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34AXBA/THHIIA

Jlokmopcka oucepmauvuja ,, E¢hekmu noeocunmemucanux komnnexca naamune(lV)
Ha pacm u paduoocem.pusocm henuja Xymanux manuzHux mymopa in vitro“ je ypaheuna y
okeupy npojexma ,, Ilpexnunuuxa mecmuparsa ouoaxmuenux cyncmanyu“ (MHH41010) u
npojekma ,,Paouocenzumuenocm xymanoz 2enoma‘ (OU 173046) koje je ¢punancupano
Munucmapcmeo npoceeme, nayke u mexnonouikoez paszeoja Penyonuxe Cpouje.

Hajeehy 3axeannocm oyzyjem menumopy Ilpogp. op anujenu Toooposuh 3a
npoghecuonanny u byocky nomoh y ceum pazama ose oucepmauuje. Heusmepno cam joj
3aX6a/IHA HA CMPNBLEY U CAGEMUMA MOKOM MO2 eKCREPUMEHMATIHOZ U HAYYHOZ PAOd.

Ynanosuma komucuje, op Cyzanu Ilonoeuh, Ilpog. op Mapuju Aulhenkosuh u op
Anekcanopu Pucmuh-@upa 3axeamyjem Ha KOPUCHUM cyzecmujama u wimo cy ce paoo
npuxeamuie oyeHe 0802 paoa.

3axeamyjem ce Konecama ca Hncmumyma 3a xemujy, Ilpupoono mamemamuukoz
taxkynmema y Kpacyjeeuy, Ilpogp. op Cpehky Tpugynoeuhy, op Bepuuyu Jeemuh u op
Hanujenu Cmojkoeuh, koju cy cunmemucanu Komniekce Koju cy Ounu npeomem
usyuaearsa 0602 paoa.

Takohe ce 3axsamyjem Konecunuuyama ca HMucmumyma 3a HyKieapne Hayke
wBunua“, op Omunuju Kema, Bnaoanu Ilemkoseuh u Op Jlenu Kopuhanau, koje cy
yuecmeoeane y peanuzauuju oena ekcnepumenama y eéesu ca eghexmuma jonusyjyhee
3pauersa.

Benuko xeana u Ilpog. op [lejany backuhy u Ilpog. op /Ipazuhy bankosuhy na
capaomwu, nomohu u KopucHum casemuma, yume cy OOnPUHeIU Keaiumemy oee mese.

Ozwen, Tomucnae u Tamjana cy moja nokpemauxa cnaza. Xeana um Ha Heu3mepHoj
/byoasu u pazymesary.

3axeanna cam pooumenuma Ha de3pe3epeHoj nOOPULLU Kojy Cy MU RPYIHCUTIU.

0sy me3y noceehyjem mojoj majyu.



CAXETAK

[{usp oBOT MICTpaKUBama je Ja Ce UCIUTA IUPEKTHO IIUTOTOKCUYHO JICjCTBO M TIOTCHIIN]jaTHA
MeXaHu3aM [IeJIoBakba HOBOCHHTETHCAaHUX Komiuiekca muatuHe(IV) na Bume henujckux
JMHW]ja XyMaHuX Tymopa (kapuuHoma miyha-AS549, kapuuaoma nojke-MCF-7 u menanoma-
HTB140), kao u nudepeHnujaiHa IUTOTOKCUYHOCT Y OJHOCY Ha HOpPMAajHe, 3JIpaBe
¢budbpobmacte miyha-MRC-5. Pesynratu cy ynopehenu ca edpexruma mucruiatune (cis-Pt).
hemuje cy Tperupane 24h HakoH 3acejaBamba, a €(PEKTH aHAIM3HPAHUX KOMIUIEKCA
mnatuHe(IV) cy npahenu 6h, 24h u 48h HakoH TpeTMaHa KOHIIEHTpallMjama y OICery of 5-
100uM. Kommiekcu mnaruae(IV) mokasayjy BpeMEHCKH U JJO3HO 3aBUCHY MHXHOHIIH]Y pacTa
ucrnutuBaHux henwja. MaxubutopHu edektn cy Beoma uspaxeHn Ha AS546 u MCF-7
henmujckum nuaMjaMa, a cnabu Ha HTB140, 3060r yera cy oBe henuje nckibyueHe U3 JajbUX
UCTpakuBamwa. MHIEKC cenekTUBHOCTH S>3 yka3syje Ha J00pYy CEIEKTHBHOCT KOMILIEKCA
npeMa TymMopckuM henujama y omHocy Ha 3apaBe MRC-5 henuje. AHanmu3upanu KOMIUIEKCH
UMajy CTaTMCTUYKH 3HAuajHO aHTUnposudepaTuBHO aejcTBo Ha A549 u MCF-7 henujama.
Tperman IC50 BpegHOCTHMMa MCIHMTHBAHMX KOMILIEKCA JIOBEO je IO aroNTOTCKe henmujcke
cmptH. [IponeHat amonToTckux henuja y TpeTHpaHUM y30plUMa je CTATUCTHYKUA 3HA4YajHO
Behn y omHOCy Ha KOHTpose, aoctwxkyhm makcumym 48h HakoH Tpermana. MHayknuja
aronTo3¢ je MoBe3aHa ca MPOMEHaMa Y eKCIPECH]jH MPOANONTOTCKOT BaX W aHTHANIONITOTCKOT
Bcl-2 mpreuna, kao u muxoBuM Mel)ycoOHuM onHOcOM. KOMILIEKCH IUIaTHHE 3ayCTaBbajy
hemujcku nuknyc y S ¢asu. Tperman A549 u MCF-7 henuja 1Gy, 2Gy u 4Gy vy 3padema
noBoaM A0 ciabe wHXuMOMnMje pacta. IlperpermMaH oOBUX paauMope3UCTEHTHHX henmja
aHAJIM3MPAaHUM KOMIUIEKCHMA TutaThuHe moBehaBa ocetsbuBOCT henuja Ha ¢ 3pademe.

Kibyune peun: komruiekcu mnatuae(IV), nucnnatiuHa, aHTUTYMOPCKH €(EKTH, KIIOHOT'€HO
IpeXHUBJbaBambe, hennjcku MUKITyC, alonTo3a, JoHn3yjyhe 3paueme



ABSTRACT

The aim of this study was to examine the direct cytotoxic effect, as well as the potential
mechanism of action of the newly synthesized platinum(lVV) complexes on several human
tumour cell lines (lung cancer-A549, breast cancer-MCF-7 and melanoma-HTB140), as well
as the differential cytotoxicity compared to normal, healthy human fibroblasts-MRC-5. The
results were compared with the effects of cisplatin (cis-Pt). The cells were treated 24h after
seeding and the effects of the analysed platinum(IVV) complexes were monitored 6h, 24h and
48h after treatment with concentrations in the range of 5-100uM. Platinum(1V) complexes
show a time- and dose-dependent growth inhibition of all tested cells. The inhibitory effects
are very pronounced on A546 and MCF-7 cell lines, and weak on HTB140 and therefore these
cells were excluded from further research. The selectivity index SI>3 indicates a good
selectivity of the complex towards tumour cells compared to healthy MRC-5 cells. All analysed
complexes showed statistically significant antiproliferative effect on A549 and MCF-7 cells.
Treatment with 1C50 concentrations of the tested platinum complexes led to apoptotic cell
death. The percentage of apoptotic cells was statistically significantly higher compared to
untreated controls, reaching a maximum 48h after treatment. Induction of apoptosis is
associated with changes in the expression of proapoptotic protein Bax and antiapoptotic protein
Bcl-2, as well as their mutual relationship. Platinum(IV) complexes arrested the cell cycle in
the S phase. Treatment of A549 and MCF-7 cells with 1Gy, 2Gy and 4Gy of y radiation results
in weak growth inhibition. Pre-treatment of these radioresistant cells with analysed
platinum(IV) complexes increases the sensitivity of cells to y irradiation.

Key words: platinum(I\V) complexes, cisplatin, antitumor effects, clonogenic survival, cell
cycle, apoptosis, ionizing radiation
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1. YBOJ

[ucnmatnHa je jemaHn on  HajepUKACHUJUX ©  Hajyemhe MPUMEHHUBAHUX
XEeMHOTepareyTHKa IMupoM cBeta. L{ucmnatuna u npyra jequmemha 3aCHOBaHa Ha IUTATHHHU CY
IUTOTOKCUYHHM JIGKOBU KOju yOujajy Tymopcke henmje omrehyjyhu jemapany u
mutoxonnapujcky JIHK, wnxubupajyhm permmukannjy JHK w muto3y m uHAyKyjyhm
anontorcky henujcky cmprt (Florea and Busselberg, 2011). C apyre crpane, UCIUIATHHA MOXKE
Jla pearyje ca ApyruM henujckuM KOMIIOHEHTaMa, Kao ITo ¢y MmemOpaHcku ochonunuau u
MPOTEHHN, MUKPO(PHUIAMEHTH IHUTOCKENETa, OMOMOJIEKYIH KOjU CapXe THOJ M MPOTEHHU
UTOIIa3Me, ITO 10BoAM 10 cMptH henuje. Hakanoct, TepaneyTcku epekTr NUCIUIaTHHE CY
94eCTO OrpaHrueHH 300T OTIOPHOCTH - pe3rcTeHImje henmja Koja ce pa3Buja Kpo3 MpOMEHE y
TPaHCIIOPTY JIeKOBa, JeTokcukauuju, mompaBuum JIHK u akTuBammju curHamHux myTeBa
anmontose. llucmnmatnHa moOKasyje W 3HAYajHE HEXeEJbeHEe e(deKTe Kao INTO Cy H3pakeHa
HEPPOTOKCUYHOCT, XENaTOTOKCUYHOCT U HEYPOTOKCHYHOCT. TOKCHYHOCT U PE3UCTECHIMja Ha
[UCIUIATHHY Cy U JaJbe TIaBHE MpPENpeKe y Tepaluju TyMopa 3acCHOBaHO] Ha TuaTHHA. OBO
HABOAM MCTPAXKMBAye Ja CHUHTETHIIY HOBE KOMIUICKCE aHaJOra LUCIUIATUHE U JPYrHX
npenasHuX MeTalla KOjU MoKa3yjy OoJbe edeKTe, Mamy TOCHYHOCT M PE3UCTEHIH]Y O
UCIUTaTHHE. 300T TOTa je pa3yMeBambe MeXaHu3aMa JIeJIOBamka U OTIOPHOCTH TYMOpa Ha OBaj
XEMHOTEPAINeyTUK OJ MPECyAHE BaXHOCTH Yy AepHHUCAY CTpaTerdja y MoTpa3u 3a HOBUM
TepaneyTuMa ca Ho00JbIIaHUM (apMaKOJIOIIKUM CBOjCTBHMA.

1.1. AHTHTYMOpPCKAa aKTHBHOCT HHMCIIATHHE

Knuanuka ynotpeba nucruiatune [cis-diamminedichloroplatinum(ll)] omoGpena je
1978. ronuHe 3a Jeueme KapImHOMa TECTHCA, a JaHAC C€ Hala3u y MPOTOKOJIMMA 3a TEparujy
KapllMHOMa TeCTHCa, OBapujyMma, IJlaBeé W Bpara, Oemuke, Iuiyha, kapuuHoma rpiauha
Matepuile, MeinaHoma Hu JuMpoma. OtkpuheM aHTHKAHIEPCKOT Ji€jCTBa IUCIUIATHHE
11€3/1eCETUX I'OJIMHA MPOIIUIOT BeKa, OTIOYEIO j€ HOBO pa3odsbe xemuorepamnuje. Mako je oBo
jenumeme cuHTeTucao Peyron naBHe 1845. ronuHe, 1mojayaHo MHTEPECOBAKE 33 HHETOBE
ocoOuHe ycienuno je HakoH ciydajHor oTkpuhe Rozenberga m meroBux capaanuka 1971,
roguHe. Y TOKY EKCHEpHUMEHTa JOomuio je 10 ¢opMupama KOMIUIEKCA Ha IUIATHHCKO]
eJIEKTPOAM, KOjU je JOBEO J0 MHXUOUIHMje OakTepujcke aeo0e. AHTHUKAHIIEPCKO [€JCTBO
nucruiatiie Rozenberg je moTBpauo u ekcriepruMeHTMa Ha MUILjeM CapKoMy, HAaKOH 4era je
LUCIIATUHA YA Y KIMHUYKY TpuMeny 1978. roaune kao jek Platinol.

1.1.1. Xemujcke kapakmepucmuke yucniamune

[MucninatuHa je »yhkacTW KpHUCTaJIHU TIpaxX, YMEPEHO pAacTBOPJBMB y BOAM, a
pactBopspuB 'y jauMetwinupumuanHy u  N,N-nmumerundopmamuny. To je HeyTpanHu,
HEOPTaHCKH MOJIEKY] ca MoeKymapHoM TexusoM o 301,1 g/mol, rycturom ox 3,74g/cm® u

Ta4yKoM Torsbema oJ1 270°C. OBaj KBaipaTHO-TJIaHAPHU KOMIUIEKC YMHH jOH TUIaTHHE MTOBE3aH



ca JIBe aMUHO rpyne u aBa jona xyopa (Crnuka 1). Y Monekyny HUCIDIATHHE JOHW XJopa Cy
jenaH mopexa Ipyror. Y KOMIUICKCMMAa MeTalla TUIATHHA MOKE Ja MOCTOJH Y OKCHIAIIMOHHM
cramuMa +2 U +4. AMHHO Tpyle mpeacTaBibajy Heomnazehe nurange, a XJIOPUIHU jOHU CY
omnazehn (mabwiaHm) ouranau. [lpucycrtBo omnazehux rpyma je o mpecyaHe BaXHOCTH 3a
ouosomky aktuBHOCT Iuciiatute (Drobnik and Horacek, 1973). Kana nucmiaruna yhe y
henwnjy, noma3u 10 3aMeHE JiBa jOHA XJjIopa ca JiabaBo Be3aHUM MOJICKYJIMMa BOJIE, CTBapajyhu
peakTUBaH MOJIEKYJI KOju Moke Aa HanaaHe monekyn JJHK y jenpy.

TpancmnatuHa je M3oMep KOJ KOTa C€ jOHHM XJIopa Haja3e jelaH Hacrpam Jpyror
(Cnuka 1) 1 OH U3a3uBa PA3IMUUTE CTPYKTYPHE MPOMEHE y MaJIMTHOj helnju o1 IUCIUIaTHHE.
Henocrarak ¢apMakosionmike akTHBHOCTH TpAHCIUIATHHE IIOBE3yje ce ca (QopMHpameM
pa3IMYUTUX MOHOAJyKaTa KOjU HEe MEHajy 3HauajHo ctabmiHOCT U cTpykrypy AHK manma
(Collucia and Natile, 2007).
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cis -diamminedichioroplatinum il trans -diamminedichloroplatinum I
(cisplatin) (transplatin)

Cnuka 1. Xemujcka cmpyxmypa yucnaamune u mpancniamune (Petrovi¢, Todorovié, 2016)

1.1.2. Mexanuszam 0enoearpa yUCniIamune

[ucnnatuHa ce mpuMemyje y Tepanuju Kao pa30iiakeH pacTBOp, Y OOJHKY CIIOpe
uHTpaBeHcke nHQYy3uje (ymyrcrBo 3a nek Cisplatin, Pfizer). Y kpBoToky je koHIEHTpaIuja
XJIOpU/Ia PETATHBHO BHUCOKA, ITa C€ IHCIUIATHHA Ka0 HEYTPaJTHHU MOJIEKYJ IMPEHOCH J0 CBUX
TKHMBA U OpraHa. ¥ HIMpPKyJalMju ce €KCTEeH3MBHO Be3yje 3a MPOTEHHE Iula3Me - al0yMUHe,
TpaHc(hepHH, IUCTENH, IPU YeMY JI0JIa3H JI0 WHAKTHBAIIM]jE BEIHMKE KOJIHYMHE MPHUMEHEHOT
neka (Nagai et al, 1996). Hekonuko catu HakoH ipuMeHe, 65-95% Jieka je Be3aHO 3a POTEHHE
wiaszme (Ivanov et al, 1998).

1.1.2.1. Ilponazax yucniamune kpo3 heaujcky memopauy

Hucniatuna ynasu y henwjy macuBHOM 1udy3ujom Kpo3 henujcky MeMOpaHny.
Tpancnoprep 3a Oakap tuna 1, Ctrl (eng. copper transporter 1) monmpuHOCH yiacKy
mucriatuae 'y hemujy (Ishida et al, 2002). McrpaxkuBama Cy mokasajia Ja MyTalfje y TeHy
CTRI1 pmoBone no nerpajaanuje MeMOpPaHCKOT TPaHCIIOPTHOT IMPOTEHHA 3a Oakap, IITO 3a
MOCNIEANIy UMa CMambEeHH yia3ak LMCIJIaTHHE Y helujy U MojaBy pe3UCTEHLIMje Ha JeUeHe



(Holzer at al, 2006). Tpauncnoprepu 3a Oakap HMMajy 3Ha4YajHy YyJOry W y H30alMBamy
nucriatuae u3 henuwje. 'ean ATP7A u ATP7B xoaupajy Tpancrioptepe 3a 6akap tumna P, Koju
Cy 3aBHCHH O]l €Hepruje kojy o06e30ehyjy u3 amenosun tpudocdara. buxosa mosehana
eKCIIpecHja je MoBe3aHa ca PE3UCTEHIIMjOM Ha MUCIUIATHHY IN VIitro, Kao W KOJ HEKHX
mayimrarTeTa in vivo (Komatsu et al, 2000, Owatari et al, 2007, Kilari et al, 2016).

1.1.2.2. Unoykyuja okcudayuonoe cmpeca Kao Mexauzam 0ejcmed yucniamuHe

VYnackom y henujy, Tae je KOHIEHTpalMja XJIOPHAa PETaTUBHO HUCKA, JOJA3U [0
aKTUBallMje IUCIUIATUHE 3aMEHOM XJIOPUJHHUX Tpyla MoJjieKynuMa Bojae. CTBOPEHH MOHO- U
JMaKBa- JIEPUBATH IUCIUIATHHE C€ IMOHAIIA)y Kao TMOTEHTHU eIeKTPO(WIH, MPH YeMy CY
MOHOAKBa JIepHBaTH pEakTUBHUjU. MHore henmjcke KOMIIOHEHTEe, Kao IITO CY
MUKpodmIaMeHTy nmurockenera, PHK, mentuam u mpoTenHu KOju CaJpKe THOJ TPYITy MOTY
pearoBaTH ca IMCIUIATUHOM y LUTOIUIa3MHU. Peakiiyja ca rIyTaTHOHOM U METaJOTHOHEHHOM
noBehaBa WHaKTHBAIM]y JI€Ka W JOBOJAHM II0 II0jaBe pe3ucTeHIje. HakoH 3aBpiieHe
XHUApOJu3e, MUCIUIaTHHA J0Ja3u A0 cBoje nmpumapHe meTe-jenapue JJHK. Hykneycna JIHK je
TJIABHO MECTO IJI€ IUCILIATHHA HCII0JhaBa JIejCTBO, HAaKO ce camMo 1% mHTparnenyiapHe miaTHHE
Be3yjy 3a wy (Fuertes et al, 2003)

OKcuIaTUBHM CTpeC je jemaH oOJ Haj3HAYajHUjUX MEXaHHW3aMa YKJbYUYEHUX Y
UTOTOKCUYHOCT nucruiatuHe. [ucnnmarnna noBoam 1o moBehane mpoaykimje peakTUBHHX
kuceonnyaux Bpcra (POC) koje mory na moBexy a0 cMpTH henuje aKTHBAIMjoM HEKOJIHKO
curHasiHux Mexanuszama (Cnuka 2). ¥ Gpu3HoI0IKIM yciaoBUMa y helluju nocToju paBHOTEXa
n3Mel)y cTBapama cio0OIHUX paguKaia U CHCTeMa aHTHOKCHUIATHBHE 3aIUTUTE (TIyTaTHOH,
CYNEpOKCHI-IUCMYyTa3a U Katanasa). [lox onpehennm ycnoBumMa a0mas3u 10 OKCUAALM)E THOJ
rpyme y THOJN pajukaie u nmoBehama okcunatuBHor crpeca (Desoize and Madoulet, 2002). ¥
yCJIOBMMa OKCHJIATHBHOI cTpeca moBehana mpoaykiuja POC moxxe noBectu 7o omrehema
henujckux nporenHa, qunuga u Monekyna JIHK, npu uemy ce moaudukyjy ¥ CUTHAIHU
NyTeBM YKJbYUYEHH Yy MpeXHUBJbaBamke henuje. Y 3aBUCHOCTH O]l TEKUHE M Tpajama
m3noxkeHoctu POC, Mory ce akTUBHpaTH IyTEBH 3a NPEXKUBJbABAkE henuje Wiu
poanonToTcku oarosop henuje. LlucnnaruHa cMamyje MHTpaleaylapHy KOHLEHTpALU]jy
rmyrationa (GSH) uwmja je ymora y MUTOXOHApHjamMa Yy peryjandju yHYTpallmbe
nepmeabuinHocTn MeMmOpane. Cmameme KoHueHTpauuje GSH noBoam no ¢opmupama
XUJIPOKCHIIHUX paJKajia W OKCHJATUBHOI CTpeca INTO 3a MOCIETUIly MMa IMPOMEHY Y
tpancropty Ca®" u cMameme MeMOPaHCKOT ToTeHIMjana MuToxoHapHja (Saad et al, 2014).
PeakTuBHE KHCeOHMYHE BpCTe Memajy MehycoOnu omnoc Bcl-2 ¢dammimje mporenna,
onakimaBajyhu nsznazak muroxpoma Ll u3 MuUToxoHIpHja, unMe ce nokpehe yHyTpalmy myT
amorrro3e (Martindale and Holbrook, 2002) (Cruka 2). Ciio6ogHu paJiuKaid MOTY J1a TOKPEHY
U CIIOJBAIIGH ITYT aIloNTO3€ akTUBaIMjoM Fas nurannia u crBapamem anontozoma (Gupta et al,
2009). CrBapame CIIOOOIHMX paauKajia 3aBUCH OJ KOHIIEHTpAaIWje IUCIUIATHHE W JTYKHHE
Tpajama usnokeHoctu (Brozovic et al, 2010). Beoma BHcOKe KOHIEHTpallHMje PEaKTUBHUX
BpcTa JI0BOJIE U 10 cMpTH henuja o Tuiy Hekpose u ayrodaruje (Das et al, 2021).
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Cnuka 2. Monexkynapru mexanusmu 0e106arba YUCHiamune

