpaired 
Student’s t-test. NK cells were depleted by 
administration of antiasialo GM1 mAb (AA). 
Representative flow cytometry plots show 
percentage of splenic NK cells after in vivo 
depletion (D). NK-depleted diabetic and control 
mice were injected with 5 × 104 4T1 tumor cells. 
Palpable tumors (E), tumor diameter (F) and 
tumor weight (G) were measured up to day 36 
from the inoculation of 4T1 tumor cells. Data are 
presented as mean ± s.e.m. of seven mice per 
group and are representative of two separate 
experiments. Statistical significance was tested by 
Student’s unpaired t-test and and log-rank test, 
where appropriate.
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We found increased percentage of CD11b+CD11c−Gr-1+ 
MDSCs (P = 0.021) as well as TGF-β+ CD11b+CD11c−Gr-1+ 
MDSCs (P = 0.039) in primary tumor of STZ-treated mice 
compared to control mice (Fig. 5D and E).

Diabetic serum altered NK cell phenotype in vitro

Further, we investigated the effects of diabetes-mediated 
soluble factors and glucose on functional phenotype of 
NK cells. Splenocytes isolated from healthy mouse were 
seeded for 24 h in medium containing serum derived from 
diabetic mice, serum derived from healthy mice with 
added glucose or serum derived from healthy mice only, 
and CD3−CD49+ NK cells were analyzed within cultivated 
population of splenocytes. Addition of glucose increased 
percentage of KLRG-1+ (P = 0.029) and PD-1+ (P = 0.016) 
CD3−CD49b+NK cells (Fig. 6A and B). Although there were 
no differences in the percentage of NKp46 and perforin, 
there was significant decrement in the level of expression 
of these molecules in NK cells treated with glucose added 
sera (P = 0.026; P = 0.017; Fig.  6C and D). Cultivation in 
diabetic sera additionally increased percentage of KLRG-1+  
(P = 0.032; P = 0.016) and PD-1+ (P = 0.036; P = 0.016) 
CD3−CD49b+NK cells and decreased expression of NKp46 
(P = 0.038; P = 0.014) and production of perforin (P = 0.049; 

P = 0.012) per CD3−CD49b+NK cell in comparison 
to glucose added sera and control sera (Fig.  6A, B, C 
and D). Diabetic sera decreased percentage of IFN-γ-
producing CD3−CD49b+NK cells (P = 0.029; P = 0.029) 
decreased expression of CD107a (P = 0.016; P = 0.014), and 
production of granzyme (P = 0.004; P = 0.003) and IL-17 
(P = 0.048; P = 0.032) in CD3−CD49b+NK cells compared to 
glucose added sera and control sera (Fig. 6E, F, G and H).

In order to nullify enhanced oxidative stress, we 
performed additional in vitro experiments. Freshly isolated 
splenocytes derived from healthy mice were cultivated in 
medium containing serum derived from diabetic mice, 
serum derived from diabetic mice with added peg-catalase, 
and serum derived from healthy mice, respectively. 
Addition of peg-catalase significantly increased the 
percentage of NKp46+CD3−CD49b+NK cells (P = 0.05) but 
did not affect the expression of PD-1, KLRG-1 and NKG2D 
molecules in comparison to NK cells cultivated in diabetic 
sera (Table 1).

NK cell function is suppressed in  
IDO-dependent manner

Further, we analyzed the production of iNOS and IDO 
in different cell populations. Intracellular staining of 

Figure 3
Diabetes alters functional phenotype of NK cells in spleen. The graphs and representative facs plots displaying the percentage of NKG2D (A), PD-1 (B), 
perforin (C), IFN-γ+ (D), IL-17+ (E) and IL-10+ (F) NK cell derived from spleens of STZ and control, respectively. Data are shown as mean ± s.e.m. of seven 
mice per group and are representative of three separate experiments. Statistical significance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or Student’s 
unpaired t-test, where appropriate. A full color version of this figure is available at https://doi.org/10.1530/ERC-17-0529.
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splenic MDSCs and DCs revealed significantly higher 
percentages of iNOS+ (P = 0.029) and IDO+ (P = 0.031) 
CD11b+CD11c−Gr+MDSCs as well as iNOS+ (P = 0.005) and 
IDO+ (P = 0.026) CD11b+CD11c+ DCs in STZ-treated mice 
in comparison to control group (Fig. 7A, B, C and D). Next, 
in in vitro experiments, splenocytes isolated from healthy 
mouse have been cultivated in medium containing serum 
derived from diabetic mice with and without added 1-MT, 
selective blocker of IDO, and in sera isolated from healthy 
mice, respectively, for 24 h. Addition of 1-MT in diabetic 
sera abrogates suppressive effect on percentage of NKG2D+ 
(P = 0.016), NKp46+ (P = 0.038) and CD69+ (P = 0.004), 
perforin-producing (P = 0.008) and granzyme-producing 
(P = 0.032) CD3−CD49b+ cells compared to the same 
population of cells cultivated in diabetic sera without 
addition of 1-MT (Fig. 7E, F, G, H and I). Addition of 1-MT 

decreased percentage of IL-10-producing CD3−CD49+bNK 
cells (P = 0.041) and expression of PD-1 per CD3−CD49b+ 
cells (P = 0.015) in comparison to NK cells cultivated in 
diabetic serum only (Fig. 7J and K).

Discussion

Previous evidence in mice and humans clearly 
demonstrated the relationship between type 1 and 
type 2 diabetes and malignancy and some studies have 
investigated the underlying mechanisms (Ikemura et  al. 
2013, Chen et al. 2014). The study by Goto and coworkers 
demonstrated that STZ-induced diabetes accelerates 
mammary tumor genesis; however, the cellular basis of this 
effect was not explored (Goto et al. 1995). It is also obvious 
that effector cells involved in antitumor immunity may 

Figure 4
Diabetic condition favors immunosuppressive phenotypes of spleen cells. The level of IL-10 in the sera of diabetic and control group of mice (A). The 
percentage of CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs (B) and TGF-β+CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs (C), CD4+Foxp3+ cells (D), IL-10+CD4+ Foxp3+ cells (E) in the spleen of 
STZ-treated and control mice, respectively, prior and 15 days after 4T1 tumor cell application were determined by flow cytometry and displayed on 
graphs and representative facs plots. Data are mean ± s.e.m. from six mice per group and are representative of two separate experiments. Statistical 
significance was determined by Mann–Whitney rank-sum test.
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be differently affected by hyperglycemia and pathologies 
in obesity, insulin resistance and inflammation (Sell 
et al. 2012, Wrann et al. 2012, Berrou et al. 2013). In this 
paper, we have demonstrated the accelerated growth of 
mammary carcinoma in mice made hyperglycemic by a 
single ‘high’-dose injection of STZ.

We found that splenocytes derived from tumor-
bearing diabetic mice had significantly lower cytotoxic 
activity in comparison to those isolated from control 
tumor-bearing mice (Fig.  2A). Further, we tested the 
cytotoxicity of isolated CD8+ T cells and NK cells. Recently, 
using melanoma model, Chen and coworkers have shown 
that the acquisition of tumor-killing capacity of CD8+ T 
cytotoxic cells is diminished in melanoma-bearing STZ-
diabetic mice (Chen et al. 2014). However, we did not find 
any significant difference in cytotoxicity of CD8+ T cells 
to mammary tumor cells in vitro (Fig. 2B). While in these 
animal model, CD8+ T cells have been shown to play an 
important antitumor role, our previous studies revealed 
a nonessential role of CD8+ T cells-mediated cytotoxic 
antitumor activity (Jovanovic et al. 2011, 2014). The fact 
that 4T1 is weakly immunogenic mouse breast tumor 
cell line and previous findings that innate immunity is 
essential in antitumor response in this tumor model are 
in line with our results (Jovanovic et  al. 2011, 2014). 
As we and others have shown previously that NK cells 
cytotoxicity is important in immunological surveillance 