1.1.2.3. Mexanuszam oenosara yucniamure na Hugoy moaekyira JJHK

I'enomcka JIHK je rmaBHa meta aenoBama nucruiatuie. BesuBamewm 3a mosexyn JJHK
LUCIJIATUHA OCTBapyje CBOjJY aHTUTYMOPCKY aKTUBHOCT. LlucruiatuHa ce Besyje 3a MOJIEKYI
JIHK y nBa xopaka. [IpBo ce ¢popmupa Be3a ca a3otroM N7 ryaHnHa, a 3aTUM ca TYaHHHOM WJTH
aJICHUHOM Y HCTOM WJIM HacIpaMHoM JiaHIy. Kajia ce nucnnaTuHa Bexxe 3a 6a3He napose Koju
npunaaajy ucroM janiy mosekyna JIHK peu je o BesuBamy yHyTap naHma (MHTpalaHYaHO
Be3uBame, eng. intrastrand), a xama 0a3HU MapoBU 3a KOje Ce BeXe IUCIUIATHHA MPUTIaIajy
cycenuum naniuma mosekyia /IHK peu je o BesuBamwy u3mely nanama (MHTEpiIaHYaHO
Be3uBame, eng. interstrand) (Cnuka 3). [Ipema aromuma N7 nucruitTiHa uma Hajpehu apuHUTET
U ca bUMa GopMHUpa BeIUKU Opoj MHTpATaHYaHUX W MHTEpJaHYaHUX Be3a, ITO JIOBOJIU IO
muctop3uje nanna JTHK (Baik et al, 2003). Hajzactynibenuje cy Be3e LUCIIATHHE ca JBa
HYKJICOTH/Ia TYaHWHA W3 pa3nuyuTux jaHana, 1,2-d(GpG), koje unHe oko 70%) u Besa ca
JEIHUM aJ€HUMHOM M jeJIHUM I'yaHHHOM U3 paznuuuTHx jaHana, d(ApG), koje uune oko 20%
cux Jsiesnja (Payet et al, 1993). Ce oBe sie3uje T0BOJIE 0 YBPTambha M Pa3/iBajamba JBOCTPYKOT



xemukca JIHK u mocnegmunor rybutka ¢ysxmuje. Ha Taj HaumH nucruiaTHHAa MHXHOUpA
perukanujy w/wnu tpanckpunuujy JJHK u akTtuBHpa onrorapajyhe myreBe TpaHCHYKITH]e
CHrHaJIa KOoju Bojie 0 aktuBaije armonro3e (Yen et al, 2005)
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Cnuka 3. lllemamcku npuxas eesa xoje gopmupajy komniexcu yucniamune ca JJHK

IMpotennu ca HMG nomenom (eng. high mobility groups) Besyjy ce 3a monekyn JITHK
3a KOjM je Be3aHa M LUCIIaTHHA U I0IpUHOCe oBehaHOj IMTOTOKCHYHOCTH nucIuiatuHe. OBo
Cy HEXMCTOHCKHU POTEUHH KOJU YUECTBY]Y Yy OpraHU3alliju XpOMaTHHA y JepY U peryianuju
ekcrpecuje reHa. McrpakuBama cy mokasaia ja henmje y Kojuma je reH 3a OB€ IMPOTEHHE
MyTHpaH (HeQyHKIMOHATaH) cy Mame ocer/buBe Ha umcruiatuay (Wozniak and Blasiak,
2002). BesuBame HMG mnporenna 3a xommiekc JHK u nucrmnatuHe 10BOAM 10 JOJIATHE
mucropsuje nanua JIHK u cnpeuaBama pemukanyje U TPaHCKPHUIILUjE, a ca JIpyre CTpaHe
JIeIly]y Kao TPaHCKpUIILMOHM (PaKTOpH 32 UHAYKIU]Y arnonToTcke henujcke cmptu (Immamura
et al, 2001, Yuan et al, 2004).

Llentpanny ymory y MexXaHH3My JejCTBa MHOTHX XEMHOTEpaneyTHKa, Ta W
LUCIIATUHE, UMa IPOTEUHCKHU NMPOAYKT pS3 rena (Cnuka 2). [Iporeun p53 je ,,uyBap reHoma“,
jep y oxroBopy Ha omrtehema Ha monekymy JIHK aktuBupa Benukum Opoj Ipyrux TeHa
(p21/wafl, mdm2, GADD45 u npyre) koju Bojae 10 3aycTaB/bama NeIMjCKOT IHMKIyca U
aKTHBAIlMje MEXaHW3aMa KOju HCIpaBJbajy Hactana omtehema Ha monekyny JJHK (Siddik,
2003). C pgpyre crtpanHe, pS53 peryiuiie amnonTo3y HHIYKOBaHY IUCIUIATUHOM IOMONy
HEKOJIMKO MeXaHu3ama: akThBanujoM npoarnonTtoTckux rera PUMA (Jeffers et al, 2003),
kacrna3a (Salvesen and Dixit, 1997), PIDD (Lin et al, 2000), ¢ammiuje MAPK mnporenna
(Dassari and Tchounwou, 2014), kao u unTepakimjom ca Bel-2 pamumujom nporenna (Wang
et al, 2013). IIpumapHu MexaHW3aM KOJUM TPOTEHH P53 WHIYKYje amonTo3y je MPeKo
TPAHCKPUIIIIMOHE aKTUBAIMje U penpecuje HUbHUX I'eHa YUjU MPOMOTOPH cajpKe MecTa 3a
Be3MBame p53.



1.2. heanjcku MUKIYC

Renujcku nukiyc oOyxBaTa HU3 CIOKEHHX OMOXEMHU]JCKHX Ipolieca KOju Ce OJIBHjajy
y henuju og MOMEHTa BEHOT HACTaHKA ma 70 Jaeobe Ha aBe hepke-henuje. CBu TH mpouecu
Mory ce rpynucatu y 4 ¢asze henujckor nukiyca: G1, S, G2 u M dazy (Cnuka 4). ¥ S daszu
henujckor uKiTyca ce oJBUjajy IMpOIECH ylBajama - perukanyje monekyina JIHK, nok ce y
M ¢a3u nemara henujcke neoda - mutosza. @aza Gl je ¢aza koja mpeTxoau perTUKAIUju U Y
oBOj (a3u ce y henuju cCHHTETHINY MPOTEUHU HEOMXOJMHU 3a perumkarujy moinekymna JJHK.
®daza G2 nperxoau MUTO3U | henurja ce y oBoj dha3u npumnpema 3a aeo0y. Msmehy ase henmjcke
neobe hemmja moxke na yhe y GO dazy, y kojoj ob6aBsba pyHKIH]Y 32 KOjy j€ CIeIHjaTu30BaHa.
henuja moxke ocratu y GO (ha3u npuBpeMeHo (HEKOJIUKO caTH, JaHa, MeCEIlH WJIA TOMHA) UITH
TpajHO, y 3aBHCHOCTH 0] TuTa henuja.
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Cnuka 4. Pecynayuja henujckoe yuxknyca

Renmujcku nwmkmyc je mo0po perynaucaH, mTo o00e30ehyje mperus3Ho yaBajame
TeHEeTHYKOI MarepHjaja y henuju U mweroBy auctpuOyuujy y hepkama - henmjama. Y
perynanuju henujckor HUKIyca BaXKHY YJIOTY MMajy LUMKJIMHU U IMKJIMH—3aBUCHE KHHA3e,
Cdks (eng. Cyclin dependent kinases), koju omoryhyjy nponasak henuje u3 jeane dase y npyry
(Cnuka 4). LluxkauHU cy TPOTEMHH KOjJU CE€ IUKJINYHO CHHTETHIY TOKOM heJijcKOT LUKITyca.
[{ukaH 3aBHCHE KMHA3€ Cy €H3UMHM KOjU MPUIIAJajy CepUH/TPEOHUH KHHa3ama u GopMHpajy
KOMIUIeKce ca nukianHuMa. docdopunannjoM KJbYdYHUX MPOTEUHA OBU KOMIUIEKCH UHAYKY]Y
npouece y hernjckom nukirycy. AkruBHocT CdKS koHTponmuty muxoBu naxudutopu, CDIS
(eng. Cyclin dependent kinase inhibitors), koju cy moaesbenu y nee pamunuje: INK4 pamunuja
(p15, p16, p18, pl9 — unxubupajy cdk4 cdk6) u CIP/Kip damumuja (p21, p27 p57 —
UHXUOMPajy CAK-IIMKINH KOMITIEKC).



CBu 0BH TpoIeCcH Cy J00pO KOHTPOJIMCAHH, a Tpenasak henuje u3 jenne dase y apyry
oMoryheH je TeK MOIITO Cy CBH MPOIECH KapaKTEPUCTUYHH 32 MPETXOAHY a3y y MOTIYHOCTH
peanm3oBaHu. Y ciydajy Omio kakBor omtehema monekyna JIHK nonmasu mo 3aycraBibama
henmujckor muKIlyca M aKTHBUpama KOHTPONHMX MexaHu3zama (eng, checkpoints), koju
cnpeuaBajy perukanyjy omrehene JJHK (G1 checkpoint), onnocHo neo0y omrehene henuje
(G2 checkpoint).

Curnan 3a moderak henmwjckor IMKIyca IMpeICTaB/ba BE3WBame (akTopa pacra 3a
TpaHCMEMOpaHCKe pelenTope, YMME CE€ CHTHAJl MPEHOCH Ha IUTOIUI3MATCKE MPOTEHHE U
TpaHckpunuuone dakrope y jeapy koju nokpehy hemumjcku mmkayc (Vermulen et al, 2003).
Kao oaroBop Ha moueTHH CHrHalI, 1oj1a3u 10 cuHTe3e ukinHa D u ynacka henmje y G1 da3sy.
Luximn D ce cunrernmie no kpaja G1 dase, npu yemy dpopmupa komiiekce ca Cdk4 i Cdké.
OBu komIutekcu Bpiie (ochopunanujy mnporenHa peruHoOmactoma (PRb) koju Tpmnum
KoH(popMaIroHe npoMeHe u ociiobaha rpanckpunironu paxkrop E2F-1, koju je Be3an 3a pRD
1ok je y xunodochopunucanoM ctamy. LlnbHN reHu TpanckpunmuoHor ¢akropa E2F-1 cy
mukanad A u E xoju ce, HakoH cuHTe3e, Be3yjy 3a CdK2 u ¢popmupajy komiuteke. [Ipenasak
hemje u3 G1 dase y S ce ogurpasa npeko peCTPUKIIMOHE TaUKe: YKOJIHKO CY UCITYEHCHU CBU
yciioBu 3a perutukanujy mosiekyna JIHK henwja ymasu y S a3y, a ako Hucy, 3aycraBiba
henujcku 1MKIyc U akTuBUpa KoHTpoaHe mexanusme (G1 checkpoint). AktuBupa ce cuHTe3a
nporeuna p53 u p21, koju uHxMOUpajy cuHre3y nukirnHa 1 CdKS Koju ce CHHTETHINY TOKOM
G1 ¢ase, mro moBoIM /10 3aycTaBibarma henujckor nukiyca. Takohe, nona3u 10 akTUBUPamka
periep MexaHHM3aMa KOju TOKYIIIaBajy Ja ucrpase Hactana omrehema. MelhyTuM, yKoImMKo cy
omrehema HEMONMPaBJbIBa, AKTUBUPAjy Ce€ MEXaHU3MU Koju Boje henujy y amontosy (Lee et
al, 2012, Lu et al 2015).

Haxkon ycrnemno peanuzoBane S ¢ase, henuja ynaszu y G2 ¢dazy henujckor nuknyca. Y
oBoj ¢a3u nukanH B u Cdk1 ¢popmupajy KoMIuieke Koju je BakaH 3a yiazak hemuje y MUTo3y.
OBaj kommuiekc Qocdopminiie KbydyHe Mojekyie (XucToHe, HykieapHe jdamuHe u PHK
nosinMepasy 1), koju cy Heonxo1HU 3a (hopMHpame Je00HOT BpeTeHa, pa3/iBajakbe XpoMo3oMa
u 1eo0y henuje. buiio kakBa HEMPABUIIHOCT y CErperaluju XpoMo30Ma aKTUBHpa KOHTPOJIHE
mexanusme (G2 checkpoint) koju mocpeacteom docdaraze Cdc25 m1oBoje 10 HHAKTHUBAIH]E
Cdk1 u xommekca nukiann B/ Cdk1 u 3aycraBibama henujckor mukiyca (Sanchez et al, 1997).
Tenuja nobuja mancy ga owmrehewe KCIpaBd W HACTaBU Ka MHUTO3M WM CE€ aKTHBHUPAJy
MexaHu3MH Koju Boje henujy y anonrorcky henujcky cmpt (Chen et al, 2012)

1.2.1. Egpexmu yucnnamune na henujcku yuxuyc

[Tokymaj mompaBKke HHTEpP- W HMHTpa-JaHYaHMX Be3a KOje HACTa]y BE3UBAmbEM
nucriatuae 3a mojekyn JHK mgoBomm mo mpuBpemenor 3acroja hemujckor mukimyca. Y
3aBHCHOCTH OJ1 JY)KMHE H3JIO)KEHOCTH, IUCILIATHHA JTOBOAM O IMPOJA3HOT 3ayCTaBbamha
hemujckor ukinyca y S ¢asu u 3acroja y G2 dasu. Jlomasu 10 dochopuiianuje KOHTPOITHUX
kuHaza Chklu Chk2, aktuBanujom Cdc25C u HEHOM TPAaHCIOKAIM]OM Y IUTOIIa3MYy IIITO
noBoju 10 3actoja y G2 dasu (Siddik, 2003). 3aycraBibamem helujcKor MUKITyca akTHBUPA]y
ce perep MEeXaHW3MH KOjH MOKYIIIaBajy Jia UCIpaBe HacTala omrehema.

Jlesuje Ha w™monexkyny JIHK wn3a3BaHe UUCIUIAaTHHOM TMpeno3Hajy penapalnuoHH
MEXaHU3MHU 3a1y>KE€HH 3a TOMNpaBKy omirehema, a HajBaXHUJU Cy pernapaluja HcelambeM
nykineoruaa, NER (eng. Nucleotide excision repair) u penapaiija morpemHo cnapeHux oasa,
MMR (eng. Mismatch excision repair).



Penapanuja ncenamem Hykineotuna, NER je mexanuszam koju ykibydyje HajMame 17
pasnmuuuTux nporenHa. OBaj MyJITHIIPOTEHHCKH KOMILICKC TIPENO3Haje HHTpaIaHYaHe Be3e U
MoCTEeNeHo ueena gpparmMuere qyxune 27-29 6aznux napona, Koju caapxke omreheme (Moggs
et al, 1997). Peakuuja uHIM3Hje ce [elraBa ca 00e CTpaHE JIC3Uje M YKJbYdyje HEKOIHMKO
nporenHckux (akropa (XPA, RPA, XRC-HR23B, ERCCI/HPF, XPG). Enzum JIHK
moJMMepasa monymasa Hactany npasHuay (Reardon et al, 1999) . IIpekomepHa ekcrpecuja

HeKuX reHa BezaHux 3a NER koMruiekc TOBOAM 110 IMOjaBe PE3UCTEHIMje Ha IHCILIATUHY
(Wozniak et Blasiak, 2002).

Penapanuja nmorpemniao cnapenux 6aza, MMP je mocT-perinKkaTUBHU MEXaHHU3aM Kora
YUHU KOMIUIEKC KOju je ATP 3aBuCaH MynTHIIPOTEUHCKH CUCTEM, BaKaH 3a HOpMaJaH in Vivo
oarosop henuje Ha cyncranie koje omrehyjy JJHK (Toft et al, 1999). Kommnekc MMR, kora
yuHu Oap met nmporemHa (MLH-1, MSH2, MSH3, MSH6, PMSI1) noBoau o 3actoja y
henmmjckom mukirycy. Yrkomuko MMR nporenHu He ycriejy aa U3BpIIE aJeKBaTHY MOMPABKY,
J0Ja3d 10 aKTUBalMje anonToTcke kackame (Vaisman et al, 1998). Jlebektu vy
(GyHKIMOHHCAY OBOT MEXaHM3Ma J0BOJIE /10 PE3UCTEHIINje Ha HEKE aHTUTYMOPCKE JIEKOBE,
ykibyuyjyhu u nucrutatuny (Karran and Marinus, 1982).

1.3. Anonrto3a

Amnonro3sa je 061K nporpamupane henmjcke CMpTH, TeHCKU KOHTPOJIMCAH MPOIIeC Kora
KapakTepuIry Mopdoonike u OMoXeMujcKe MpoMeHe Koje ce Aemanajy y hellnju mo mpernu3Ho
onpehenom penocneny. [Ipouec anonrose ce nemasa HOPMaATHO Y OPraHU3MY H IIPEJICTaBIba
jeIaH o1 MeXaHMW3aMa 3a O/Ip>KaBar-e¢ HOPMAJTHOT pacTa M TKUBHE XoMeocTase. OBUM mpoiecoM
yMUpY TOjeMHa4yHe henuje, MITO je O] 3Hayaja 3a OJpXKaBamkbe PABHOTEXKE Y >KUBUM
cuctemuMma. Takohe, mporiecom anmonTo3e ce U3 OpraHu3Ma eIMMHUHHINY U omTeheHe henuje,
kao mro cy henuje ca omrehenom JIHK, henuje ca HeagekBaTHUM MHUTOT€HUM CHUTHAIIUMA,
ayTopeakTuBHe henuje MMyHOr cucreMa, HWH(pekTuBHe henmje uTA. Anonro3a Hacraje
CMOHTAHO, M M NOJ YTHULAjeM pa3IMYUTUX MITETHUX (QU3UUYKUX U XEMHjCKHX areHaca.
[Topemehaju y perymnanuju oBOT Ipoleca BOJE HACTAHKY Pa3IUYUTHUX MATOJIOMIKUX CTamba
(ayroumyHnu mopemehaju, HeypoaereHepatuBHe OonecTH, WH(ApKT MHOKapma © 1p.),
yKJby4dyjyhu u manurue 6osectu (Saikumar et al, 1999).

ITpBe mopdosomke npomene y henuju y K0joj je akTUBHpaH aronTOTCKH MPOrpaM cy
ryoutak Mehyhenujckux Besa. Jlonasu 10 KOHJAEH3aMj€ HUTOMIA3MaTUYHUX [TPOTEUHA, 300T
yera ce BOJYMeH henuje cmamyje. Jeapo noOuja u3ries MOTKOBUIE 300T KOHJEH3aluje
XpOMaTUHA W TMHKHO3€ (,,CKyIUbame jeapa’). 300r akTuBalje €HJOHyKIea3a y jenpy,
monekymu JIHK ce ¢parmentumry Hajipe Ha ayxe ¢parmente (50-300kb), a 3arum u na
onuronykiaeozomcke ¢parmente Benmumne 180-200 bp (Ristic-Fira et al, 2004).
EnnonnazMaTHyHU pETUKYIIYM je TUIaTUPaH U 100po pa3BHjeH, HITO YKa3yje Ha HHTCH3UBHY
cuHTe3y mporenHa. [IpomeHe Ha mIa3Ma MeMmOpaHu 00yxBarajy eKCTepHaIU3aIujy
docharuauncepuna koju he ce Besaru 3a penenrtope Ha (arouutuma (Paidassi et al, 2009).
bangonupame mmaszma memOpane (eng. blebbing) noBoam o necrpykuumje henwje Ha
aronNTOTCKa Tela, Koja Cy OKpY)KeHa IUIa3Ma MeMOpaHOM M CaJpiKe JEJOBE LUTOIIa3Me U
henujckux opranena. C o63upoM Ja je MHTErpuTeT MeMOpaHe CBE BpeMe O4yBaH, Hema
u3NMBama cajapkaja henuje y mehyhenujcku npoctop, na, 3a pa3jiuky o HEKpo3e, HeMa HU
uHpnamarope pekuuje. Ha Kkpajy, okonHe mnapeHxuMmMcke henuje u Makpocdaru he
(aronMTUpaTH aroONTOTCKA TEJIa M JETpaupaTH Ux y (paroan3zo3oMuma.



Kana henmja mpumm curHanm 3a OTIOYMIGAEE aroONTO3€, JOJa3d J0 aKTUBUpPAmba
OpojHux OmoxeMHjcKuX mporeca y hemuju. Ilpe cBera, monasu 10 CHHTE3E WM aKTUBAIIH]jE
eH3uMa Koju he crmpoBecTH amonTOTKU Mporpam. Y MPBOM pely TO Cy Kaclase, eH3UMHU
[poTease, KOju PEryIuiily IpoTeoIn3y TOKOM armonToTcke cmptu hemuje (Boice and Bouchier-
Hayes, 2020). Kacriasze umajy HHUCTEHH y CBOM aKTHBHOM ILIEHTPY, a JCNY]y CEJICKTHBHO H3a
acraprara y nporenauma. OHe ce CHHTETHUIITY Ka0 HEaKTHBHH IPEKYPCOPH, a aKTHBAIIN]ja OBUX
eH3UMa ce JieniaBa o/BajameM Behe (Benmuunne oko 20 kD) u mame (unja je BenuyuHa oko 10
kD) cyOjequHuiie Koje ce 3aTUM IOBE3Yjy y OOJMKY akTHBHOT XeTepoaumepa. [IpBo ce
aKTUBHUPAjy T3B. MHUIMjaTOPCKE Kacmase (mpokacmase 2, 8, 9 u 10), a oHe gajbe aKTUBHPA]jy
er3eKyTopcke kacrnase (rmpokacmase 3, 6 u 7). Kacnase nenyjy Ha kjbydHe npotenHe henwje,
Ka0o IITO Cy MNPOTEHMHH KOjU PETYJIMIIy amnomnTo3y, HyKJIeapHe JaMHHE W KOMIIOHEHTE
IIUTOCKEJIeTa, EH3UMe-perysarope helmjckor nukiryca, eH3uMe KOjU Cy YKJbYUEHH y TIOITPABKY
omrehema mosekyna JIHK u gpyre (Boice and Bouchier-Hayes, 2020).

1.3.1. Mexanusmu anonmose

Benuku Opoj curHalia U3 CrioJbalikbe CPEAMHE MOXKE 1a AKTHBUPA jeJIaH OJ1 IBa OCHOBHA
MEXaHHM3Ma aronTOTO3€ — T3B. CIOJbAIILU YT AlONTO3€, KOjH YKIbyUYyje pelenTope CMPTH, U
yHyTpambu, MutoxoHapujanau myt (Tailor et al, 2008).

Crnospamimy IyT ce nokpehe TMPEeKTHUM BE3UMBAKEM JIMTaH/a 33 PELEnTope KOju ce
Hayaze Ha moBpmuHU hemujcke memOpane, kao mto cy Fas, TNF penenrop mmu TRAIL
peLenTop WM JAejoBameM eH3uMa nutorokcuuHux T smumdounta n NK henmja (enzum
nepdopun u rpansum b). To 3a mocnenuiy nma KoH(popMaoHe MpoMeHe HHTPALETyIapHUX
JIOMEHa peLenTopa U perpyToBame aJaNTEepHUX M JAPYTHX MPOTEHHA, Tako Ja ce dopmupa
NPOTEUHCKH KOMIUIEKC Koju uuaykyje cmpt DISC (eng. death inducing signaling complex).
Ca ¢opmupameM OBOI KOMILIEKCA aKTHUBHPAjy ce Ipokacnasza 8 u/uim npokacnasza 10 koje
nokpehy mHTpahenujcky NpoTeoNMTUUYKY KacKaly akTHBHpameM Kacmasza 3, 6 u 7, Bojaehu
henujy y cmpr (Finnberg and El-Deiry, 2008). Takohe, aktuBanuja kacmasa 8 u 10 moxe
y3poKoBaTH akTuBaIyjy Bid nmporenHa koju ca mpoTenHnMa Koju npunanajy Bel-2 damunuju
y3pOKyjy ociobahame nutoxpoma Ll u qpyrux npoanonToTCKUX MPOTEMHA U3 MUTOXOHJpHja
y nuroriazmy. @opmupa ce aronTo3oM o mpokaciase 9 u agantepHor nporerna Apaf-1 (eng.
Apoptosis protease-activating factor), akTuBupa kacmaza 9 u, HOCIEIUYHO, €(PEKTOpPCKE
kacmase (kacmase 3) (Hajra and Liu, 2004). Ha Taj HaunH 1oja3u 10 ToOjavarsa CHrHajia ca
peuenTopa U mwerose amiuiupukanuje. MUTOXOHAPHjAIHU MYT CE€ MOXKE aKTUBHUPATU HU
CUTHAJINMa KOjU OTHYY U3 came henuje, kao mro cy omreheme monekyna JJHK, cnobomnum
pajuKaiMMa WM pa3InduTUM XeMmuoTepaneyruunma. OBU curHanu u3 hemuje ytudy Ha
noBehamwe NMepMeadUIHOCTH MHUTOXOHJpHUjadHe MeMOpaHe u ociiobahama MpoarnonTOTCKUX
NpOTEUHa y IIMUTOILIa3My, Koju goBoze ao hemujcke cmptu (Kroemer et al, 2007).
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WMuxnbutopu anonTo3e ¢y rpyna CTpyKTypajqiHO U (YHKIIMOHAIHO CIIMYHUX MPOTEUHA
KOjU Cy CHJIOTeHH MHXHOWTOpH Kacmaza. OHM MOTy MHXHMOHMpATH Kaclia3e BE3WBABEM 3a
HBHUXOBO aKTUBHO MECTO, CTUMYJIMCHEM Jerpajalrje aKTUBHUX Kaclas3a WIM MPOCTOPHUM
pasjBajameM Kacmasa o1 cBojux cyrcrpara (Wei et al, 2008).

1.3.2. Bcl-2 gpamunuja npomeuna

[Tporec anomnTo3e je akTHBaH, TEHCKU PEryJIMCcaH MPOIeC Y KOMe y4eCTBYje YUTaB HU3
npoTenHa. BaxkHu perymnaropu mpoiieca arnonTo3e ¢y NpoTeuHcku npoaykta Gamuinje BCL-
2 rena (Leibowitz and Yu, 2010). Heku uinanoBu oBe (aMuiinje Cy MpoanoTOTCKH MPOTEHHH,
JIOK Cy JPYr'M aHTHAMONTOTCKHU. IIpoamonTocky MpoTeMHH CTUMYJIMINY MPOLEC aronTo3e U
oOyxBarajy nse nondamunuje: BH123 (to cy Bax u Bak) u BH3only nporennu (Bid, Bim,
Puma, Noxa, Bad). BH3only nporemnu mnpomoBuIly amonTo3y Tako IITO WHAKTHBHPA]Y
aHTHAINONTOTCKE MpoTenHe, omoryhasajy arperanujy Bax u Bak mporeuna, mTo goBoau 1o
OTHYIITakha WHTEPMEMOPAaHCKMX MHUTOXOHJIpHjaHUX mporenHa y nutoruazmy (Willis and
Adams, 2005). AHTHAMONTOTCKU MPOTEUHH MHXHUOWPA]jy, Tj. CIpeyaBajy armomnTo3y U TO Cy
Bcl2, Bcl-xL, Mcl-1, Boo. AHTHAamONTOTCKM MPOTEMHH CE€ Hajla3e Ha CIOJbAIIKbO]
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MUTOXOHJIPHjAJTHO] MEMOpaHu, Ha CIHOJBhAIH0] CTPAaHW EHIOIIA3MATCKOT PETHKyJIymMa M
HYKJICQpHOT OMOTa4a W OHHM HWHXUOMpAjy amomnTo3y YIJIIaBHOM Tako IITO C€ Be3yjy 3a
MPOaIoNnTOTOoCKe MpoTenHe. MehycoObuu omHOC M3Mely oBe JBe rpyme mporenHa oxapehyje
peakiujy henuje mpema arencuma Koju HHIyKyjy amomro3y (Deljanin et al, 2016).

W nponykTH Ipyrux reHa UMajy 3Ha4yajHy yJory y peryialuju rnpoieca amnomnrose. To
je mpe cBera NpoTeMHCKH IPOAYKT TYMOP CYIPECOPCKOr T'eHa, p53 koju uma oanyuyjyhy yinory
y 3amtutd henuje on mamurHe Tpanchopmimje (Amaral et al, 2010). AxruBanuja
aronTOTCKOT Iporpama MmocpencTBoM pS3 Moxke na ce ogurpa npeko Fas peuenrtopa, Bel-2
bamuuje npoTerHa, Kao u npeko nuroxpoma L u3 muroxonapuja (Oda et al, 2000). I[Tpoaykt
nporo-oHkoreHa C-MYC je tpanckpunmuonu ¢aktop Myc, KOju UMa BaXHY YIOTY Yy
KOHTPOJIH hemnjcKor pacta ¥ BUjaOMIIHOCTH, allk M Y HHAYKIMjH mpoiieca armonto3e (Neiman
et al, 2007). ITporeuncku npoayktu C-MYC reHa y4ecTByjy y KOHTpoJIu helnjckor uKiyca,
perymumyhu HuBo mukiamaa D, A u E, n naxuOuTopa NUKIMH 3aBUCHUX KHWHa3a. Hberosa
MIpeKOMepHa eKcipecrja mokpehe anonto3y myrem MexaHu3Ma Koju yKJbydyje TeH pS3.

1.3.3. Ilopemehaj pecynayuje npoyeca anonmose

ArmonTo3a je MexaHu3aM Koju omoryhaBa ykiamame omrehenux henuja koje mory
OWTH TIOTEHIMjaJTHO OMAacHEe MO opraHm3aM. V30eraBame amonTose je jeHa oA KIJbYYHHX
ocobuHa ManurHo tpaHchopmucanux henmja. Besy usmel)y kaHueporeHese u amomnTose
youmnu cy HayuHuuu Kep, Bunu u Kapu cenamaecerux roauna npouwior Beka (Kerr er ai,
1972; Sankari et al, 2012).

ITocToju HM3 MOJIEKYIapHUX MEXaHH3aMa KOjH JOBOJE /10 CMAamEHE OCETJHUBOCTH
TyMopckux henuja Ha amomnTo3y. [IpBu moka3 mopemeheHor OamaHca MPOANONTOTCKHX MU
AHTHATONTOTCKUX MPOTENHA TpesicTaBiba oTKprhe moBehane excnpecuje BCL-2 rena (B cell
lymphoma) y henujama donuxynapuor mumpoma (Tsujimoto et al, 1984)

CmameHa ekcrpecrja TyMOp CYMPECOpPCKHX reHa Takohe moBoau 110 mopemehaja y
perynamuju anontorcke hemujcke cmptu. Myraruje pS3 rena cy npucytHe ko Buiie o1 50%
tymopa (Zhu et al, 2020). [Ipotenn pS53 ocum yrore y HHIYKIUjH aroNTo3e Kao OJroOBOp Ha
omrehewe [IHK, nma ynory u y perynanuju henmjckor nukiyca. Craryc oBor resa y henuju
onpelyje oaroBop Ha MPUMEHEHY TEparnujy, Tako Ja Cy TyYMOpPHU ca MYTallljoM OBOT T'€Ha,
PE3UCTEHTHHjU Ha XeMUOTepamujy u 3pauere (Ohnishi, 2005 ).

[lopemehen OanaHc NpPOAmoONTOTKUX M AHTHUANONTOTCKUX NpoTeMHa omoryhasa
npexuBibaBame henuja ca omrehemem JJHK. Ynanosu Bcel-2 damunmje nporenHa cy BaxxHU
y TIpOIieCy KaHIIEpOreHe3e Kao U y OJrOBPY TYMOPCKHX henrja Ha 3pavere i XeMHUOTEPaIujy.
AHTHANONTOTCKU NpeicTaBHUK TpoTenH Bel-2 je npBu nyT uneHTH(GUKOBaH y GOIUKYTapHOM
nmuMmpomy b hemuja ca tpancnokamujom 14-18. 3a ucnospaBame GpeHOoTHNIA (POIUKYTAPHOT
muM@oma noTpeOHO je Aa MOCToje MyTalfje U Jpyrux oHkoreHa. Bucok HuBo excripecuje Bel-
2 TpoTeWHA TMPENCTaB/ha HETaTHBAH NPOTHOCTHUYKH Tapamerap y JIeYeHhy MYJITHILIOT
MHUjesoMa 1 XpoHndHe tumdornutHe teykemuje (Bloem and Lockhorst, 1999). Myranuje BAX
reHa MOBe3aHe Cy ca PE3UCTEHIIMjOM Ha Jieuerme KapunHoMa kojona (Ramesh and Medema,
2020). C 063upom Ha KJbyuHy ynory Bcel-2 damunuje npotenHa y peryniaiyji anonrose, HOBe
CTpaTerje y CHHTE3W aHTHKAHIIEPCKUX JIEKOBA YCMEPEHE Cy Ka MPOHATAXKEHY areHaca Koju
OM Memalu aKTHMBHOCT aHTHANONTOTCKUX NpeACTaBHUKA. MHXHOUpHE aHTHANONTOCKUX
npoTerHa wWin TnoBehame OCETIFPUBOCTM Ha TPOAIONTOTCKE IMPEICTaBHUKE MOTJIO O 1a
aKTUBHUpA MyT henujcke CMPTH.
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1.4. Pe3aucTeHuMja 1 HexKe/beHU e(PeKTH HUCIIIATHHE

1.4.1. Pe3ucmenyuja na yucniamuny

Benukn mpobiiem y Tepanuju LUCIIATHHOM MpPEACTaB/ba I0jaBa OTIHOPHOCTH —
pesucteHnyje henuja Ha OBaj JieK. Y HEKUM CIllydajeBUMaA JIEK HHUje JEIOTBOPAH OJ CamMor
MoYeTKa Teparnuje, 0K ce y APYruM CilydajeBHMa, HAKOH MOYETHE YCIEHIHe YIoTpeoe Jeka,
KacHHje ce pa3BHja PE3UCTEHIIM]ja, I1a Tepanujcku edekTH uciuiaTiae u3ocrajy (Florea and
Busselberg, 2011).

Pesncrennyja Ha NMCIUTATHHY MOXeE J1a HacTaHe W3 Bue pasnora. [Ipe cBera, 300r
IIpOMEHa y Mpoliecy nacuBHe Audy3uje JeKa Kpo3 MeMOpaHy U CMamCHOT yJIacKa IIHUCIUIaTHHE
y henmujy nmomasm g0 cMamaHe akymyJayja JeKa W W30CTaHKa Tepamujckor edekra. Ha
henujckoj TUHUjK XyMaHOT KapIMHOMa OBapHjyMa IMOKa3aHO je Ja IHCIUIaTHHA MOXe Ja
CMamH eKcIipecHjy Tpancrnoprepa 6akpa - Ctrl (Holzer et al, 2004). 1 npyra nsa Tpancmnoprepa
6akpa, ATP7A u ATP7B, cy noBe3aHu ca pe3UCTEHIIMjOM Ha LHCIIATHHY. BHCOK HHMBO
excricpecuje ATP7A u ATP7B Boae ka pe3ucTeHIIUjU U MOTY C€ KOPUCTHTH Kao MapaMeTpu
3a mporieny Tepanujckor oarosopa (Nakayama et al, 2001). [Topoauiia mpoTenHa 0ArOBOPHUX
3a myatuinty pesucreniujy, MRP (eng. multidrug resistance-associated protein) je rpymna
MEMOpPaHCKHUX TPAHCHOPTHHUX MPOTEHHA KOjH Takohe y4ecTBYjy Y CTBapamy PEe3UCTCHIHje Ha
mucriatuny. [Iporemn MRP-2 nma yriory y M3nacky OMCIUIATHHE W3 PE3UCTEHTHUX henuja
(Guminski et al, 2006), ma ce MO)Xe¢ KOPHUCTUTH 3a MPEIUKIM]y OArOBOpa Ha Teparwujy
mucrutatuaoM (Yamasaki et al, 2011).

Jenan of1 pasnora 3a 1ojaBy pe3uCTEHIIM]je Ha LIUCIUIATHHY je U moBehaHa MHAKTHUBALMja
JenumbemuMa y IUTOIUIa3MH, KOja capkKe THOJI Tpymy. Y IUTOIUIa3MU IIUCIUIATHHA pearyje ca
jeIMIbelmuMa Koja MMajy THOJ TpyIly, Ipe CBera ca IIIyTaTHOHOM W METaJOTHMHEWHHMA.
I'myratnon-C-tpancdepasa karamusyje peakinujy Yy KOjoj c€ MLHCIUIATUH Be3yje ca
IJTyTaTHOHOM U 300T Tora He Moske J1a ce Bexe ca JJHK u octBapu cBoj Tepanujcku edekar. Y
HEKUM KaHIIEpCKUM TKHUBHMMa YTBpleHa je MO3UTHBHA Kopenamuja u3mel)y pe3ucreHnuje Ha
Jeyeme M HUBOA INIyTaTHOHa y henuju, Kao M ekcrpecuje rinyrarynoH-C-tpaHcdepasze u
JAPYrHX €H3UuMa YKJbY4eHHX y MeTabonm3aMm riyratroHa (Jansen et al. 2002; Welsh et al,
2004). MeTtanoTHOHEHHH, MOPOJMIIA HUCKO MOJIEKYJapHUX IMPOTEHHAa KOjU HMMajy BHCOK
caJip>kaj THOJI TPpyTia, Be3y]jy HMCIUIATHHY Y IUTOIJIa3MH U JIOBOJIE 0 MoBehaHe WHaKTHBAIN]je
neka y HekuM hemujckuM muaujama (Siegsmund et al, 1999, Meijer et al, 2000, Surowiak et al,
2007). Ha oBaj HaumH cMamyje ce HHBO ITUCIUIATHHE KOja MOXE Jla HMHTeppearyje ca
renomckom JIHK.

[Ipomene y myreBuma 3a ucnpaBky omrehema Ha monekynuma JIHK cy BaxkHu y
ocTBapuBamy pesucteHuuje. Crynuje Ha henujckuM JHMHMjaMa KapIHOMa TecTuca u
oBapWjymMa Cy TOKazajie Ja Koj henwja Koje Ccy mmayie jaobap OArOBOp Ha Tepamnujy
LUCIJIATUHOM TIOCTOjU HeJocTaTak y pemnep mexanusmMy NER koju je oarosopan 3a
ucnpasibame omrehesba Ha JIHK (Selvakumaran et al, 2003, Metzger et al, 2010). HuBo
ERCC1 mporenHa, yKJbY4eHOr Yy Tpeno3HaBame ollTehema U HUCelame HEeyKIeoTHa,
WHBEP3HO je TIOBE3aH ca OJIrOBOPOM Ha XEMHUOTEPAIH]y KOJ TyMOpa TaCTPOMHTECTHHATHOX U
HecutHohenujckor kapuunoma ruryha (Olaussen et al, 2006, Sakamoto et al, 2001).
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Pesucrennyja Ha IMUCIUIATUHY HACTaje W KAo MOCNEIHIIa MHTpahenujcKux mpomeHa
Koje crpedaBajy IMIUIaTUHy 1a pearyje ca JIHK, kao u mpomenama y cuHaJHUM ITyTeBUMa
KOju TIokpehy anonToTcKy KacKamy.

Pesucrennyja Ha mucmiaTHHy je MynTH(aKTOpHjadHE TpUpojae, jep je y hemwju
Hajyemhe MPUCYTHO BHUIIE PA3IMUUTUX MEXaHHM3aMa KOjU Y3POKY]jy OTIOPHOCT Ha JieK. 300r
TOTa HEOIXO/THO j€ Pa3BUTH HOBE TEPAIHjCKe MPUCTYIIE U MPOoHahK HOBE JIEKOBE KOjH Cy Mambe
TOKCHYHH, HEMa]y YKPIITEHY PE3UCTCHIIN]Y, a €PUKACHU]JU CY O LUCIUIATHHE.

1.4.2. Hesxrcevenu epekmu yucniamune

EdukacHOCT mpuMeHe IUCIUIaTHHE j€ YeCTO OrpaHHyYeHa I10jaBOM HEXeJbEHUX
nejcraBa. MHoOre crynuje cy MOTBpIWIC J1a NUCIUIATHHA JTOBOJM A0 moBehaHe mpomykiuje
CIIO00HUX pajuKana, 300T Yera JoJia3w 10 OpOjHUX HEXKEJbCHHX edekaTa, Kao IITO Cy
HE(PPOTOKCUYHOCT,  OTOTOKCHYHOCT,  XCMATOTOKCHMYHOCT,  KapIUOTOKCHYHOCT U
HEYPOTOKCUYHOCT.

['maBHU IyT M3Ty4rBamka MUCIUIATHHE j€ IPEeKo OyOpera e J01a3u 1 10 akyMyJIaiuje
neka y Behoj mMepu Hero y npyrum opranmMma. Kox jenne tpehune mamujeHara jaBipa ce
omrehewe TyOynckux hemmja, mrTo ce MaHudecTyje moBehameM KOHILEHTpalHje ypee U
kpeatnHuHa W mopemehajem y Oanmancy enekrponuta (Hanigan and Devarajan, 2003).
[TpoxcumMaiiHu TYOYJIOLUTH Cy TIIABHO MECTO JIejCTBA, a KOHIICHTapIHja Jieka y oBUM henujama
je mer myra Buma Hero y cepymy (Kuhlmann et al, 1997). Ilatonomke mpomene cy
Haju3pakeHuje y C3 cerMeHTy u y3pOKOBaHE Cy BHILIECTPYKHM MEXaHH3MHMa, Kao LITO Cy
OKCHJIATUBHH CTpEC, anonro3a, nHdamanuja u ¢pudporenesa. HehpoTokcHIHOCT je JT03HO-
3aBucHa (Liebertahl et al, 1996). AnexBaTaH yHOC TEYHOCTH MOKE Ja CMamd KOJUYUHY
MOHOXHUJIpaTUcaHe GopMe, a JeNTyje U PEHOMPOTEKTUBHO.

[MucnnatuHa je Hajjaun oToTokcuyHu Jek. Mamehy 10% u 90% cBux nanmjeHata
pas3Buhie HekH creneH omTeherma ciryxa, a HajoceT/bUBHja je eaujaTpujcka nomysanuja (Li et
al, 2003, Camet et al, 2021). OTOTOKCHYHOCT je HpeBep3UOMIHA, a MOBE3aHa je ca
XUMOaI0yMHUHEMH]OM, TMPUMEHOM JApPYTUX JIEKOBa, I'€HETUYKUM (akTopruMma, omrehemem
OyOpera u crapomthy manujenara (Deavall et al, 2012). Tepanujcku mpucTyn noapasymeBa
NPUMEHY, JIOKAJHO WJIA CUCTEMCKH, aHTHOKCUJIATHBHUX M aHTUHH(DIaaTOpHUX Jiekoa (Abd

Rashid et al, 2021).