and immune response to established tumor, we found 
cytotoxic capacity and phenotypic alteration of NK cells in 
diabetic mice as shown prior to tumor induction (Smyth 
et  al. 2005, Jovanovic et  al. 2011, Marcus et  al. 2014). 
These findings demonstrated lower cytotoxicity of NK 
cells of mice treated with STZ (Fig. 2C). In vivo depletion of 
NK cells nullified the difference in tumor appearance and 
growth which is in line with in vitro experiment (Fig. 2D, 
E and F). These findings suggest on essential role of 
diminished NK cells activity in accelerated tumor growth 
phenomenon in diabetic mice.

Rodacki and coworkers reported that NK cells 
in patients with long-standing type 1 diabetes had 
markedly lower expression of p30/p46 NK receptors 
compared with those of control subjects (Rodacki et  al. 
2007). Interestingly, both NOD mice and patients 
with diabetes also have slightly decreased expression 
of NKG2D (Ogasawara et  al. 2003, Qin et  al. 2011). 
Accordingly, our findings show that diabetic condition 
attenuates expression of activating receptor such as 
NKG2D, production of cytolytic molecules such as 
perforin and proinflammatory cytokines IFN-γ and 
IL-17, while favors expression of PD-1 molecule and 
production of IL-10 in splenic NK cells (Fig.  3). These 
findings together with diminished cytotoxic activity of 
NK cells derived from STZ-treated mice, as previously 
described (Fig.  2), implicate that diabetes attenuates 

Figure 5
Diabetes affects the phenotype of NK cells and Tregs in primary tumor. The graphs and representative facs plots displaying the percentage of 
CD45+NKp46 NK cells (A) as well as NKG2D+ (B) and PD-1+ (C) NK cells, derived from primary tumor of STZ and control mice, respectively, 15 days after 
4T1 tumor cell application. The percentage of CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs (D) as well as TGF-β+ CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs (E) in the primary tumor of 
STZ-treated mice and control mice were determined by flow cytometry 15 days after 4T1 tumor cell application. Data are mean ± s.e.m. from seven mice 
per group and are representative of two separate experiments. Statistical significance was determined by Mann–Whitney rank-sum test. A full color 
version of this figure is available at https://doi.org/10.1530/ERC-17-0529.
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Figure 6
Diabetic serum induces alteration of NK cells phenotype,  
in vitro. Splenocytes derived from healthy mice were 
cultivated in medium containing diabetic sera, glucose 
added sera and control sera, respectively. The graphs and 
representative facs plots displaying the percentage of 
KLRG-1+ (A), PD-1+ (B), NKp46+ (C), perforin (D), IFN- γ (E), 
Cd107a+ (F), granzyme+ (G), IL-17+ (H) NK cells. Data are 
shown as mean ± s.e.m. of six mice per group and are 
representative of three separate experiments. Statistical 
significance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or 
Student’s unpaired t-test, where appropriate.
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tumoricidal phenotype of NK cells. Our results are in line 
with previously mention studies claiming alteration of 
NK cells phenotype in humans with diabetes (Rodacki 
et al. 2007, Berrou et al. 2013). Similar phenomenon was 
obtained in tumor microenvironment. Although we did 
not find difference in percentage of tumor-infiltrating 
NK cells, significantly lower percentage of NKG2D+ NK 
cells and higher percentage of PD-1+ NK cells suggest that 
diabetes favors accumulation of poorly functional NK 
cells in primary tumor (Fig. 5A, B, C and D).