Bucoke nmo3e nucrutatTiHe Mory na Oyny xemaroTokcuuHe. OKCHIATHBHH CTPEC MMa
BakHy ynory y omrehemy jerpe nucmiatuaoM (Lu and Cederbaum, 2006). CmameHu cy
HUBOM TJIYTaTHOHA W TIIYTaTHOH pPEeIyKTasze, MOK Cy MOBHIICHE TIYTAaTHOH IEPOKCHIA3a,
KaTajasa M raMa-riIyTaMil TpaHCIenTHaasza. Tepamnuja IUCIUIATHHOM je TOBe3aHa M ca
YMEpEHHM IOpacToM TpaHcamuHaza u OwmmpyOmna (Iseri et al, 2007). Hosuje crynmje
MOKa3yjy Jla MpUMeHa BUCOKHX /1032 celeHa U ButamuHa E nenyjy 3amtutHo Ha jetpy (Liao et
al, 2008).

Tepanuja nucnIaTMHOM TOBOAM 10 JIMIUIHE MEPOKCHAAIMje MEeMOpaHa CpUaHUX
MHUOIIUTA U TOBehama cepyMCcKe KOHIIEHTpAIHje JaKTaT JeXUAPOreHa3e M KpeaTHH KHHa3e.
Aput™muje u ipoaykeme (t mHTepBaina je mpumeheHo kon yrpoxenux namujeHara (Yousef et
al, 2009).

[ucrutaTiHa Jenyje Ha Jop3ajiHe KOpPEHE TaHTJHja W JOBOJAM O MPOJa3sHHUX H
XpOHHYHHMX HEypoIaTHja KOje ce 4ecTo jaBibajy koa mnamujenata (Meier et al, 1999).
AHTHOKCHIaTHBHA CPE/ICTBA MOT'Y Jla yOJIaKe OBa TOKCHYHA HEKe/beHa JIEjCTBa.
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1.5. Pa3B0j HOBMX KOMILIEKCA MJIATHHE

300r HexebeHUX edeKara M PEe3UCTEHIN]e HEKMX TyMOpa Ha IMHUCIUIATHHY, JaHacC Cy
BEOMa aKTyellHa UCTPAKMBaka y KOjUMa C€ CHHTETUIITY HOBH KOMIUIEKCE aHaJIoTa IUCIUIATHHE
U IPYTHX TpeNa3HuX MeTalla KOju Moka3yjy 0oJbe eeKTe, Mamby TOKCUYHOCT U PE3UCTEHIIH]Y
oJl nucIuiaTiae. Mako cy mocieamix roquHa UICIIUTHBAaHH aHTUTYMOpCKH eektu Beher Opoja
KOMILJIEKCA IJIaTHHE, TeK 0KO 30 KOMIUIEKCa je HCIIMTUBAHO y KIMHUYKUM cTyaujama (Fuertes
et al, 2002), a y neyery TyMOpa ce, OCUM LUCILUIATHHE, jeIUHO ynoTpebsbaBajy KapOoriaTnHa
u okcanmumiaTuHa. OBU KOMITJICKCH IIATHHE Cy MPEICTaBHULIM Jpyre TeHepalyje KOMILIEKca
wiatuHe(I). HenmaratuHa, no0amanTuHa W XeNTAaIUIaTHHA Cy OJ0OpEHE 3a JIeUeHe Yy
M0jeIMHUM 3eMJbama A3zuje.

[o)
4 P
HN  0—< SN HN 0 °
/ . p rd N N
Pt e Pt
.. N \_\ g — / \ \‘§.
H 3N O ‘-i;}_ N H 2N @) (@)
v 0O )
F‘iﬁ}) DOILIATHHA OKCA/ITHILIATHHA
(1989) (2002)

Cnuka 6. Xemujcka cmpykmypa Kapooniamune u OKCAIunIamuHe

Kapbomnnaruna je nex apyre reHepanyje IUIATHHCKHUX JIEKOBa, KOJU C€ KOPHUCTU 3a
neueme o7 1989, u To 3a Tepanujy kapuuHoMma oBapujyma. [IpuMemyje ce HHTpaBEHCKH, alld
y BehuM mo3ama ox mmcriatuHe. JlBa XJIOpUAO JHWTaHna 3aMemeHa cy OuaeHTaHTHUM 1,1
LUKI00YTaHOAUKApOOKCHIIATOM, M 3aTO je Mame pPEeaKTHBHA Off LucCIIaTMHE. Mame je
n3pakeHa HEPPOTOKCHYHOCT M HEYPOTOKCHYHOCT, a H3a3MBa MH]jEIIOCYNPECH]Y INTO CE
MaHHU(]ECTyje HEeyTPOIICHHjOM, JIeyKomeHnjoM u Tpomborronenujom (Zhang et al, 2020).
CriexTap aKTUBHOCTH j€ CJIMYaH Ca IUCIIIIaTHHUM.

OkcauIIaTHHA TPHUIaza APYroj reHeparuju antutymopekux miatuna(ll) komriekca
KOja ce ToKasajia Beoma e(puKacHOM y Tepanuju KosopektaiHor kapiuuHoma (Silva et al, 2005
) 1 kapuuHoMa jajuuka (Passetto et al, 2006 )

Henannatuna je y Jamany omoOpeHa 3a Jieueme M KOPUCTH CE€ y TEpanuju KaHIepa
rJ1aBe M BpaTa U Tymopa Iutyha (HecuTHohenmjckor U cuTHohenujckor). Mima uctu crexrap
AKTUBHOCTH Kao IMCIUIATUHA W KapOoratuHa. PactBopseuBmja je 10 myra y Boam on
LUCIIATUHE U Makbe j€ TOKCUYHA 3a OyOpere ¥ raCTpOMHTECTUHAIIHU CUCTEM 0]1 KapOoIiaTHHe
(Zhang et al, 2017). JToBoau 10 MHjeIOCyIIpecH;]e.

JloGannaTuHa je IaTHHCKU KoMILIeKkc Tpehe reHepanyje, peructpoBat je y Kunu 3a
JIeYehe XPOHUYHE MHU]JEJIOUJIHE JIEYKEMHUje W HMHOMNEepadMIHUX KaplHMHOMa Jojke U riyha.
Xentamnaruna ce y Kopeju kopuctu 3a jneueme KapiuHoMa xenyla. HexxesbeHn epexTH cy
OJa)kKH HeTO KOJI IMCIUIaTHHE.
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1.5.1. Komnnexcu(1V) nnamune

Kommnekcu mnarune(IV) umajy oktaeaapHy T€OMETpH]jy ca MIECT MECTa 332 BE3UBAE
muraHana. OHu cy wuHepTHHju o Kowmruiekca tuatuHa(ll). 300r BUCOKE KHHETHYKE
CTaOMITHOCTH W JIBa HOBA MECTa 3a JIMTaHJe KojuMa ce MOIU(HUKYje TUMOPUITHOCT, MOTY Ce
npuMeHUTH W opamHuM myteM. Kaga komrmiekc mnatuHe(IV) yhe y hemmjy monmasm 1o
penykuuje y atuay(Il) u To je akTuBHU 001HK Jeka. [[poMeHOM aKCHjaTHOT JIMTaH1a MOXKe
ce yrunath Ha (apMaKOKMHETHKY Jieka (Ha MEXaHW3aM JIeloBamba W PE3UCTCHIN]Y).
buonomky akTHBaH JUTaH MOXKE CBOJHM ITUTOTOKCUYHUM CBOjCTBUMAa CHHEPTUCTHUYKH Ja
Jenyje ca MeTaJHUM joHOoM (IutaTHHOM) y meHTpy komiuiekca (Alessio et al 2013). Benuku
Opoj komruiekca tiatuHe(IV) je cuHTeTHcaH y3 momoh pa3nuuuTHX JTuranaga. Komruiekcu
mnatuHe(IV) cy mokazaim MUTOTOKCHYHY aKTHBHOCT Ha Pa3IMUYUTUM NEJMjCKUM JIMHHjama
XyMaHUX TyMOpa, a caMo je caTparuiatTuHa y (a3u KIMHUYKOT ucnutuBama (Johnstone et al,
2016). MHcnutuBama TeTpaliaTHHE Cy HamymTeHa y paHoj (asu 300r Bemuke
HEYPOTOKCHYHOCTH, JOK WIPOIUIATHHA HHjE TOKa3aJia 3HaYajHe MPETHOCTH y mopehemy ca
mucratuaom (Varbanov et al, 2011).

Carparutatuna (JM216) (Cnouka 7) je xkommiekc tutatuHe(IV) koju Moxe nma ce
IpUMEkYje OpalHUM IyTeM. 3axBabyjyhu CBOJUM aKCHjaJIHUM JIMTAaHOUMa OH je
TUIMO(UITHUJU U Make TOKCUYAH O/ IIUCIUIATHHE. JETMHCTBEH je 110 TOME IITO Cy /1Ba CTa0HIHA
JWTaHga, aMUH ¥ [UKJIOXEKCAMHUH aCHMETPHYHO IOCTaBJbEHH IITO JIONPHHOCY YBpIIheM
BesuBamwy 3a JIHK nmaman. ®opmupa amykre ca JIHK koje me mory ma mpemno3najy MMP
npoteunu pernep cuctema (Fink et al, 1996), a mocroje u goka3u aa ce 3a bux He Be3yjy HMG1
npoteran (Vaisman et al, 1999). Ose pasznuke y MexXaHH3MY Je/IOBama MOBE3aHE Cy ca
UTOTOKCHYHOIINY KO/ HeKKX hesujckux nHuja pesuctenTHux Ha uciutatuay (ONeill et al,
1999, Martelli et al, 2006). CarpamiatuHa ce mokaszana ehUKaCHOM Yy TEpIHjU KapIuHOMA
jajHuka, rpauha Matepulie U IpocTaTe, a y TOKY Cy KIMHUYKE CTyJIHUje KOje HCIUTY]y HeHYy
NpUMEHY y KOMOHMHAIHj1 ca join HekuM utoctatunuma ( Abu-Surrah et al, 2006, Hager et al,
2016).

OCOCH;

HSN\ /Cl
Pt

H,N" | ~Cl
OCOCH;

Cnuxka 7. Campanaiamuna
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1.5.2. Komnnexcu naamune ca auzanouma Rredda-muna

Kommiekcn mpenasaux merana (Pt, Pd, Co, Au) ca edda (erunenguamuu-N,N -
JIMAIeTaT) ¥ CIMYHUM JIMTaHAUMa CY HHTEH3UBHO MPYyYaBaHU MPETXOAHUX roauHa. Edda-Tum
JUragaa cy rpyma kKoja oOyxBaTa BEIHKH Opoj jenumema Koja Cy eTHICHIWAMHH WU
MPONIWICHINAMUH JUKAPOOKCUIIHUX KHCEIIMHA, Ka0 U HUXOBU €CTCPU(UKOBHH JICPHBATH
(Cnuka 8). Y OBy rpymny jeaumema yOpajaMo CTHICHAMAMHH: -TUCHUPNETHE KHCEITUHE
(Hzedda), -mu(uso)mpomancke xkucenune (Hoeddp, Hzeddip), -mu-2-(-3-1UKIOXEKCHI)-
nponancke kucenune (Hzeddch), -nu-2-(-3mernn)-Oyrancke kucenune (Hoeddv) u -au-2-(-4-
Metun)-nieHTancke kucenune (Hoeddl). Kucenune ce koopaumHyjy TeTpaaeHTaHTHO 3a jOH
MeTana, a HBHUXOBU eCTepU(UKOBAaHHM JIepUBaTH OHMJCHTAaTHO. 3a CBE OBE JIUTAHIE CE Y
auTepaTypu kopucti ckpahenuiia Roedda-tumn nmurana.

o [ \
Ro/‘\’-""\“
RO - "
/H \H/\‘ ,_N"/H
N [ \
X /
PtCin —~N /
L / \ PiCin W
NG Py e
Row‘/‘ ) I~ Ro\“/"\
0 Ro)j\/
PtCL(R;edda) PtCL (R eddp) PtCL(R,eddip) PtC1,(R.eddD)

PtCL(R.eddch) PtCL(R,meddch)

Cnuxa 8. Cmpyxmypue gpopmyne xomnaexca niamune ca R.edda-munom nueanoa (Jurisevié
et al, 2016)

[IpBu ux je cunrerucao Lui 1963.rogune u to iaruHa(ll) u mratura(I1V) komrekce
ca Rzedda-tunom nuranga. OH je nmokaszao na matuHa(IV) rpaau cradbunHa jeaumema ca edda
JUTaHANMA ¥ Ja TOCTOju MoryhHOCT dopMupama Tpu H30Mepa, Mpu yeMy je (haBopru30BaH
HactaHak Sym-cis uzomepa (Jolley et al, 2001). Y nocnenmux 1BageceT roJJiHa CHHTETHCAH j¢
Benuku Opoj kommiekca tuatuHa(lV) ca nurannuma edda-tuma, Koju Cy HMCHOJbUIIU
UTOTOKCHMYHOCT Ha Behem Opojy hemujckux nuuuja. Kommekcn mmatune(IV) ca eddp
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€CTpUMa TOKa3ajl Cy LUTOTOKCHYHY aKTHMBHOCT HPUOJIMKHY IUCIIATMHU Ha henujcKkum
nuHujama mujenounne neykemuje K562, HelLa m U251 henmjama actpormurToma, JOK je
UCIIATHHA MHOTO jauye JefioBaja Ha henmjcke JmHHUje KapumHoMa I1uiyha (A549) u
JUIOCapKOMa, TIe Cy OBH KOMIUIEKCH TEK y BEOMa BHCOKHUM KOHIICHTpalldjamMa H3a3uBaJId
anonrto3y (Kaludjerovic et al, 2005a; Kaludjerovic et al, 2005b; Kaludjerovic et al, 2008).
[Tnatuna(IV) ca eddl-Tunom nuranaa Ha henujcky nuanjy neykemuje (Jypkar) u K562 henuje
umana je edekar Koju je yHopeauB ca HUCIUIATUHOM, JIOK je Ha henuje KapiuHOMa KOJOHa
HCIOJbUIIA CHAXKHHU]E MUTOTOKCHYHO aejctBo of nuciuiatuae (Vujic et al, 2012). Hekowko
ecrapa Iu-2-IporaMCcKe KUCEIIMHE je JIeloBala IUTOTOKCHYHO Ha hemuje KapiuHoMa KOJIOHa
u kapuuHoMa jaojke (Stojkovic et al, 2014 ).

1.6. Ilpumena jonusyjyher 3pauema y Tepanuju Kaniepa

Panujanmona onkonoruja je ob1acT MeAMIIMHE, KOja KOPUCTH €HEPrujy y OOJHKY
jormsyjyher 3pauema y muiby Jieuemha TyMOpa MM CMamkema 00j1a U IPYTHX CUMITOMA KOJ
OHKOJIOIIKMX TManujeHara (manujaTuBHO). JoHusyjyhe 3paueme Koje ce KOpPHCTH Y
paaroTepanuju MoKe OUTH elleKTpoMardeTHo (Y 1 X 3palin) Wi KOPIYCKYaJIPHO (YeCTHYHO)
(mpoToHH, P uecTUIe — ENEKTPOHUM M TO3UTPOHH, O YECTHULE M JPYTd JOHHU) 3payucie.
EnekTpoMarHeTHO M KOpPIYCKYJIApHO 3padele IMpH Mposiasy Kpo3 MaTepHujy wuzbairyjy
€JIIEKTPOHE M3 CBOJUX aTOMCKHMX OpOMTa W CTBapajy jOHCKE MapoBe, Tj. BPIIE jOHHU3AIU]Y
MaTepHje Kpo3 Kojy MmpoJiiasze, o 4eMy je OBO 3paueimke u qoomio ume. 1ITo je joHnszamnmja y
JaTOM BOJyMEHY Tylirha, ogHOCHO MITO je Beha xonmuyuHa ancopOoBaHe eHepruje, To he u
omrehema OuTH M3paxxennja. AnicopOoBaHa J103a je 1e0 eHepruje jounsyjyher 3padema Koju
aricopOyje jeIMHMIIa Mace 03padeHor TKHBA M TO je (HU3MYKa J|03a 3pauema. M3paxkasa ce y
jemwHUIM Koja ce HaszuBa rpej (1GY). Melyrum, ncre mo3e pa3nmuUUTHX BpcTa joHH3Yjyher
3pauema He MPOM3BOJIE HCTe ePeKTe Ha M3JI0KEHO TKMBO HJIM OpraHu3am. 3aTo YBOJUMO U
mojaM OMOJIONIKE J03€ 3pauea Koja MpeCcTaBjba MPOU3BOJ (PH3MUKE 103€ 3payema U
penatuBHe Ouosormike edexkruBHoctd, RBE (eng. relative biological effectiveness) (Nias,
1998). RBE mipeacraBiba 0HOC /103¢ pedepeHTHOT 3payea (Y Wi X) U 103¢ aHATH3UPaHOT
3pauema (WM KOMOMHOBAaHOI TpeTMaHa) Koje MOJA HUCTUM YCIOBMMAa H3a3UBajy HCTU
Ouosouku edgekar. 300r pa3sivKe y IeIOHOBAHO) €HEPTHjH, pa3uKyjy ce u BpeaHoctu RBE.

VY panuortepanuju ce kopucre y 3paud M X 3panu. lama (y) 3pademe je
€JIEKTPOMAarHeTHO 3pavyeme KpaTKke TajacHe AYKMHE U Bellnke mpojopHe Mohu. Hajuemthu vy
eMHTEPH KOjH C€ JaHAC KOPHCTE y MEITHIIMHY cy panuoakTueau ko6ant(*°Co), nesujym (**'Ce),
narpujym (**Na), kamujym (*2K), smato (**®Au) u reoxhe (*°Fe). [Ipumemyje ce Ha 1Ba HaYMHA:
Kao crojballllba — TeJepaauoTepanuja, Kajga ce HM3BOp 3payema Hayla3u Ha ojpeheHoj
YAaJBEHOCTH O]l TMalMjeHTa W Kao Opaxurepamnuja, Kaja Ce€ W3BOp 3payema IMOCTaB/ba Y
HEeNocpeaHy OJIM3UHY TyMOpa.

1.6.1. Buonowku eghexmu jonu3syjyhez 3pauera

ITon 6uonomkuM epekTuMa joHuzyjyher 3pauerma noapaszymeBajy ce omrehema henmja
¥ TKHBAa KOja MOTY HAacTaTH Ha JBa HAuyWHA: JUPEKTHOM jOHU3AIMjOM WM WHIUPEKTUM
nejctBoM 3padewa (Cnuka 9). Ilpu nupekTHOM JejcTBY joHU3yjyher 3pauema Ha >KUBY
MaTepHujy J10J1a3H J0 jOHMU3alMje aToMa, KuJama XeMHJCKUX Be3a U nopemehaja cTpykTypa y
OuosomikuM cucreMuma. [Ipu Tome, crenex omrehema je IponoOpLUHOHATIaH 103U TPUMEHEHOT

17



3pauersa (Nikjoo et al, 1999). UunupektHo nenoBame joHusyjyher 3padema moapazymena
MPOAYKIIH]Y cI000IHUX pagaukana. Hanme, ¢ 003upom Ha TO 1a BoAa YMHU HajBehH J1€0 )KUBUX
opraHusama, KpaTkO BpeME HAKOH O3pauuBama J0Ja3d 10 JOHH3aIMje BOJEC W CTBapama
BeJIMKOT Opoja c1000HUX KHCCOHUYHUX pajuKaiia (BOJOHUK EPOKCHU, CYNIEPOKCHIHHA aHjOH
U xujaporepokcu pamukan) (Azzam et al, 2012). OBu pagukanu MOry Ja MPEKUBE JOBOJLHO
nyro u aa mudyHAyjy Y CBE JIeTIOBE JKMBE MaTepHja W3a3nuBajyhu xeMujcke Moauudramnmje u
omrehema Makpomosiekyna. OBaj Tum omrehema cmarpa ce Haj3Hadajuujum (Valerie et al,
2007).

‘Indirect’
Break

Direct
Break

Cauxa 9. /upekmno u unoupexmuo oejcmeo jonusyjyhee 3pauerwwa na monexyn JIHK
(Goodhead, 1999)

HupextHu edekTH joHusyjyher 3pauema cy omrehema Ha Monexyny JIHK u hennjckoj
MeMOpaHH, Kao ¥ MHHUIMjallija CUTHAIHUX MyTeBa Koju nmokperahy amomnoro3y (Mishra et al,
2004). Omrehemwa Ha monekyny IHK moapasymesajy omreheme 0asa (nererpja 0a3HUX
napoBa) u jenHojan4ane (eHr.single strand breaks, SSBS) u aBonanuane (enr. double strand
breaks DSBs) mpekuae smanara JTHK (Barnard et al, 2013). JegHomaH4aHH NPEKUIH Y
monekyny JIHK y3pokyjy nmokanny neHaryparujy y Onm3uHu npekuna, unme janan JJHK
1ocTaje jlaka MeTa 3a ci1000aHe pagukaie. MehyTuMm, oBe npekuae peraTuBHO Op30 U JIaKoO
MOTPaBJbajy pernep MexaHu3Mu y henuju, na umajy Majo yaena y cmptu henuje. Haj3nauajuuju
CY IBOCTPYKH IIPEKUIH KOjJU Cy y KOpeJallljy ca JICTAIHUM JI€jCTBOM joHH3Yjyher 3pauema Ha
henmje (van Gent et al, 2001). YV oBom citydajy penep MexaHH3MH HHCY Tako e(hUKacHH, ma
J07a3u JI0 TpeKuJa Ha XpOMO30OMHMAa W TOCIEJUYHO [0 T'€HOMCKE HECTaOWIHOCTH,
XPOMO30MCKHX peapaHxMaHa u Manurae tpanchopmanmje (Yang et al, 2004).