As various mechanisms are proposed to be responsible 
for the immunosuppressive effects of diabetes, we tested 
several hypotheses to identify agents responsible for 
suppression of NK cells. First, we examined the possibility 
that this is mediated by hyperglycemia, which is known 
to directly disturb endoplasmatic reticulum (ER) function, 
favor accumulation of misfolded proteins in the lumen 
thus promoting ER stress, which in turn decreases the 
expression of activating receptors on NK cells (Berrou 
et  al. 2013). Diabetic sera increased percentage of  
KLRG-1+ and PD-1+ NK cells, decreased the expression of 
NKp46, CD107a and production of perforin, granzyme, 
IFN-γ and IL-17 per NK cell compared to glucose added 
sera and control sera (Fig.  6A, B, C, D, E, F, G and H). 
These results suggest that hyperglycemia is not crucial for 
altered NK cell phenotype in diabetes and left at least two 
nonexclusive possibilities. First, reactive oxidative species, 
which are abundant in the sera of diabetic mice, may 
suppress NK cell activity through diminished expression 
of activating receptors such as NKG2D, as previously 
reported (Choi et al. 2008, Peraldi et al. 2009). In our study, 
increment in catalase concentration indicates on higher 
systemic H2O2 level, one of the major ROSs, in serum of 
diabetic mice (Fig. 1c). However, addition of peg-catalase 
and subsequently blocking of enhanced oxidative stress 
revealed increment of NKp46 expression only but did not 
affect the expression or production of other markers of NK 
cell activity such as NKG2D, KLRG-1 and PD-1 (Table 1). 
Recent study has shown that in vivo treatment with peg-
catalase significantly reduced the number of tumor cells 

in the lung and liver in both untreated and STZ-treated 
mice however, our results are implicating on some other 
mediators that suppress tumoricidal phenotype of NK 
cells (Ikemura et al. 2013).

Level of IL-10 was significantly increased in 
the sera of diabetic mice (Fig.  4A). It is known that 
immunosuppressive cells such as MDSCs, Tregs and 
immature DCs are important regulators of innate 
and adaptive immunity and all may produce IL-10 
(Dilek et  al. 2012, Yang 2013). It appears that diabetic 
condition facilitated accumulation of suppressive 
CD11b+CD11c−Gr-1+ MDSCs in spleen, prior to tumor 
injection (Fig. 4B and C). During tumor growth, recruited 
MDSCs promote generation, polarization, activation 
and migration of Tregs (Huang et al. 2006, Hoechst et al. 
2009, Vitale et  al. 2014). Indeed, diabetic condition 
led to significant increased accumulation of TGF-β 
producing MDSCs both in spleen and mammary tumor 
(Figs  4C and 5E). Moreover, increased accumulation of 
IL-10 producing CD4+Foxp3+Tregs was detected in spleen 
of tumor-bearing diabetic mice (Fig.  4E). Sitrin and 
coworkers argue that Tregs control NK cell function by 
controlling bioavailability of limited amount of IL-2 in 
the islets generated mainly by CD4+ T cells infiltrating the 
islets in BDC2.5/NOD mice (Sitrin et al. 2013). However, 
in our model, this should be of very limited effect as the 
single high dose of STZ is toxic for β cells but does not 
induce significant islet infiltration.

Few possible mechanisms of MDSC-mediated NK 
cell suppression are known. They inhibit NK cells 
through a cell-contact-dependent mechanism via 
membrane-bound TGF-β or recognition of the NK cell-
activating receptors (Ostrand-Rosenberg et al. 2012). It 
is also known that in order to make immunosuppressive 
tumor microenvironment, activated MDSCs produce 
arginase 1, inducible nitric oxide synthase (iNOS), 
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), NADPH oxidase 
and immunosuppressive cytokines (Wesolowski et  al. 
2013). iNOS is one of the products of immunosuppressive 
cells important for producing NO that further directly 

Table 1  Effect of catalase, in vitro.