Tpeba HarmacuTu fAa Ccy OpPraHM3MHM Ha BHILIEM CTYIY EBOJYTUBHOI pa3Boja
OceTJphMBHU]jH Ha joHn3Yjyhe 3paueme. Takolhe, oceTspuBHje Ccy henmrje Koje ce elie y 0OJTHOCY Ha
OHe y uHTepdasu, npu 4yemy cy henuje y mejosu ocetsbuBHje o1 henuja y mutosu. [1o3naro je
Jla ce MaJTUTHO TpaHchopmucane henuje UHTEH3UBHO JIeJie, Kao U J]a 4YeCTO UMajy MyTaluje y
reHMMa KOj1 KOHTPOJIUITY heJijCKH IIUKITYC U alloNTO3y U YYeCTBY]Y y HCIIpaBKaMa omrehema
Ha monekyny JJHK. 36or Tora manurue henuje nmajy yecto nosehany painoocersbUBOCT, HITO
omoryhaBa npumeny joHu3yjyher 3pauema y Tepanujcke CBpxe.
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1.6.2. Komounoseanu mpemmanu MAaiuZHUX mMymopa XemMuomepaneymuyuma u
paouomepanujom

KoMOuHOBHAaHM  TpeTMaHW  MAJIWTHUX  TyMOpa  XEMHOTEpamneyTUIuMa |
KOHBEHIIMOHAJTHUM, JOHU3YjyhuM 3pademeM Ccy BeoMa aKTyelHO IM0Jbe UCTpakuBama. Kon
HeKkHnx TyMopa (turyha, riiaBe u BpaTa) MUCIIATHHA JIenyje Kao paauocen3utusarop (Gupta et
la, 2011), Mok KO APYTrHX HEMa PaAMOCCH3UTH3aTOPKY AKTHBHOCT MJIHM JOBOIU 1O IIOjaBE
U3PAKCHUX CUMIITOMA TOKCHMYHOCTH Koja mnanujeHara (Hazuka et al, 2014). IIpumena
IUCIUIATHHE 3aje/IHO ca jJOHU3YjyhuM 3pavyemeM ce KOPUCTH Y TPETMaHy HEKUX BPCTa TYMOPA.
Knunudke cTyauje ca mamnujeHTuMa ca KapiimHOMOM Ipiuha MaTepulle mokasajie Cy KOPHUCT O]
3ajeJHHYKOT TPETMaHa Y 3padcha U IUCIUIATUHE Y CMUCIY JYXKET TPeKHBIbABAba U JIy)KET
Tpajama nepuojaa pemucuje (Keys et al, 1999, Rose et al, 1999). PaanoTepanuja u 1ipcriiaTiHa
ce IpUMEbY]y Y Tepamuju HHOIepaOuIHIX TyMopa riase u Bpata (Marcu et al, 2003).

[IpernocraBsba ce a NUCIUIATHHA JOBOJM /10 MHXMOMIIMjE MEXaHN3aMa 3a MOIMPAaBKY
omrehewa Ha monekyky /IHK koja cy mnaykoBana jonusyjyhum 3pauemem. Takolhe, Heka
HCTpaXMBama ITOKa3yjy na moBehameM OKCHIeHalMje XHIIOKCMYHUX henmuja ce cMmamyje
PaAMOPE3UCTEHTHOCT TaKO LITO JoJa3u 10 3actoja y G2 dasu henujckor nukiycya (Lawrence
et al, 2003, Nakamoto et al, 1996). McrpaxkuBame CHHEPTUCTUYKOT JeJIOBamba joHU3Yyjyher
3pauema U nucraruHe Ha A549 henmjama xapruaoma ruryha, mpyska okase J1a IUCIaITHHA
MIPOMOBHIIIE MPOAMONTOTCKE CUTHAJTHE IIyTeBE AKTHBHPAmEM Kacma3e 3 U IPOMEHOM
excripecuje Bcl-2 ¢amunuje nporeuna (Liu et al, 2014). Mehyrum, TadyaH MmexaHH3aM
CHHEPTUCTHYHOT JIEJI0OBamkha jOHN3Yjyher 3padyera 1 MUCILIaTHHE jOII YBEK HUjE Y MOTITYHOCTH
pasjalrmbeH.

1.6.3. 3nauaj oopeljusara paduoduonowkux napamemapa y npoyeHu 002060pa mymopa Ha
Jjonu3syjyhe 3pauere

[Ipumena jonusyjyher 3pauema y jeuewy pa3IMUUTHX Tymopa Tpeba 1a JoBene 10
MHXUOMIIM]je pacTa MAIUTHUX henuja y3 MMHHMMAaNHO omTeheme 37ApaBor TKHBA Y OKOJIMHHU
tymopa. OpapehuBameM BpEIHOCTH pPa3IMUUTUX PaJUOOMOJIONIKUX MapaMerapa MOXXEMO
NPOLEHUTH e(deKTe 3pauema, ald W KOMOMHOBaHMX TpeTMaHa 3pademheM U
XeMHOTepaneyTuiuMa Ha TyMopcke henuje.

Beh je momenyr 3Hauaj onpehuBama RBE BpenHoctu y paavorepanuju, jep oBaj
mapaMeTap NpeACTaB/ba PEIATUBHY Mepy CIHOCOOHOCTH oapeleHe BpcTe 3padema WIN
KOMOHMHOBAHOT TPETMaHa 3pavyeheM U XEMHUOTEparieyTHKOM J1a JOBE/e O MHXUOHUIIMje pacTa
tymopckux hemuja (Combs et al, 2012). Bpennoct RBE mapamerpa, HopMmupaHOTr Hpema
epekry y 3pauewa on 2Gy (RBE(2Gy,y)) je Hajuemhe kopuirheHu paanoOMOIIOIIKU
nmapameTap 3a ynopehusame edexaTa pasmHUINTHX BPCTa 3padeha.

Haxon o3pauuBama henmja u omrehewa Ha monekyny JAHK, y henujama ce Hajmpe
aKTUBHpPAjy MEXaMHHU3MHU KOjU 3ayCTaBJbajy henmjcku MUKIyC Kako Ou ce HacTaja omrehema
nornpasuia npe periukanyje (3aapxasame y G1 dasu, eng. G1 arrest) wium npe henujcke neoode
— muTo3e (3aapxkaBame y G2 dasu, eng. G2 arrest). Ykonuko cy omrrehema Belnka, perep
MexaHu3Mu he akTuBHpaTH mporece Koju Boje henujy y anonrorcky henujcky cmpt. Takobe,
HeucrnpaBibeHa omrehema Mory Outn M (GUKCUpaHa M Jajbe MpoTarupaHa, mTo JOBOIU 0
BUXOBOT HarOMUJIaBama U reHoMcke HectaomHocTH (Kuerbitz et al, 1992). V 3aBucHocTH 011
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creneHa omrehema, oBe heiuje MOTy /1a IPEKUBE 3pavue-e U Pa3MHO)KaBajy Ce jOII H3BECHO
BpeMe, aii he reHoMcKa HeCTaOMIIHOCT MITaK JIOBECTH 10 helujcke CMPTH MOCiie HEKOJIHKO
reHepanyja. 300r cBera HaBeIeHOT, Y IPOIICHHU JIJIOBamhE 3padyeba Ha opel)eH THUIT TyMOPCKUX
henmnja BaXHO je MPOYYUTH TOHAINIAKE henrja TOKOM henujcKor MHKIyca M OIPEIUTH
MPOIIEHAT arloNTO3€ KOja je MHIAYKOBaHa NMpUMEEeHUM TperMaHoM. [loganm u3 muteparype
MOKa3yjy Jia je MpoleHaT anolTo3¢ WHIYKOBAHE TPETMAHOM Yy MO3UTHBHO] KOpEJalHju ca
panuo-ocerspuBolihy ananusupanux henmja (Aldridge and Radford, 1998). C apyre ctpasne,
nmporeHa creneHa omTehema TeHoMa W TYOMTKa (permpoayKTHBHOT KamanuTeTa henwja
onpehyje ce MmepemeM (Gpakiuje npexuBibaBama Ha 2Gy, SF2 (eng. surviving fraction,). 3a
onpehuBame BpeaHoCcTH SF2 KOPUCTH ce KIIOHOTEHHU ecej Koju oapehyje cmocobHocT henuja
na (opmupa KoIoHHjy (KJIOH) M HAKOH HajMame 6 mepuojia TyIuiupama Mocle 3padcmha WilH
KOMOMHOBaHOT TpeTMaHa. OBaj panoOWIIONIKY TapaMeTap UMa BEJIMKH 3Ha4a] y oJpehuBamy
paano-oceT/bUBOCTH henuja Ha joHu3yjyhe 3pademe: hennje koje umajy SF2<0,35 cy paamo-
ocetJbuBe, 0K cy henuje ca SF2>0,35 paguopesucrentre (Salim et al, 2012). 3a nporeny
edekara KOMOMHOBaHMX TpeTMaHa KOPUCTH ce (akTop moBehama ocerspuBocTH, SER (eng.
senzitizer enhancement ratio) (Meike et al, 2011) koju yka3yje Ha moBchame pamuo-
OCTJPUBOCTH henja TpeTupaHuX XeMHOTepaneyTHIIMMa U jOHI3YjyhuM 3pademeM.

Kopumrhewe paanoOHONOmIKUX Mapamerapa IpeicTaB/ba jeJaH O] OCHOBHHX
npucTymna y GopMHupamy TepanujcKe CTpaTertje y JISUehy MaTUTHUX TYMOpa.
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2. IWJb PAJIA

Ha ocHOBY nmpenMMUHApHUX UCTPAKMBaKka AHTUTYMOPCKUX e(ekara HOBOCHHTETHUCAHUX
komruiekca TutatuHe(IV) W nucnmatuHe Ha henujcKUM  JUHWjaMa XyMaHUX TyMopa,
MIOCTaBJBEHHU CY cliefiechu KOHKpETHHU 3aallu:

1.

[IpaTuTu pact u oApeIuTH BpeMe AYIIUKAIM]e XyMaHUX NelnjcKuX JIMHU]a:
- Ab549 — xapuunom ruryha

- MCF-7 — xapuuHOM A0jKe

HTB140 — menanom

- MRC-5 — 3npaBu ¢erannu pudbpodiactu ryha.

Hcnurat  MOTEHIMjamHy  IIUTOTOKCHYHOCT  HOBOCHHTETHCAHUX  KOMILIEKCA
matune(IV) ca:

1) 0,0 -dipentyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N"-di-2-propanoate dihydrochloride
dihydrate (y nasbem Tekcty Komiuteke pentyl-Pt)

2) 0,0 -dibutyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N -di-2-(4-methyl)pentanoate
dihydrochloride (y naspem tekcty komruiekc butyl-Pt)

U YIOOpemuTH ca IUTOTOKcHMuHMM edekTuma Cis-diamminedichloroplatinum(ll) (y
najbeM Tekcry Cis-Pt) Ha hemujcke nuuuje HaBenenux tymopa (MCF-7, A549,
HTB140), kao u CelneKTUBHOCT y HHXOBOM JI€JCTBY y OJHOCY Ha 3]paBy henujcky
muHHjy pubpobnacra mayha — MRC-5.

Wcnuratn yrunaj komruiekca pentyl-Pt u butyl-Pt ma momymamujy henujckux
byHKIHja:

1) ©a nponudepaTHBHY aKTUBHOCT hiesrja TOKOM TpeTMaHa,

2) Ha MHAYKIHjY anonToTcke henujcke cMpTH,

3) Ha ekcrpecHjy MpOTEUHA KOjH YUECTBY]Y Y PEryJIallijH aloNTOTCKE CMPTH

4) na nuctpudyuujy henuja mo asama hemamjckor muKIyca

Oppeautu paanoOuosoNiKe mapaMmerpe Koju neduHumy epukacHocT joHusyjyher vy
3payema, Ka0 1 KOMOMHAIIM]y Y 3pauema U Komruiekca pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y
eJIMMUHALMJU TYMOPCKHX hemnuja.
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3. MATEPUJAJI N METOJE

3.1. Marepujan

3.1.1. henujcke nunuje

3a HCHUTHBAKE IOTEHUUJAJIHOT LUTOTOKCHUYHOI JI€JCTBA HOBOCHHTETHCAHUX
komruiekca miaatuHe(IV) kopumhene cy xymane Tymopcke henmujcke TUHHjE Pa3TUYATOT
MOpeKJia ¥ MHBAa3UBHOCTH M TO: KapuuHoma ruiyha (A549), kapuunoma nojxke (MCF-7) u
masmraor menanoma (HTB-140), kao u jenna 3apaBa henmjcke nuHMja peTaHUX XyMaHUX
¢ubpobnacta miayha (MRC-5). Cse henujcke nuHuje HabaBibeHe cy u3 koiekuuje ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, SAD).

henujcka smHuja AS549 (ATCC®CCL-185TM) mpencraba hemuje  xymaHor
ageHokapiuuHoMma riyha. OBy henmjcky nmnHjy je npBu pa3Buo Giard ca capagHuiuMa,
KyJITUBUCakeM henuja M3 TKHMBa TyMmMOpa HalMjeHTa cTapor S58.rojuHa, o06osenor on
anenokapiimHoma rryha (Giard et al, 1973). To cy anBeonaphe 6a3ante enurtente henuje Koje
PAacTy aIXepeHTHO y MOHOCIO]jy Y in Vitro ycioBuma. OBa henujcka nuHHja je KaTeroprcana
Kao BpcTa HecuTHohenujckor kapuuHoMa ruiyha, koju obyxmata 85-88% cBUX KapIMHOM
arutyha, Mame je arpecuBaH U CIIOpuje ce MIHUPH.

henujcka nmunuja xymanor kapuuHoma jgojke MCF-7 (ATCC®HTB-22™) je jenna ox
Hajuemthe kopumheHux henujckux JMHUja y HUCIMTUBaKbYy AaHTUKAHIEPCKUX areHaca.
Jlobujena je 1973. ronune u3 rieypaiHe TEYHOCTH NMAIM]eHTKUHE Ca MHBAa3UBHUM JTYKTATHUM
kapiuHOoMoM jojke (Soule et al, 1973). To je MOHOCNOjHA, aaXEpeHTHA, CMUTENHUjaIHA
henujcka TMHUja TO3UTUBHA HAa €CTPOTEHCKE M MPOTECTEPOHCKE perenTope. henujcka tuHuja
MCF-7 je cnabo arpecuBHa U cMaTpa ce Ja Ma HH3aK Meractarcku noteHnujan (Gest et al,
2013).

Xymane HTB140 (ATCC® Hs 294T) menanomcke henwuje cy nzonosane 1969. ronune
U3 MeJlaHOMa KOju je Meracrasupao y juM@Hu uBop. OBo cy HenmurMmeHTtucaHe hemnuje
MeJIaHOMa, 3Be3/1acTor U nosimroHanHor oosuka (Creasey et al, 1979), koje pacty y MOHOCIIOjy
y in vitro yciosuma.

Xymana henmjcka muauja MRC-5 (ATCC®CCL-171™) wu3penena je 1966. u3
HOpMaHOTr TuTyhHOr TKHBa 14-HenesbHOr MyIIKOT eMOpHoHa of cTpaHe Jacobs U capagHuKa
(Jacobs et al, 1070). henuje cy murutonaHe, ca kapuotunom 46,XY. Pacty y MOHOCIO]Y,
npuuBpinhieHe 3a MOAJIOTY Cya Y KOME Ce OJIp)KaBajy.
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3.1.2. Pacmeopu yucnaamune (Cis-Pt) u nosocunmemucanux xomninexca naiamune(lV),
pentyl-Pt u butyl-Pt

Kommiekcu rarune(IV) ca:

» 0,0 -dipentyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N"-di-2-propanoate dihydrochloride
dihydrate (y massem tekcty pentyl-Pt)
» 0,0'-dibutyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N"-di-2-(4-methyl)pentanoate
dihydrochloride (y masbem Tekcry butyl-Pt)
kao koMmruiekc maatune(ll) ca:

» cis-diamminedichloroplatinum(II) (y naseem TekcTy cis-Pt)
cuHTeTHCaHu cy Ha WMHctutyry 3a Xxemujy, [IpupomHo wmaremartuukor Qakynrera,
VYuusep3urera y Kparyjesy. McnutuBana jenumerna Cy paCTBOPEHA y TUMETHII-CYII()OKCHTY
(DMSO), y konnentpanuju on 100 mM (mrok) u uyyBaHa y crepwino] Tyoum Ha 4°C.
HemnocpenHo mpe TpeTmaHa, jeiMmbelma Cy Y XpambHBOM MEOUjyMy pa30iaxkeHa J0 pagHux

KoHIeHTpanuja. PunHanHa KoHueHTpanuja DMSO y ekncepumentuma Huje npenasuia 0,5%
(VIv).

3.1.3. Xemuxanuje

Cae xemukanuje 3a rajemwe henuja (RPMI, DMEM, FCS, nenununus, cTpenToMUINH,
TPHIICHH, HEECCHIIMjaTHe aMuHOKKcenune, L-glutanim) cy npoussoau ¢pupme Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Germany. On wuctor mnpousBohaua cy u: TpuxiopcupherHe
kucennHa (eng. trichloroacetic acid, TCA), Tris 0a3a, HaTpujym OukapOOHAT, TpHUIaH IJIaBO,
eTUJICH JMaMHUHO TeTpa cupheTHa kucenuHa (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA),
anOymuH roseler cepyma (eng. bovine serum albumine, BSA), natpujym nonenun cyndar
(eng. sodium dodecyl sulfate, SDS), HaTpujyM-aeokcuxoJyiaT, HATpHjyM OpTOBaHaJAAT
(Na3VO4), erunen rimkon terpacupherna kucenuna (eng. ethylene glycol tetraacetic acid,
EGTA), axkpunamupa, OucakpuiIaMui, [NIMIUH, (-MepKanToeTaHos, OpoM ¢eHon IuiaBo,
riuepus, Tween 20, ©30mponaHoi, aMOHUJyM alleTaT, eTuaujym opomun, cyiapopoaamus b
(CPB) u mponuaujym jorua (PI). JlymuHon u p-kymapu4yHa KHMCENIMHA, KOJU yja3e y cacTaB
ECL (eng. enhanced chemiluminescence) cymcrpara cy mpomsBogu Sigma Chemical
Company.

[Mporennasa K je mpoussox ¢pupme Promega Limited, Southampton, UK. Araposa je
npoussog BRL, Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, MD, USA, a komepuujanna
cmema JIHK ¢parmenara (100bp DNA Ladder) Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Germany.

[IpousBonu ¢upme SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany cy:
CIIEPMUJIMH, AHTUIIAWH, JICYNENTHH, anpoOTHHUH, (eHmwiMeTriacynponun xiopua (PMSF),
Hatpujym tpodocdar, B-aurmunepodocdar, Hatpujym ¢Guyopun, autaotpenton (DTT),
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED), dimetilsulfoksid (DMSO) u pubonykieasa A.

[TpousBoau ¢upme Zorka Pharma, a.d., [llabamn, CpbOuja cy: raunepod, cupheTHa
KHCeNHHA, CyMIIOpHA KUCeNnnHa, popMannexua u Metano, a ['umsa je npousson Alkaloid a.d.,
Skopje, Macedonia.

Komeprjannu koMiuieT koju je xkopuihen 3a tect npoaudepanuje je BrdU ELISA
Kit, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany, a koMepuujadHi KOMIUIET 3a rpahembe
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aronro3e Ha MpoTo4yHoM ruromerpy je AnnexinV-FITC/7-AAD Kit, npousBohaua Beckman
Coulter, Marseilles, France.

3edja moynuKIOHCKa aHTHTeNna Ha Bax u Bcl-2 u cekynnmapHo koszje antu-3edje 19G
AHTHTEJIO KOje je 00enekeHo mepokcuaa3oM u3 pena (eng. horse-radish peroxidase, HRP) cy
npousBox gupme Cell Signaling Technology Inc. Danvers, Massachusetts, US, nojk je 3euje
MOJIUKJIOHCKO aHTUTENIO Ha P-akTuH mpom3Bog Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Germany.

3.1.4. Ilyghepu

VY exkcniepuMeHTHUMa cy Kopuithenu cinenehu nmydepu:

¢ (docdarno nydepucanu dpuzmnonomku pactop (eng. phosphate buffer saline, PBS), pH
7.4: 0,8% NaCl, 0,02% KH2POs4, 0,29% Na2HPO4x2H0, 0,02% KCI

e rmunuHckH nydep: 0,2M rmunun, 0,2M NaOH

e jgurectnonu mydep 3a uzonoame JJHK: 100mM NaCl, 25mM EDTA, 10mM TRIS-
HCI, 0,5% SDS y H.0

e mydep 3a y3opke (3a enexrpodopesy): 30% raunepon y 1xXTBE

e TRIS-60oparuu nmydep (TRIS-borate buffer, TBE), pH8,3: 0,09M TRIS borate, 0,02M
EDTA

e TE nydep (TRIS-EDTA buffer), pH8,0: 10mM TRIS, ImM EDTA y H20

e Ilydep 3a musupame: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1% Nonidet P-40 (NP-
40), 0.1% SDS, 0.5% Na-deoksiholat, ImM EDTA, 1mM EGTA i 1ImM (Na3V04)

e Ilydep 3a nanmuBame y3opaka (2xProtein Loading Sample Buffer): 0,125M Tris-HCI
(pH 6,8), 4% SDS, 20% raumnepon, 0,4% B-mercaptoethanol, 1% 6pomdenon miaBo

e SDS nydep 3a enexkrpoopesy: 25 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, 192 mM raunux
e Ilydep 3a Tpancdep: 25mM Tris-HCI, 192mM riunun, 20% metanon
e TBS nydep: 1,5M Nacl, 0,2M Tris (pH 7,4)
e TBST mydep: 0,1% Tween 20 y TBS nydepy
3.2. METOJE

3.2.1. I'ajerwve henuja y kynmypu

henmujcke muanje A549 u MCF-7 ce onpxaBajy y xpawuBoj oo RPMI 1640, a
henujcka nuHMja MaJIUTHOT MelNaHOMa W 3apaBux (ubpodnacra ruiyha y DMEM (enrn
Dulbecco’s Modified Eagles Medium) nmoaio3u. XpamuBe moaiore ¢y 4yBane y Gpuxuaepy,
a npe ymnorpebe 3arpeBane 1o Temmeparype 37°C. Ilomnora je cTepuincaHa HOCTYIKOM
»XJIaJTHE CTEpHIIN3aIije’ MPOIyIITamkeM Kpo3 MeMOpaHy ca mopama nujamerpa 0,22um. Jla
6u ce 100MO KOMIUIETaH MeujyM noziiore cy oborahene 10% ¢etanaum tenehum cepymom
(errn Fetal Calf Serum, FBS), 100pg/ml neaunmmmaom, 100 pg/ml crpentomuriuaom u L-

24



riiyraMuHOM (GuHANMHA KoHIeHTpamuja 2mM). henujcke nuHHje Cy MpomarupaHe Kao
MOHOCJIOjHE y IUIACTHYHUM Oorama (,,dakcouma™) Bemmunne 25 cm? (Nalgene, Nunc) mo
noctuzama KoHpyeHTHOCTH o 80%, a 3aTmM cy npecahuBane. henuje cy macaxupane y
onHocy 1:4 mo 1:5, nBa 1o Tpu nyra HenesbHO. TokoM mpecahuBama, henujcku MOHOCIIO] ce
ucnepe crepwiHuM GocharHuM mydepoM 6e3 KallijyMOBUX U MarHE3UjyMOBUX jOHA (CHIIL.
Phosphate Buffered Saline, PBS, pH=7,4), a 3atum Ttperupa TpurncuHoM. Hakon
TpurcuHu3anuje hemuje cy OpojaHe Ha MHBEPTHOM MUKPOCKOITY U 3acejaBaHe y oaronapajyhoj
T'YCTHHU 32 JIaJbe eKCIIEPUMEHTE MJIH 32 J1aJbe YMHOKABAE U OJIPIKABAE Y KYJITYPH.

3.2.2. Oopehusare opoja eujabunnux henuja u epemena wuxoee oyniuxkayuje

3a onpehuBame Opoja kuBuX henuja y KyaTypu kopuinheH je TectT Oojewma henuja
00joM TpHIaH IJIaBO, y KOME XUBe, BHjabuiHe henuje ocrajy HeobojeHe, Mok MpTBe henmje
300T HapylIeHOT HHTerpuTeTa henrjcke MeMOpaHe MacuBHO Mpey3umMajy 00jy u 60je ce miaso.
Hakon ucnmpama hemujckor monocnoja PBS-om u tpuncuansanumje henuja, y 20puL henmjcke
cycnensuje je nonaro 30uL PBS-a u 50uL 0.4% pactBopa Tpunan miasor y PBS-y. henuje
cy 3atuM OpojaHe y Neubauerovoj koMmopu 3a Opojame - XeMOIIUTOMETPY, 32 CBaKH Y30paK Ha
10 mosea (xkBagpata). Ykynan Opoj >xuBux henuja (N) y ImL xynrype uspauyHaBa ce 1o
cienehoj hopmyiu:

N = (n/10) x 5 x 10* éel/mL

npu uemy je N 6poj hemmja m36pojammx ma 10 polja, 5 je daxrop mumymmje, a 10 je
koeduuujeHt komope. Bujabuinnoct henuja kopuirheHux y ekcriepuMeHTrMa je Ouia Beha of
90%.

3a oapehuBame Bpemena nyrunkanuje (Td) henuja npaheH je BUX0B pacT 10 4. naHa
y kyarypu. Ilouetan 6poj hemmja je 6uo 5x10* henmja/mL. CBakonHeBHO cy npahene npomene
y Opojy henmja. Bpeme nymnukaiuje mpencTaBiba Cpedmby BpPEIHOCT M3 TPU HE3aBUCHA
eKCTIEpUMEHTA.

3.2.3. Tpemman henuja komnnekcuma naiamune

3a TecTtoBe BHWjaOWIHOCTH W Tpoiudepanuje, hemujcke nuHUje cy 3acahuBane y
MHKpOTUTAp IIodama ca 96 Mecra (moueTHu 6poj hemmja je 6uo 5 x 10° hemmja/Gynapy).
I'ajene cy TokoM 24h y mHKyOaTOpy y CTaHIApAHUM YCIOBUMA, & 3aTHM j& ME/IHjyM OJTUBCH.
VY KOHTpOJIHUM OyHapuMa 3aMEHEH je MEAMjyM CBEKUM MEIUjyMOM, a Y OCTaIUM OyHapuma
henuje cy nznarane tpermany pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y tpajamy 6h, 24h nnu 48h. Konaune
KOHIIEHTpAllMje KOMIUIEKCa Yy TpeTUpaHUM OyHapuMa uznocuie cy SuM, 10uM, 25uM, 50uM
u 100puM. CBaka KOHIIEHTapIja je TeCTUpaHa y TPUILJIMKATY, 32 CBa TPU BPEMEHa, a Ha CBaKa
TpU TpeTupaHa OyHapa OCTaBJbEHA Cy TPU y KOj€ je JoJaBaHa caMo XpamHuBa Mojsiora (ciemna
mpo06a).

3a KJIOHOTEHW €ce] W aHaJIM3y aronTo3e¢ Ha MPOTOYHOM IUTOMETpYy hemuje cy
pacahuBaHe y MUKPOTHUTAp TUIOYE ca 6 OTBOpaA.

3a octane ananuse hemmje cy rajene y ,,makcopuma“ Benmuune 25 cm?2. Hakon 24h o
3acejaBama, henmmje Cy TpeThpaHe oaroBapajyhuM KoHIEHTpamujamMa KOMILIEKCA W J1ajbe
unkyoupane y CO2 uHKyOaTopy.
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3.2.4. O3pauusarve henuja y 3payuma

OspaunBame A549 nu MCF-7 hemuja y 3pamuma o6aBibeHo je Ha °Co m3Bopy y
JIaGoparopuju 3a 3aIUTUTY OJ 3pauema M 3alITUTy JKUBOTHE cpeauHe, Ha WHCTHTYTYy 3a
HyKJeapHe Hayke ,,BunHua®“ y Bbeorpamy. Ilnactuune mocyme ca henwjckuMm MOHOCIIOjEM,
KOjUMa je TPeTXOJHO OJUIMBEH MEAWjyM, Cy HOCTaBJbaHE IO MPaBUM YIJIOM Yy OJHOCY Ha
npasarl cHona. ‘henuje cy o3padeHe Ha coOHOj Temneparypu nozama o 1Gy, 2Gy u 4Gy, npu
Op3unu no3e ox 1 Gy/min.

3.2.5. Komounosanu mpemman henuja komniaekcuma naamune u y 3pauuma

3a onpehuBame wuHXMOMIMje pacta henmuja HaKOH KOMOMHOBAaHHMX TpeTMaHa
KOMILIEKCUMa IIATHHE U Y 3paliMa, hesuje cy rajeHe y MUKpOTUTap rioyama ca 96 OyHapa.
Haxon 24h ox 3acejaBama henuje cy TpeTrpane koMmiuiekcuma miatune (pentyl-Pt, butyl-Pt u
Ccis-Pt) y koHmeHTpanuju koja oarosapa mwuxosum 1C50 Bpeanoctuma. KoHTposiHUM y30pinma
je camo 3aMermeH MeaujyM. Tpetmad je Tpajao 24h Hakow vera cy hemnuje o3padcHe y 3paruma
y nozama o1 1Gy, 2Gy u 4Gy. HakoH nopatHe uHKyOauuje y tpajamy o 6h, 24h unu 48h
onpehena je maxubunuja pacra CPb Tecrom. CBaku eKCIIepUMEHT je ypal)eH y TPUILTUKATy U
MOHOBJBCH TPHU IyTA.

3a kimoHOTeHH ecej, hemuje cy pacahuBaHe y MHKpOTHTap Iuiode ca 6 OyHapa.
dopmupane Cy TpH IpyIme y30paka:

1) hemuje xoje cy 24h makon pacahuBama Tperupane pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y
KOHIeHTpanujama o1 SuM 1o 100uM; 24h HakoH Tora OJUTMBEH je MEAHjyM ca KOMILJICKCUMa
Y JIOJIAT je CBeX MeIjyM, HaKoH Yera cy hennje octaBibene y CO2 unkybdaropy cinenehux 10
JlaHa;

2) 24h nakoH 3acejaBamba henuje cy TpeTHpaHe KOMIUIEKCMMA TUIATHHE Y KOHIICHTpallhjama
Koje oarosapajy muxoBuM IC50 BpeqHOCTHMA, a MOTOM Cy O3payeHe Y 3paluMa J1o3ama oJ
1Gy, 2Gy u 4Gy, cBex MeIUjyM je 10JaT y cBaku OyHap u henuje cy octaBjbeHe HapeaHux 10
nana y CO; uHKyOaTopy;

3) 48h makoH 3acejaBama henmje cy o3padene y 3paruma go3zama ox 1Gy, 2Gy u 4Gy u
uHKyOupaHe Hapeanux 10 gaHa y craHAapIHUM YCIOBHUMA.

3.2.6. Mukpomempaszonujym (MTT) ecej

3a onpehuBame henujcke BujabmnHocTH KopuitheH je konopumerpujcku MTT recr,
KOjUM ce MHIUpeKTHO onpehyje BujabumHoct henmja. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromid) je TeTpazonujymoBa co, xyre 0oje Koja ce y METabOIMYKU
aKTUBHUM henujama, ToJT ISJCTBOM €H3MMa CYKIIMHAT-IEXUAPOTreHa3e peayKyje y Jbyondacre
kpucraie Qopmazana. bpoj xuBux henuja je AMPEKTHO NPONMOPLUUOHANAH KOJIWYMHU
crBopenor ¢opmaszana (Mosmann, 1983) koju ce pacTBapa y OpPraHCKHM pacTBapayrMma.
Wutensurer nobujeHe 6oje ce KBaHTUTaTUBHO MepHu Ha Elisa unrtauy.
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3a oBaj ecej henuje cy rajeHe y modama ca 96 orsopa. [louernu 6poj henwuja, 3a cBe
aHanm3upane hennjcke muawmje, je 6uo 5x10° henmja y 200 pL noamore RPMI1640 (3a A549 n
MCF-7) wmu DMEM (3a HTB140 u MRC-5) y cBakom otBopy. henmje cy rajene y
cTannapaHuM ycnosuma Ha 37°C, y Bnaxxknoj atmochepu 5%CO2. Hakon 24 h o 3acejaBama,
henuje cy tperupane pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y xonuenTparujama SuM, 10uM, 25uM,
50uM u 100uM. Hakon ncreka nHkybanuje ca arencuma (6, 24 u 48h), Mmenujym ca areHcuma
je oJunBeH, a y BHX je goaato no 100ul uucror menujyma ca 15% pacteopom MTT-a (Smg/ml
y PBS-y). Ilinoue cy nakyOupane joi 4 cara, a 3aTUM je MEJIH]yM OJIJTUBEH U JIOJIATO j& Y CBAKH
orBop 1o 150 ul DMSO u 20 pl rnunuuckor nydepa. Ilinoue cy BopTeKcoBaHe, a 3aTUM je
ourTaBaHa onTthuka ryctuHa Ha ELISA gurauy (ELISA reader Zenyth 3100; Anthos Labtec
Instruments GmbH, Wals-Siezenheim, Austria) Ha tanacHoj xyxunau og 595 nm.

[IporeHAaT IUTOTOKCUYHOCTH U3PAYyHAT je Ha OCHOBY (opmyIie:
% uurorokcuunocru = {1 — (A — Asp)/(Akont — Asp}) x 100

A-ancopbanna y3opaka hendja koje cy paciie y HNPHCYCTBU Pa3IMYUTHX KOHIEHTpalyja
MCIIUTHBAaHUX KOMILJICKCA;

Akont- ancop6aniia y3opaka henrja koje cy pacjie caMo y XpambHBOj 1MOT034 (KOHTPOJIE);

Asp- aricopbana crierne mpooe.

3.2.7. Cyngpopooamun B (SRB) ecej

Cyndoponamun b (CPB) Tect je KOJIOPUMETPHUjCKH TECT KOjU C€ 3aCHUBA HA MEPEHY
YKYITHOT TIPOTEUHCKOT cajipkaja henuja, koju je nponopiuonanad 6pojy heauja. CPb je 60ja
KOja ce y ycJoBUMa clabo Kucee CperHe Be3dyje 3a 0a3He aMUHOMKHUCEITMHCKE OCTAaTKE Y
NPOTEMHNMA, 1 OMoryhaBa Meperme YKYITHOT IPOTEHHCKOT Caipikaja KOjH je IPONOPIHOHANIaH
opojy henuja. Tect je usBeaen npema mnporeaypu Skehan u capagauka (Skehan et al, 1990).

ITponentypa 3acejaBamwa henuja u nHkyOamuje je uneHTHyHa kao 3a MTT ecej. [IpBu
Kopak je ¢ukcanuja ca 200 plL xmagHe 10% tpuxiop cupherne kucenune (TCA). ITinoue cy
octaJbeHe 1h Ha cOOHO] TemmepaTypH, a 3aTUM CIeH 5 TyTa HCIHPAE IECTHIOBAHOM BOJIOM
U cymeme. Y cBaku OyHap je moxato mo SOUL 0,4% pactBopa CPb 6oje pactBopene y 1%
cuphetHoj kucenunu. Hakon nukyOamuje og 30MuH Ha coOHOj TeMIepaTypH, BUIIAK 0oje je
YKJIOWEH TpH ITyTa ucnupameM ca 250 UL 1% cupherne kucenune no OyHapy. [1linoue cy 3atum
oCyllleHe Ha Ba3ayxy. Besana 6oja je pactBopeHa gomaBamem 200pL 10mM Tris-a. [Tnove cy
CTaBJbCHE Ha IIEjKep 5 MUHYTA, a 3aTUM je MepeHa arcopOaniia Ha Elisa untauy Ha TanacHoj
nyxunu o1 550 nm (ELISA reader Zenyth 3100; Anthos Labtec Instruments GmbH, Wals-
Siezenheim, Austria).

ITponienar naxubuimje pacra henuja je u3pauyHar Ha OCHOBY (popmyiie:
1(%0) = (1 — Auzorka / cpeama BpegHocT Akontrole ) X 100
Auzorka — aricopbaniyja y3opka (tpetupane hemnuje) Ha 550 nm
Axontrole — aricopOanIinja KouTposie (Hetperupane hemuje) ma 550 nm.

CPB tecr je kopuirhen u 3a ofgpehuBame HHXUOUIM]e pacTa hearja HAaKOH 03paynBamba
henuja y 3panuma, ka0 1 HAKOH KOMOMHOBAHUX TpeTMaHa (BUIu moriasibe 3.2.4. u 3.2.5.).
Haxon onrosapajyhux tpermana, CPb tect je ypal)en Ha mpeTxo1HO OoNMcaH HA4YMH.
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3.2.8. Tecm nponugepayuje - unkopnopauuja 6pom-oeoxcuypuouna (BrdU)

Tect mponudepanuje je KOJIOPUMETPHJCKA TECT KOjU C€ 3acHUBA HA MeEpemy
WHKOpITOpaIyje MUPUMUINHCKOT aHajora (aHajora TUMHJIAHHA), S5-OpoM-2-I€OKCHYpHANHA
(BrdU) y Toky cuntese JIHK. U3BeneH je no ymyrerBy npoussohaua (BrdU ELISA Kit, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). IIponeaypa 3acejaBama heiuja u uHKyOanuje je
unenrnyHa kao 3a MTT u CPb ecej. JIBa cara npe ucteka nHKyOaIje ca areicuma, y OyHape
je momato mo 10uL BrdU-pactBop 3a obenexaBame (BrdU labeling solution), a 3atum cy
henuje naKyOHpaHe 10 yKymHOT BpemeHa oz 6N, 24h u 48h. Cnenehu kopak 610 je pukcupame
ca pactBopoM u3 cera (Fix Denat) y tpajamy o1 30 MuH Ha coOHOj Temmeparypu (20°C). 3atum
je pactBop acniupupaH, a pukcupane henuje nukyoupane ca anti-BrdU-POD anTutennma, Ha
coOHO] Temmeparypu TokoM 90muH. HakoH Tora, mioue cy 3 myra WcmpaHe jaa Ou ce
OJICTpaHMJIa HEBE3aHa aHTHUTENa, a y cBaku OyHap moxarto je mo 100uL cymerpara. Hakon
MHKyOalMje Ha COOHOj TeMIepaTypH y Tpajamy on 15muH, peakinuja uzmel)y cyrncrpara u
eH3uMa ce npekuaa gonaBameM 1M HzSO4, a 3aTtum ce mMepu ancopOanina Ha Elisa unurauy
(ELISA reader Zenyth 3100; Anthos Labtec Instruments GmbH, Wals-Siezenheim, Austria)
Ha TaJlaCHO] Iy>KuHU o1 450 nm.

[Ipouenat naxubuIMje nponaudepalrje u3padyHarT je Ha OCHOBY GopmyIe:
1(%0)= (1-A/Akont) X 100

A - ancopOanna y3opaka henmja koje cy paciie y NPUCYCTBU Pa3IMYUTHX KOHIEHTpalldja
WCTIIUTHBAaHUX KOMILJICKCA;

Akont - arcopbaniia y3opaka hienrja Koje cy pacie caMo y XpambHBOj MOAI031 (HeTpeTHpaHe
hemuje).

3.2.9. Knonozenu ecej

Kinonorenu ecej je crangapiHu paanoOMOIIONIKY ecej 3a mpaheme edekaTa 3pauema Ha
npexuBibaBame henuja (Petrovic et al, 2006). /Isa nana npe 3padewa, A549 u MCF-7 henuje
Cy 3acejaBaHe y MUKpPOTHTap Iuioue ca mect otBopa. Hakon 24h, henmje cy Tperupane
pactBopuMa pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y konnenTpamnuju xoja oarosapa Bpeanoctuma IC50,
a 24h xacHuje, henuje cy o3apauene y 3pauuma y no3u 1Gy, 2Gy u 4Gy. Bpeme nunkyoupama
je oapehuBaHO Ha OCHOBY KpUTEpHjyMa OJ HajMame IIeCT Nepuoja JyIuiMpama Momysamnuje
henuja xoja ce npoyuyaBa. Hakon nnkyOanuoHor nepuoja o 14 nana, ojyiMBeHa je mojyjiora, a
henuje cy ¢uxcupane Xi1agHUM MeTaHOJIOM M 00ojeHe pacTBopoM Giemsa-e. Kononuje cy
OpojaHe Mo CBETJIOCHUM MUKpOCKOTIoM. bpojane cy komonHwuje koje caapske S0 u Bute henwmja.
Cnocobnoct henuje ga popMupa KOJIMHHjY KOja c€ MOXKE BHJIETH T'OJIUM OKOM j€ JI0Ka3 J1a je
Ta henmmja 3aapkana CBOj PENPOAYKTHBHU TOTCHIMja]l HAKOH TpPETMaHa TOKCUYHOM
CYIICTaHLIOM WJIM HaKoH 3padema. Ppakuuja npexxupibaBama (eHr. Survival Fraction, SF) je
m3pauyHata mopehemeM Opoja KoJIOHHja y TpeTHpaHUM Yy3opiuma ca Opojem henmja y
KOHTpOJIaMa.

0poj KoJIOHMja

opoj 3acejuanx heruja x (PE/100)
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SF - ppakumja npexxuBipaBasba (eHr. Survival Fraction)

PE - epukacHocT 3acejaBama (eHr. Platting Efficiency, PE) u nmpencrasspa nmpouenar henuja y
HETPETUPAHUM Y30plHMa KOju (OpMHUPajy KOJIOHH]E.

Ha ocHOBY mojataka o mpexuBJbaBamy, oApe)eHu cy paauoOHOJIONIKH TapaMeTpH:
SF2 (¢pakuuja npexuBibaBama henuja o3pauenux 103om o1 2Gy v zraka), RBE (Penarusha
ouosomka epextuBHOCT), SER ((hakrop mosehama oceTsprBOCTH helnja Ha 3payuce).

Bpennoct napamerpa RBE (enr. relative biological effectivness) ce nedunuine kao
OJIHOC arcopOoBaHe 03¢ peepeHTHOT 3paycta (Y WK X) B aricopOOBaHE J103€ HCTTMTHBAHOT
3pauema WM KOMOMHOBAHOT TPETMaHa, KOja h3a3uBa UCTH edeKkaT. 3a KOMOMHOBAaHE TPETMaHe
y oBoMm panay, RBE je onpehena y ognocy Ha edekat koju nmpousBoau 1o03a o1 2Gy y 3payema.
Onpehena je u BpeaHocT ¢dakropa nmosehama ocerspuBocTH, SER (eHr. senzitizer enhancment
ratio) Koja npezcrasiba ogHoc SFagensa/SFkomb.tretmana.

3.2.10. H3on06ame zenomcke /[HK

I'enomcka JIHK je msonoBana u3 kyntype A549 u MCF-7 henuja xoje cy Ouie
u3joxeHe nejctry pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y konuenTpauuju IC50, y Tpajamy on 24h, xao
¥ U3 KOHTPONHMX, HeTpetupanux hemmja. JIHK je m3onosana u3 npubmmkao 1x108 henmja.
Cakymspene hemmje cy pecycnengoBane y 0,6mL murectuoHor mydepa, KomMe je aoaaTa
0,5mg/mL RNasaA u umHkyOupano 2h wa 55°C, a 3atum u 0.6mg/mL mporemnase K u
nukyoupano jour 18h na 55°C. Excrpakuuja IHK je ypaljena Tpu myra y npucycTBy cMmelie
denon / xaopodopm / nzoamun ankoxon (25:24:1), a JIHK je ucranoxkena 1/10 Bonymena 7,5M
aMOHMjyM amerata U 1 BomymeHoMm eraHosna TokoM Hohum Ha +4°C. JIHK je cranoxena
ueHtpudyrupameM Ha 10000 rpm-a va +4°C, 10 munyta. [Ipeunuthena JIHK je pactBopena y
S0pL TE mydepa (10mMTris/ImM EDTA, pH=8). Konuenrpammja JIHK je oxpehena
MepemeM arncopOaniie Ha 260 nm. AncopbaHuujy on jenHe ontuuke jeaunuue (OD) naje
50pg/mL nBonanuane JIHK. Y3opiwm cy 3aTiM aHanu3upanu e1ekTpodope3oM Ha arapo3HOM
remy.