Diabetic sera Diabetic sera + peg-catalase Control sera

KLRG-1 39.85 ± 0.21 36.13 ± 2.12 27.82 ± 3.24 P > 0.05
PD-1 31.95 ± 2.62 29.15 ± 2.39 13.52 ± 3.57 P > 0.05
NKG2D 8.13 ± 0.85 9.15 ± 0.96 10.44 ± 1.33 P > 0.05
NKp46 13.28 ± 0.85* 20.02 ± 1.01* 22.36 ± 1.37 P = 0.05

Splenocytes derived from healthy mice were cultivated in medium containing diabetic sera, diabetic sera with added peg-catalase and control sera, 
respectively. The table displays the percentage of KLRG-1+, NKG2D+ and NKp46+ NK cells. Data are shown as mean ± s.e.m. of seven mice per group and 
are representative of two separate experiments. Statistical significance was tested by Mann–Whitney rank-sum test or Student’s unpaired t-test, where 
appropriate. *Statistical significance in NKp46 expression between diabetic sera and diabetic sera+peg-catalase is 0.05.
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Figure 7
Diabetic condition suppresses NK cells function in IDO-dependent manner. The graphs and facs plots display percentage of iNOS+ MDSCs (A) and IDO+ (B) 
MDSCs, respectively, as well as iNOS+ (C) and IDO+ CD11b+CD11c+ (D) DCs, respectively, in the spleens of experimental and control mice. Splenocytes 
derived from healthy mice were cultivated in medium containing diabetic sera with added 1-MT, diabetic sera and control sera. The percentage of 
NKG2D+ (E), NKp46+ (F) and CD69+ (G), perforin (H) and granzyme (I), IL-10 (J) and PD-1+ (K) CD3−CD49b+ cells were determined by flow cytometry. Data 
are mean ± s.e.m. from six mice per group and are representative of two separate experiments. Statistical significance was determined by Mann–Whitney 
rank-sum test or Student’s unpaired t-test, where appropriate.
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suppress proliferation of lymphocytes (Gabrilovich 
& Nagaraj 2009, Bogdan 2011). Recent study revealed 
higher iNOS activity in diabetic patients (Adela et  al. 
2015). Diabetic condition significantly increased 
percentage of iNOS+ MDSCs as well as iNOS+ DCs 
(Fig.  7A and C). Low-grade inflammation, one of the 
diabetes hallmarks, provoke iNOS expression and 
subsequent NO production that leads to increased 
IDO activity (Biswas 2016, Gazdic et al. 2017). IDO, an 
enzyme produced by variety of immune and stromal 
cells, has powerful immunomodulatory effects (Yu 
et  al. 2013). IDO is involved in the catabolism of the 
essential amino acid L-tryptophan to L-kynurenine, 
while further metabolites of the L-kynurenine act 
in the immunosuppressive manner (Lee et  al. 2002, 
Sucher et  al. 2010, Harden & Egilmez 2012). IDO 
inhibits proliferation and increased apoptosis of T cells, 
interferes with the IL-2-induced expression of activating 
receptors on NK cells, inhibits IFN-γ production and 
favors apoptosis of NK cells (Della Chiesa et al. 2006, Li 
et al. 2009, Cacalano 2016).

Accordingly, herewith we showed significantly 
increment in percentages of IDO producing MDSCs and 
DCs in diabetic mice (Fig. 7B and D). In order to confirm 
the possible immunosuppressive MDSCs/DCs-IDO 
pathway, we blocked effect of IDO using pharmacological 
inhibitor 1-MT in vitro. Addition of 1-MT in diabetic 
serum increased percentage of NKG2D+, NKp46+, CD69+, 
perforin and granzyme producing NK cells (Fig.  7E, 
F, G, H and I). Moreover, inhibition of IDO in diabetic 
condition has significantly decreased percentage of IL-10 
producing CD3−CD49+ NK cells as well as expression 
of PD-1 molecule on CD3−CD49+ cells (Fig.  7J and K).  
In comparison to control serum, 1-MT treatment almost 
completely restored the phenotype of NK cells indicating 
on important role of IDO signaling pathway in the 
suppression of NK cells in diabetic condition.

Collectively, diabetic condition promotes breast cancer 
growth through suppression of antitumor immunity. 
Diabetes favors accumulation of iNOS and IDO-producing 
innate immunosuppressive cells and subsequent 
attenuation of NK cells tumoricidal phenotype in at least in 
part through IDO-dependent manner. The growth of breast 
cancer in diabetic condition might thereby be controlled 
by the development of new IDO based biologics.
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