3.2.11. Azapo3na 2en enexkmpogopesa

TexHuka enextpodoperckor pasasajama ¢pparmenara JJHK nHa 2% remy on arapose je
kopuntheHna 3a ananuzy ¢parmenara JJHK A549 henuja kapuunoma ruryha u MCF-7 hennja
KapuuHoMa nojke, Tpetupanux IC50 xonuentpanujama pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt u JHK
n30Ji0BaHe M3 KOHTposHuX hemmja. PactBopeno je 1.4g araposze y 70mL 1XTBE mydepa
3arpeBameM y MUKpoTanacHoj nehaunu. Kamga ce pactBop arapose oxianuo ao 65°C, nonar
My je 0,5% eruaunjym OpomMHA, HAaKOH 4Yera je H3JIMBEH Y XOPU30HTAJIHU Kalyl 3a
enextpodopesy. Hakon xnahemwa u monmumepusaiyje reya, y OoTBope cy HaHeTu y3opuu: 20ug
cBakor y3opka y SuL mydepa 3a yzopke. Enexrpodopesa je nzBohena 5 munyra Ha 150V, a
HakoH Tora jom 55 muuyra Ha 100V. Kao cranpmapsa 3a oapehuBame Hemo3Hate TyKHHE
¢parmenata JIHK kopumthena je komepnujanna cmema JIHK ¢parmenarta nmo3nare gyxuHe
KOjU ce pa3nukyjy y BenmuuuHu 3a o 100bp (100bp DNA Ladder). Pa3nBojenu dhparmentu
JIHK cy BusyenusuBanu nomohy tpancuinymunatopa nog UV cBersiom u ¢oTorpaducanu.

Mertona enekrpodopeze IHK Ha arapo3nom remny je xopuiiheHa 3a MpHKa3uBambe
uHTepHykiaeo3oMainne ¢parmentanuje JJHK u nectBuuacror msrnena IHK Ha remy (eHrd.
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DNK ladder), mto je jeman oj mokasatesba anontoTcke hemujcke cmptu (Milosevic et al,
2002).

3.2.12. /lemepmunayuja anonmose u HeKpo3e nPOmMoOYHOM YUIMOMEMPUjOM

Arnonro3a je TMn mporpamupaHe henmjcke CMpPTH KOjy KapaKTEpUIly pa3induTe
Mopdoromnke mpoMeHe, a jeaHa OJ MPBHUX je TpaHclokanuja docarudun cepuHa ca
YHyTpallllbe CTpaHe MeMOpaHe Ha croseamrmy. Annexin-V je Ca2+-3aBucuu (ochoaumnmi-
Be3yjyhu mpoTemH ca BHCOKMM apUHHTETOM Be3HMBama 3a (ocdarummi-cepun. Kana je
KOBYroBaH ca (IyopoxpomMoMm, oOMoOryhyje AETeKIHjy amnonTOTCKHX helrja MeToa0M
NpoTOYHE HUTOQIIyopuMeTpHuje. Y KacHUjUM (a3zama amnonTo3e U y HEKpO3Hu, J0Ja3u A0
ryouTka uHTerpurera hemmjcke meMmOpane, mrto omoryhaBa 6ojama kao mro cy FITC
(dbnyopecuun uzotnonujanar) u 7AAD (7-amuno-aktuHomuluH /1) na yhy y henujy u Bexy
ce 3a JIHK. [IBoctpyko 6o0jeme anekcuHoM U 7AAD omoryhaBa pa3iiMKOBame >KUBHUX,
aronTOTCKUX W HekpoTuyHux henuja (Vermes et al, 1995).

3a MCIHUTHBamkE aronrtose je kopuuiheH komepuujanHu komiuier AnnexinV-FITC/7-
AAD Kit (Beckman Coulter, Marseilles, France). henuje cy rajene y MEKpOTUTap TUI09aMa ca
6 OTBOpa W TpeTHpaHE pPacTBOpUMMA IUIATHHCKUMX KOMIUIEKCA Y KOHIIEHTpalHjama Koje
onrosapajy muxoBuM IC50 BpegHocTrMa. Y O0TBOpE ca KOHTOPJIHUM henujama, CUIIaH je CBeX
menujyM. Hakon uHkyOamuje y tpajaby ox 6h, 24h u 48h, hemuje cy ucnpane PBS-om un
pecycniengoBane y 500uL xmagHor mydepa (Binding Buffer). ¥sero je 100 ul hemujcke
cycrensuje ca 5x10° henuja u npe6adeno y TyOy 3a IPOTOYHY LIUTOMETPH]Y. 3aTUM je J0JaTO
10pl Annexin-V-FITC-a u 20 ul 7AAD-a. Y3opuu cy nakyoupanu 15 mMuHyTa y Mpaky, a
3aTUM je y cBakM oj y3opaka jgoxato mo 400ul Besyjyher Oydepa (Binding Buffer) u
ananusupano je 1o 10 000 norahaja na mporounom nurometrpy (Cytomics FC 500 Series flow
cytometer, Beckman Coulter, Inc, CA, USA). [IpouieHTH paHe U KacHE amonTo3e U HEKPO3e,
aHanu3upanu cy kopumrthewem Flowing codrsepa (http://www.flowingsoftware.com). Y)Kuse
henuje cy HeoGenexene (Annexin-V/7AADY), pano anontoruyne cy Annexin-V'/7TAAD',
KACHO arloNTOTHYHE Cy JIBOCTPYKO 000jeHe (Annexin-V*/7AAD"), a HekpotuyHe cy Annexin-
V/TAAD*. Pesynraru cy npencrasibend nomohy dot plot rpaduxa.

Ha ocHoBy monaraka o 0pojy amontorckux henuja koju je nooujen Annexin V-FITC/7-
AAD 6ojemeM u3padyHaT je M arnonToTCKH HHIAEKc. AnontoTcku uHaekc (Al) mpeacrasiba
OJIHOC MPOIIEHTA alloNTO3€ TPETUPaHUX henrja u KOHTPOIHUX henuja u faje Ham uHpopMalujy
0 Opojy amonToTckux henmja Koje cy HacTajie Kao nocieauua TperMana henuja oapehenum
areHcoM.

3.2.13. Ananusza henujckoz yuxkayca npomoYHoOM YUMOMEMPUJOM

3a oapehuBame edexTa UCIUTUBAHUX KOMIUIEKCA IJIaTMHE Ha AUCTpuOynujy hemnuja
no ¢azama henujckor muKiIyca, KopuinheHa je MeToja MpoToyHe uromerpuje. [IpuHimmn ose
METO/I€ 3aCHHBA CE Ha YMH-CHUIIH J1a henuje y paznuuutum (pazama hemaunjckor ukiryca caapixe
pazmuunry konumuumHy JHK. Ilponuaujym-jonun (PI) ce yrpahyje y momekyn JHK wu
(dbayopeciupa y HapaHAaCTO-IIPBEHO] 00JIM, a MHTEH3UTET (IYyOPOCIEHIIN]E j& Cpa3MepaH
komnunau JIHK y henuju u naje unpopmanujy y kojoj ¢asu hemujckor nukiayca ce henuja
Hanaszu (Yount et al, 1998).
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Xymane A549 u MCF-7 henuje cy rajene y guackouma u 24h Hakon pacahusama cy
tpetupane pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y konnienTpanujama koje oaroapajy speanoctuma IC50
3a CBAaKy MCIUTHBAHY NeNWjCKy JIMHUjy MM Ca CBEKOM XPaHJBHBOM IOJJIOTOM, y CIy4ajy
koHTpoiie. Hakon 24h ox tpermana henuje cy tpuncuauzoBane u ucnpane y PBS-y (pH 7,4).
pubmaxno 1x10° henuja je puxcupano y xmagnom 70% eraHoiy, kako 6u ce omoryhuma
nepmeadbmm3anyja henvjcke MeMpane u yiasak 0oje y hemujy. 3atum cienu wHKyOanuja ca
500 pg RnaseA, 30 muauta Ha 37°C. Ha oBaj HeunH n3beraBa ce HECEJIIGKTHBHO Be3UBambe 00je
u 3a PHK, Tako na ce 1esnokymnHu npornuIujyM joaua y HapeHOM KOpaKy Be3yje CEIEKTUBHO
3a JIHK. Hakon unky6anuje, henuje cy TpeTupaHe MporuIujyM jOIUIOM y KOHIIEHTPAIU]U O
50 pg/ml y tpajamy on 30 MunyTa, y Mpaky. ductpubynuja henuja mo ¢aszama hemujckor
mukiayca u JIHK canpxaja ypahena je na nporounom nurometpy (Cytomics FC 500 Series
flow cytometer, Beckman Coulter, Inc, CA, USA). Caapxaj JIHK je onpehen kopumnihemem
Flowing codtBepa, 3a munumym 10 000 mnojenmmunaunmx nporahaja (hemmja) mo y3opky.
Huctpubynuja henuja no dazama henujckor HUKITyca MPeACcTaBIbeHa j€ XUCTOIPAMCKHU.

3.2.14. Western blot ananuza npomeuna

N3onanuja ykynaux nporerHa u3z A549 u MCF-7 henuja tpetupanux Tokom 24h 1C50
KOoHIIeHTpanjama pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt wusBemena je momaBameM henujckum
cycnensujama (oko 1x108 hemmja) 200uL mydepa 3a mu3upame KOMe Cy, HEMOCPEIHO Mpe
ynorpebde nogatu ¢pocharazau (1mM Hatpujym oproBananat (Na3VO04), natpujym dyopus
(NaF), Oera-murnuuepodocdar, Hatpujym mnupodocdar) u mnporeasnu (mo Sug/ml
neynentuHa, adtumanH, PMSF (phenylmathanesulphonylfluoride), cnepmumauna wu
anonpotuHuHa) uHXuOUTOpH. henuje cy nmusupane 1h Ha neny. Jluzatu cy uentpudyrupanu
20 munyta Ha 1700g Ha Temmepatypu ox +4°C. U3nBojeH je cymepHATaHT W O] Hera je
onBojeHo 15uL 3a onpehuBame KOHIIEHTpalKje MPOTEHHA, a y OCTaTaK je JoJaT jelaH BOTyMeH
nydepa 3a HanMBame. Y30puu cy npokyBaHu 5 munyta Ha 100°C u ocraBibenu Ha -20°C no
ynotpebe. KoHleHTpamuja npoTenHa y y3opuuma je oipehuBaHa crekTpohOoTOMETPH]jCKH,
metozaom o Lowry—jy (Waterborg and Matthews, 1984).

[IpoTeunu cy pa3aBajaHu enekTpodope3oM Ha MMOJIMAKPUIAMHUIHOM T'elly y IPUCYCTBY
neTeprieHTa HaTpujym goaeuni cyidara (enri. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE), koju ce cacrtoju u3 jaBa jaena: 7,5% renm 3a KOHIIEHTPOBAEC
y3opaka u 12% ren 3a pa3aBajame y3opaka, y SDS mydepy 3a enekrpodopesy. Yzopmuu
npotenHa (20pg) cy HaHomeHu y OyHape u pasasajanu SDS-PAGE enexkrpodopesom Ha
amapary Mini Protein 3 Electrophoresis Cell system (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD) npu
KOHCTaHTHOM Harony ox 110V.

ITo 3aBpiIeTKy pa3ziBajama, NpBH Kopak y uMyHoO0T aHamu3u (Westwrn blot) jecte
MPEHOC NPOTENHA Ca NOJIMAKPHUIAMUIHOT T'ella Ha MeMOpaHy.o/1 IIOJIMBUHIWIINAICH TudIyopuia
(eur. Polyvinylidence Difluoride, PVDF) (Immobilion-P Transfer Membrane, Millipore,
Bedford, MA, SAD) u 3a To je xopumhen cuctem Transblot Cell (Bio Rad Hercules, CA,
USA). Ilpenoc npotenna je ypahen y nmydepy 3a tpancdep, 24h na +4°C. MembOpane cy
UCIIpaHe, a 3aTUM OJIOKHpaHe caT BpeMeHa Ha COOHO] TeMITEpaTypH Y pacTBOpPY 3a OJIOKHpame
(5% obpano miueko y PBS-y) kako 6u ce cmamuio HecrienupudHo BesuBame 3a PVDF
MeMOpany. MemOpane cy TokoM Hohu HHKYyOUpaHe ca mpuMapHUM aHTuTenuMa Ha Bax u Bcel-
2 (Cell Signalinig, Danvers, Mass, USA). AutuTena cy Ouna pazonaxkena y ogaocy 1:1000 y
nydepy PBST/BSA.
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Hakon obwiHor ucnupama PBST nydepom, memOpane cy 2h Ha co6HOj TemmnepaTyp
JOJIATHO MHKYOMpaHEe ca CEKYyHJPaHUM KO3JUM aHTH-3€YjUM aHTHTEIMMAa KOHYrOBaHHM Ca
HRP (HRP, Cell Signaling). CexynnapHa anTuTena pa30iiakuBaHa Cy 1O KOHIEHTpaluje
1:5000 y PBST/BSA. Hakon wucnupama, Ha MeMOpaHE je HAHOIIEGH CYIICTpaT 3a
xemunymuaucueHnjy ECL (eng. enhanced chemiluminescence) u craBbeHe cy y Kacere 3a
pasBujame. CUTHA je JETEKTOBaH ayTopajarorpadcku, a KBaHTH(UKAIIMja CUTHAJA j€ BpIIIeHa
JIeH3uTOMeTpHjcKH, momohy codrepa Image J Analysis PC Software (NIH, Bethesda, MD,
USA).

3.2.15. Cmamucmuuka oopada nooamaxa

[Momaru 1oOWjeHH Yy OBOM HCTpPaKUBabhy Cy aHAJIM3UPAHH MPUMEHOM CTATUCTUYKOT
nporpama SPSS Bepsuja 20. IlpaBmiHocT pacmozesne 100WjeHUX BPEAHOCTH HCIIUTAHA j€
nomohy Kolmogorov-Smirnov unu Shapiro-Wilk Tecta. 3a TecTupame XUIIOTE3€ CPeAHUX
BPEJHOCTH KOHTHUHYaJTHUX BapwjadiM Kojeé HMMajy HOPMaJHy pacrojaeny KOopuinheH je
Studentov t — tect, He3aBUCHM t — TecT, ymapenu t — tect, ogHocHo ANOVA, 1ok je 3a
nopeheme Bapujabiu Koju HeMmajy mpaBuiIHy pacrojaeny kopumihen One-Sample Kologorov
Smirvov, Mann-Whitney, Wilcoxon tect u Kruskal-Wallis tect. CratiucTtiuku 3HauyajHa
pasnuka y JA00WjeHHMM BpemHocThMa u3Mely rpyma usnocu p<0,05 (*), cpenme 3HadajHa
pasnuka kaga je p<0,01 (**), mox je craTuCTHUKH BeoMma 3HaudajHa pasznuka kana je p<0,001
(***). Pesynratu ekcriepuMeHaTa Cy U3paXeHH Kao Cpe/ha BPEIHOCT £ CTaHAapAHA TPEIIKa
(SE) u npuka3zanu TabenapHo U rpaduyKu.
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4. PE3YJITATU

4.1. OnpehuBame BpemMena aymjiankanuje heanja

Bpeme aymnmmkanuje henuja (Td) ompeheno je na ocHoBy mpaherma pacra u Gpojara
henuja o 4. manamnocre 3acejaBama. Bpeme nymiukanyje CBUX UCIUTHBAHKUX henuja naTo je y
Tabenu 1.

A549 MCF-7 HTB140 MRC-5

Td (h) 48,5+ 14,9 48,6 +6,4 32,751 | 39,5%+5,6

Tabena 1. Bpeme oynauxayuje ucnumueanux heauja uzpayynamo Ha 0CHO8Y pacma y Kyimypu
00 4. Oana nocne 3acejasara. Pezyimamu npedcmasmajy cpedry epeonocm =+ SD
(cmanoapoHa oesujayuja) uz mpu He3a8UCHA eKCnepuUMeHma.

4.2. OnTUMH3aNKja eKCIepUMEHTAHUX YCJIOBa 3a in Vitro pact henmja

Konopumerpujcku eceju mnokasyjy JuHeapHu oaHoc usmelhy Opoja hemuja wu
arcopOaHIie 3a BpeHOCTH Mame oA 1. Y muipy AeduHuCcama ONTUMATHOT Opoja henuja 3a
KosopuMmeTpujcke eceje, pact A549, MCF-7, HTB140 u MRC-5 henuja je npahen Toxom 9
naHa pacra y kyatypu nomohy MTT tecra. henuje cy rajeHe y MUKpoTHTap mjiodama ca 96
Oynapa. IlouetHu Opoj henuja 3a cBaky henujcky nuHHUjy je Bapupan y omcery on 1000
hemja/6ynapy no 10.000 hemuja/6ynapy (I'padukon 1). Ha ocHoBy mobujeHux pesynrarta
OIUTy4YeHO je 1a modyeTHH 6poj henuja 3a ce hemmjcke muuuje 6yae 5x10° henuja/Gynapy.

Ha ocHoBy kxpuBe pacra henuja oapeleHa je U BpeMeHCKa Tauka Koja je HajlmoroaHuja
3a TpeT™MaH henuja ucnutuBanuM areicuma. [lomro cy ce henuje 1o 4. 1ana pacra y KyaTypu
y eKCIOHeHITHjaTHoj (da3u, oJTydeHo je aa ce hennje Tpetupajy 24h HakoH 3acejaBama, a Aa
TpeTMaH Tpaje Hajayxe 1o 48h, omHOCHO 10 3 JaHa pacta y KyaTypH.
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I'pagpukon 1. Kpuse pacma A) A549 henuja kapyunoma nnyha, b) MCF-7 henuja kapyunoma
oojxe, B) HTB140 henuja menanoma u I') MRC-5 henuja nnyha, oopehene nomohy MTT eceja.
Pezynmamu cy oobujenu uz mpu uesasucha excnepumenma ypahena y mMpuniuxamy u
npuKasauu cy kao cpedrwa epeonocm + SE (cmanoapona epewika).

4.3. IUTOTOKCMYHOCT HOBOCHHTeTHCAHNX KoMILTekca muiaTune(1V) u cis-Pt

[{uToTOKCHYHOCT HOBOCHHTeTHCAHUX Komiutekca ruatuae(1V), pentyl-Pt u butyl-Pt,
Kao W IMCIUIaTHHE, CiS-Pt, onpehuBana je xopumhemem ase meroge: MTT u CPB tectom.
Hapenennm xomruiekcuMa TpeTUpaHa je jeiHa XxymaHa 3/ipaBa henujcka aunuja pudpobiacta
mwiyha (MRC-5), kao u Tpu Xymane Tymopcke henmjcke nunuje: A549 xapumHoma miyha,
MCF-7 xapruaoma nojke u HTB-140 henuje menanoma.

4.3.1. Oopehusamwe yumomoxcuunocmu nogeocumemucanux Komniexca naramune(1V) u
Cis-Pt nomohy MTT mecma

[{uTOTOKCHYHM TIOTSHIIMjal HOBOCHHTETHCAHUX KoMIUIekca pentyl-Pt u butyl-Pt, kao u
Ccis-Pt, ucniutuBan je kopumihemeM komopumerpujckor MTT Tecta koju ce 3acHMBa Ha
MeTa0OJIMYKO] aKTUBHOCTH MMTOXOHJIPUjaTHUX €H3UMa, CYKIIMHAT AexujaporeHaze. Hakon
TpeTMaHa HaBEJIEHWM KOMIUIEKCHMa y KOHIleHTpamnujama ox SuM, 10uM, 25uM, 50uM u
100uM y tpajamy on 6h, 24h u 48h, MTT Tecrom je oapehena BujabunHocT henuja jenne
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s3npaBe (MRC 5) u tpu tymopcke (A549, MCF-7 u HTB 140) henucjke nmunauje. Edexar
HoBocuHTeTHCaHuX Komiuiekca miaatune(lV) je ymopehuBan ca edexrtuma Cis-Pt y ucroj
KOHIICHTPALIMj1, Ha HICTUM hellnjCcKuM JInHUjama.

Pentyl-Pt u butyl-Pt, ka0 u cis-Pt, mcmosbaBajy 103HO M BPEMEHCKH 3aBHCHE
IUTOTOKCUYHE e(peKTe Ha UCTTUTHBAHUM helnjcKUM JIMHUjama.

urtotokcuunu edektu pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt Ha xymanum MRC-5 henujama
¢ubpodnacta myha (I'padukon 2) cy cnadbu u He npenase 20% HAKOH TPETMAaHA HAjBUIINM
koHrenrpanyjama (100uM) y tpajamy om 48h. Hakon Tpermana y Tpajamy oa 6h cBu
WCIIUTUBAHU KOMILJIEKCH JIOBOJIE 10 MHXHOUIM]je pacta Mamwe o 10% henuja. Jlyxu TpermManu
y Tpajamy on 24h u 48h umajy mano u3pakeHHjH HUTOTOKCHYHHM e(deKaT Ha 3JpaBHM
¢dhobpobracTuma, anu W Taja je MPOLEHAT IUTOTOKCUYHOCTH 10 20% u TO ca HajBUIIHM
npuMereHnM s103ama o S0uM u 100uM (I'padukon 2).

MRC-5, pentyl-Pt MRC-5, butyl-Pt MRC-5, cis-Pt
4 100 =100
9 X S
< < g0 = butyl-Pt, 6h = .
= + pentyl-Pt, 6h D ' g 8 « Cis-Pt, 6h
5 -e- pentyl-Pt, 24h 5 -e- butyl-Pt, 24h 5 -e-Cis-Pt, 24h
g 60 4 pentyl-Pt, 48h 3 & A butyl-Pt, 48h Q. 60 A cis-Pt, 48h
© o] g
T 40 § 40 E 4
5 5
8 2 AL ¢ © 2 Lo ¢ Bl e 4
>=< <8 = ; . § .2‘ é 4 4 _‘
= ol¢ E g8 N ol
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110
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) s 3
E a0 g 4w g 4
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R e sibor ot vt~ 2 |
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= ol 0 4 o
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110
KOHILEHTpALHja (M) KOHUEHTpauuja (uM) KOHIEHTpaLuja (M)

I'pagpukon 2. Jlosno-3asuchne (A) u epemencru-3asucue (b) xpuse pacma MRC-5 henuja
oooujene MTT mecmom HakoH mpemuparba henuja pasiuvumum KoHYeHmpayujama
ucnumugaHux Komniexkca y mpajary 6h, 24h u 48h. Pesyimamu cy npedcmasmenu xao
cpeora epeonocm £ SE (cmanoapona epewika).

Nzpauynare Bpennoctu IC50 cy muoro Bume ox 100uM u yka3yjy Ha Beoma cinady
nHxubmuuujy pacra MRC-5 henuja ucnuruBanum komiuiekcuma (Tabena 2).
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IC50 (uM) 6h 24h 48h

butyl-Pt 419,35 £ 109,42 252,15 +6,38 188,86 *+ 8,95

pentyl-Pt | 328,63+39,03 | 216,18 +3,63 | 212,77 +10,27

cis-Pt 451,48 +£45,21 253,26 +1,89 230,51 +£11,06

Taoena 2. IC50 epeonocmu 3a MRC-5 henuje, uspauyname na ocnogy pesyimama MTTmecma
(épeonocm uM + S.E.)

Tpermanu A549 henuja XymaHor kapuuHoOMa ITyha HCIUTHBAHUM areHCHMA JIOBOJIE
710 T03HO U BPEMEHCKH 3aBUCcHe nuxuobunuje pacra (I'padpukon 3).

Tperman A549 henuja pentyl-Pt noBeo je 1o craTucTHYKM 3Ha4YajHE UHXUOUIIM]jE pacTa
henuja (y oIHOCY Ha KOHTPOJIY) KajJia Cy OHE TpeTupaHe KoHIeHTpauurjama Behum ox 25uM,
Kako nocie 6-gacoBHor (p<0,01), Tako u Tako u HakoH 24-yacoBHOr Tpermana (p<0,001).
Tperman pentyl-Pt y Tpajamy on 48h y konnentpanujama Behum ox 10uM wuzazBao je
CTaTUCTHYKHU 3HAa4YajaH HUTOTOKCHYHU e(eKaT MpemMa TPETUPAHUM Yy OJTHOCY Ha HETPETHpaHE
henuje (p<0,001).

Butyl-Pt je makon 6h Tpermana koHueHTpanujama ox 10uM u BUIIMM HCIIOJbHIIA
CTaTUCTUYKYU 3HAYajaH UTOTOKCUYHHU edekaT y ogHocy Ha KoHTpoe (p<0,001). Uctu edexar
je mocturHyT U TpetManoM 10uM butyl-Pt y pajamy ox 24h (p<0,001). Butyl-Pt je Hakon 48h
UCTOJbUJIA CTATUCTUYKU 3HAa4ajHO BehHM IMTOTOKCHYHU edeKar y CBUM HCIUTHBAHUM
KOHIIEHTpallMjaMa y oJlHOCY Ha HeTpeTupane AS549 hemuje (p<0,001).

ITpumena cis-Pt y xoHuentpauuju oa 25uM U BUIIUM J0BeNa je 10 CTaTHCTUYKH
3HavajHe MHXHOHUNUje pacta A549 hemuja (p<0,001) Hakon 6h, 24h u 48h (I'padukon 3A) y
OJIHOCY Ha KOHTPOJIE.

Ako ynopeaumo edexTe mnojelMHAaYHMX KOMILJIEKca Ha HMHXuOMuMjy pacta AS549
henuja, BuaMMO 12 HajOOJBU edekaT uMa pentyl-Pt HakKOH KpaTKOTpajHHX TpeTMaHa (1o 6h),
JIOK HaKOH Jyxux TpetMmana (24h u 48h) Hajjaun naXuOMTOpHU edpekat Ha pact AS49 henuja
uma butyl-Pt, 3atum pentyl-Pt, a HajcnaOuju nuToTKCHYHM edekar je J0O0MjeH HaKOH TpeTMaHa
cis-Pt (I'padukon 3B). Hakon nukyOarje y Tpajamy oa 6h, CTaTUCTHUKK 3HAYajHA pa3sinKa
(p<0,001) mocroju u3mely cBa Tpu areHca, alnud camo 3a BHCOKe KoHIeHTparwmje (S0uM u
100uM). Hakon 24-yacoBHOr TpeTMaHa CTATUCTHUYKM 3HadyajHa pasinuka (p<0,001) y
MHXUOMLIM]jU pacTa henMja moCToju 3a CBa TPH areHca y KoHueHtpauujama oa 10uM u Bummm.
Pasnuka y edexrtuma pentyl-Pt u butyl-Pt ce ryou nHakon 48h Tpajama TpeTMaHa, aau Cy
eeKTH CTaTUCTHUYKU 3HauajHO Behu y ofHOCY Ha edekTe Koje ocTBapyje cis-Pt, mocebHo 3a
KoHIeHTpanuje oa 25uM u Behe (p<0,001).
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I'pagpuxon 3. Jlozno-saseucne (A) u epemencxu-3asucne (b) xpuse pacma A549 henuja
oooujene MTT mecmom Hakon mpemuparea heauja pasiuvumum KOHYeHmpayujama
UCNUMUBAHUX KOMNJIeKca y mpajarey 6h, 24h u 48h. Pezyimamu cy npedcmasmenu Kao
cpeora epeonocm + SE (cmanoapona epewxa).

W3pauynate Bpennoctu IC50, koje mpencraBibajy KOHIEHTpAllMjy areHca Koja
WHXUOWpa NpeXuBIbaBame Tpetupanux hemwmja 3a 50% (uM) nocne 6-, 24- u 48-4acoBHOT

TpeTMaHa, yKa3zyjy Ha BUCOK IIUTOTOKCHYHM e(deKaT HMCIUTHBAHWX KoMmIuiekca Ha AS549
henujama (Tabena 3).

IC50(uM) 6h 24h 48h

butyl-Pt 77,94 + 2,60 39,19 + 0,74 35,03 + 0,41

pentyl-Pt | 101,69 + 5,58 61,91 * 6,4 35,68 + 2,28
cis-Pt 119,15 + 5,1 109,51 + 13,28 58,37 + 4,7

Tabena 3. IC50 speonocmu 3a A549 henuje, uspauyname na ocnosy pesyimama MTT mecma
(épeonocm uM £ S.E.)
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WNunexkc cenexkruBHoctu (Selectivity index, SlI), umja BpemHocT ykasyje Ha
CEJIEKTUBHOCT MCIIUTUBAHOT areHca y aHTUTYMOPCKO] aKTUBHOCTH, M3padyHaBa ce Kao OJJHOC
IC50 Bpennoctu 3a 31pase henuje u IC50 BpeanocTu 3a rymopcke henuje. AreHcH Koju umajy
SI>3 cy arencu ca BucokoMm ceinektuHomihy. S| BpegHoctn 3a A549 henuje, npukaszane y
Tabenu 4, mokasyjy 1a HICIUTUBAHU KOMILUIEKCH IJIATHHE UMa]y TOOPY CEJICKTUBHOCT Y OTHOCY
Ha A549 henuje kapruHoma rryha. Hajoosby cenekTUBHOCT y AelioBamy IMokasyje butyl-Pt,
1ok pentyl-Pt moka3syje ceJIeKTUBHOCT y JeI0Baby caMo IpHu TpeTManuma o 48h.

SI 6h 24h 48h
butyl-Pt 5.4 6,4 5,4
pentyl-Pt 3,2 3,5 59

cis-Pt 3,8 2,3 39

Tabena 4. Unoexc cenexkmuenocmu (S|) ucnumueanux xomnnexca niamune na A549 herujama
Kapyurnoma niayha, uspauynam Ha ocnogy pesyimama MTT mecma.

HoBocunrerucanu komruiekcu miatnae(IV) ucnosbaBajy 103HO ¥ BpEMEHCKH 3aBHCHY
nurorokcuyHocT npemMa MCF-7 henujama kaprmnoma nojke (I'paduxon 4).

Beh nakon 6-uacoBHor Tpermana, pentyl-Pt moBomm mo maxubunmje pacra MCF-7
hemuja (I'paduxon 4A). Jlo craTHCTHYKK 3HA4YajHE MHXHOWIMja pacTa JOILIO je HAKOH
Tpetmana pentyl-Pt y no3u ox 10 pM( p<0,05), a jour jauu edekar je MOCTUTHYT TPETMAHUMA
ca BUIIMM KoHIeHTpauujama (25uM, 50uM u 100uM) pentyl-Pt (p<0,001) y ogHocy Ha
KOHTpoJHE, HeTpeTupane henuje. Hakon 24h, npumena pentyl-Pt y koHiiaTpanujama Behum o
25 pM mnokazaina je CTaTUCTMYKU 3HayajHO Behy IIMTOTOKCUYHOCT Y OJTHOCY Ha HETpeTHpaHe
hemmje (p<0,001). [Tpumena nenTun matTuHe TokoM 48h y koHneHTpanujama Behum ox 10 uM
MoKa3ajla jeé CTaTUCTMYKM 3HAauajaH LUTOTOKCHYHM edeKkaT MpeMa TpeTHpaHuM henujama

(p<0,001).

Butyl-Pt je HakoH 6h WcrmoJbMIIA CTATHCTHYKH 3HA4YajaH IMTOTOKCHYHU e(ekaTr y
koHUeHTpauujama oa 10 uM (p<0,001), a HakoH 24h u 48h cBe ucnuTHBaHE KOHIEHTpaLU]e
butyl-Pt moBonme mo craructiuku 3Ha4dajHe uHxuOunUje pacra MCF-7 hemuja y ogHocy Ha
Herperupane henuje (p<0,001) (I'padukon 4A).

Haxon 6h yacoBa, npumena cis-Pt y konnenrpauuju oa 10 pM ncnosbaBa cTaTUCTUYIKH
3HauyajHy uuToTOKCHYHOCT (p<0,01), a jort uzpaxkeHuju epexTH cy 100ujeHrn mpuMeHoM Behux
no3a cis-Pt (25uM, 50uM u 100uM) (p<0,001). Hakon 24h u 48h, cis-Pt je y no3ama ox 10
UM ¥ BUIIMM MCHOJbUJIA CTATUCTUYKY 3Ha4YajHy HUTOTOKCHYHOCT (p<0,001) (I'padukon 4A).

Ako ynopeaumo edekTe NojeJMHaYHUX KOMIUIeKca Ha MHxuoOunujy pacra MCF-7
henuja HaKOH 6-4aCOBHOT TPEeTMaHa, BUIUMO Jla HUCKe KoHIeHTpatuje (SuM, 10uM u 25uM)
CBUX NPUMEHEHUX areHaca oCcTBapyjy NpuOIMKHO ucTe edekTe Ha MHXUOUIN]Y pacTa henuja
kapuuHoma nojke (I'padukon 4b). Tperman pentyl-Pt y konnentpauuju on S0uM y Tpajamy
ox 6h octBapyje 60/bu UTOTOKCHYHU eekaT y oaHoCy Ha butyl-Pt u cis-Pt (p<0,001), anmu
UCTH TpeTMaH butyl-Pt mma CTaTHCTHYKM 3HAJHO jauM LUTOTOKCHMYHHU edekar oxa cis-Pt
(p<0,01). Hakon TpermMana koHueHTpanujom og 100uM y tpajamy on 6h, epexru pentyl-Pt u
butyl-Pt ce e paznukyjy (p>0,05) u craTHCTHYKK 3HAYAJHO Cy jauu o1 epekara Koje MOCTHIKE
cis-Pt (p<0,001) (I'paduxon 4b). Paznuka uzmel)y nojeAMHUX areHaca je Haju3pakeHuja HAKOH
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24-qacoBHOT TpeTMaHa: e)eKTU TPETMaHa areHcuMa duje ¢y KoHueHTpamuje Behe og 10uM cy
CTaTUCTHYKHU 3HA4ajHO paznuuutd U To u3mely butyl-Pt u pentyl-Pt (p<0,001), butyl-Pt u cis-
Pt (p<0,001), kao u uzmely pentyl-Pt u cis-Pt (p<0,01). Hakon Tpermana y tpajamy ox 48h
pasiMKe y MUTOTOKCUYHUM e(eKTuMa u3Mmel)y mojeIMHUX areHaca ce cMamyje, ToceOHO HaKOH
TpeTMaHa Bucokum jgo3ama (100uM) (I'padukon 4b).
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I'paguron 4. Jlosno-zasucne (A) u epemencru-3asucue (b) xpuse pacma MCF-7 henuja
oooujene MTT mecmom Hakon mpemuparea heauja pasiuvumum KOHYeHmpayujama
UCNUMUBAHUX KOMNJIeKkca y mpajarey 6h, 24h u 48h. Pezyimamu cy npedcmasmenu Kao
cpeormwa epeonocm = SE (cmandapomna epewika).

Nzpauynate Bpearoctu IC50 mocne 6-, 24- u 48-4acOBHOT TpeTMaHa yKa3yjy Ha BUCOK
UTOTOKCHYHM edekar ucnutuBanux komruiekca Ha MCF-7 henmmjama kaprumHoma aojke,
moceOHo HoBocHuHTeTHCAHKX pentyl-Pt u butyl-Pt Hakon TpeTmana ayxum ox 24h. (Tabena 5).
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1C50(uM) 6h 24h 48N

butyl-Pt 89,62 + 11,72 31,67 0,88 29,01 + 0,81
pentyl-Pt 60,98 + 4,92 40,43 + 1,57 36,15 + 1,07
cis-Pt 114,52 + 3,45 78,95 + 1,99 54,56 + 1,02

Taoena 5. IC50 speonocmu 3a MCF-T7 henuje, uspauyname na ocnogy pesynmama MTT mecma
(épeonocm uM + S.E.)

SI Bpeanoctu 3a MCF-7 henuje, npukazane y Tabenu 6, mokasyjy ha MCIUTHBAHU
KOMIUIEKCH TUIaTHHE MMajy J00py celneKTHBHOCT y onHocy Ha MCF-7 henmje kapumHoma
nojke. Hajoosby ceneKTUBHOCT y JieNioBamy mokasyje butyl-Pt, a 3atum pentyl-Pt.

Si 6h 24h 48h
butyl-Pt 4,7 7.9 6,5
pentyl-Pt 5,4 5,3 59

cis-Pt 3,9 3,2 4,2

Tabena 6. Hnoexc cenexmusnocmu (S|) ucnumueanux xomnnexca niamune na MCF-7
henujama kapyunoma oojke, uspauynam Ha ocnogy pesyimama MTT mecma..

HoBocunrerucanu komruiekcu riatuae(IV), kao u Cis-Pt, ucrnosbaBajy Beoma Omary
JI03HO M BPEMEHCKHM 3aBUCHY uToToOKCcHMYHOCT nnpema HTB140 henujama xymanor menanoma
(I'paduxon 5). Muxubunuja pacra osux henuja He mpenasu 20% HU MOCie TyroTpajHUX
tperMana ox 48h u Hajsehom npumemeHoM KoHIeHTpauujoM on 100uM (I'padukon 5A).
Taxolhe, He mocToje HU CTATUCTUYKU 3HA4YajHE pasziuke u3Mely Tpu mpUMemeHa KOMILIEKca
mwiatune (p>0,05) (I'padukon 5B).
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I'pagpukon 5. [osno-3asucne (A) u epemencku-zasucte (b) kpuse pacma HTB140 henuja
oooujene MTT mecmom HakoH mpemuparea henuja pasiuvumum KoHYenmpayujama

UCNUMUBAHUX KOMNIeKca Yy mpajarwy Oh, 24h u 48h. Pesynmamu cy npedcmasmeHu Kao
cpeora epeonocm £ SE (cmanoapomna epewika).

W3pauynate IC50 BpegHocTH cy BHCOKE 3a cCBa TpU TpPUMEHEHA areHca
(IC50>100uM), mTo ykasyje Ha cinady ocerspuBocT HTB140 hennja Ha KoMmIUIeKce MIaTUHE

(TaGena 7).
IC50(nM) 6h 24h 48h
butyl-Pt 287,005 * 104,45 249,11 + 60,34 259,78 £ 69,11
pentyl-Pt 325,205 + 83,06 203,61 + 46,57 292,74 £ 3,12
cis-Pt 298,222 + 130,204 233,95 + 24,24 266,03 £ 20,01

Tabena 7. IC50 speonocmu 3a HTB140 henuje, uspauyname na ocnogy pesynmama MTT
mecma (6pedonocm uM = S.E.)
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4.3.2. Oopehusamwe yumomoxcuunocmu noeocumemucanux Komniexkca niamune(1V) u
cis-Pt nomohy CPE mecma

Cyndoponamun b (CPB) je 60ja kojom ce 0oje MpOTEHWHHU KUBUX henMja, Tako 1a
pe3yaTaTu TecTa He 3aBHUCE Off MEeTabOJIMYKe aKTUBHOCTU henmja, Beh o1 yKymHE KOJIUYHHE
npoterHa. 300T Tora CMO OJIJTYYHIIH JIa Y OBOM UCTPaKHBalky HHXUOUIHN]Y pacTa henuja HakoH
TpeTMaHa ucnuTHBaHUM Komiuiekcuma ratune(lV) u cis-Pt mpatumo u xopuirthewem CPb
KOJIOPUMETPH]CKOT €ceja, Kako Ou Ha Kpajy ynopeawin pesyarare ooa eceja (MTT u CPB) u
IITO MPEHU3HH]E OAPSAIN MUTOTOKCUIHUCT UCTIMTHBAHKUX areHaca.

CPb tectom je onpehena Bujadbumnoct MRC-5, A549, MCF-7 u HTB140 henuja HakoH
tpermana pentyl-Pt u butyl-Pt y konuentpanujama ox SuM, 10uM, 25uM, 50uM u 100uM y
Tpajamby ox 6h, 24h u 48h. tbuxos edekar je ymopehusan ca edexruma Cis-Pt y mcroj
KOHIICHTPAIIUjHU ¥ UCTHM BPEMEHCKUM TayKama.

Tperman MRC-5 henuja 3apaBux xymanux ¢ubpobnacta riyha He T0BOIU 10

3HAauYajHEe WHXHOUWIMje pacTa MPUMEHCHUM J[03aMa areHaca y CBUM BPEMCHCKUM TadKama
(I'padukon 6).
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I'pagpukon 6. Josno-3asucne (A) u epemencru-3asucue (b) xpuse pacma MRC-5 henuja
oooujene CPE mecmom mnakon mpemupara henuja pasmuuumum KoOHyeHmMpayujama

ucnumugaHux Komniexca y mpajary 6h, 24h u 48h. Pesyimamu cy npedocmaewenu kao
cpeora epeonocm £ SE (cmanoapona epewika).

Wzpauynare IC50 BpemnHoctn, koje cy 3Hadajuo Behe onx 100uM, motephyjy
PE3UCTEHTHOCT OBHX henuja Ha TpeTMaH UCITUTHBAaHUM areHCuMa.
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IC50(uM) 6h 24h 48h

butyl-Pt 540,86 + 229,74 228,17 £ 9,45 213,95 +1,37

pentyl-Pt 293,91 £ 27,37 201,35+ 11,31 194,77 + 8,64

cis-Pt 446,49 + 102,15 287,98 + 59,03 192,78 + 2,49

Tabena 8. IC50 speonocmu 3a MRC-5 henuje, uspauyname na ocnogy pezyimama CPB mecma
(éepeonocm uM = S.E.)

Tperman A549 henuja xymaor kapuunoma miayha pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt qoBeo je
710 TO3HO ¥ BPEMEHCKH 3aBUCHe nHxuoOumumje pacra (I'padukon 7).

Hakon 6h, mnpumena pentyl-Pt y xonueHrpauujama ox 25 puM © BHIIAM
KOHIICHTpallMjaMa WCIOJbMIIA j€ CTAaTHCTUYKH 3HAa4ajHy IIUTOTOKCHYHOCT, Kako 3a
KoHIeHTpauujy ox 25uM, (p< 0,01), Tako u 3a koHueHrpanuje S0uM u 100uM (p<0,001).
Tperman pentyl-Pt Ttokom 24h wu 48h kounenrpanujama Behum ox 10uM wu3a3Bao je
CTaTUCTUYKU 3HAa4ajHO Behu HUTOTOKCHYHHM edekaT mpema Tpetupanum AS549 henujama
(p<0,001) y omHOCY Ha HeTpeTupane, kontpoisHe henuje (I'padukon 7A).

Butyl-Pt je nmoka3zana jako, cratuctuuku 3HauajHo (p<0,001) HUTOTOKCUYHO J€jCTBO
IIPU CBUM NPUMEHEHUM KOoHIeHTpanujama (SpM, 10uM, 25uM, 50uM u 100uM) u y cBum
BpeMeHCKUM TaykaMa (HakoH 6h, 24h u 48h) (I'padukon 7A).

[lTectouacoBHM TpeTMaH cis-Pt y KoHUeHTpauuju o7 25uM U BUIIUM HCIIOJBHIIA j€
CTaTUCTHYKHU 3Ha4ajHO Behy nurorokcuunoct (p<0,001) y ogHocy Ha koHTpoe. [Ipu ayxum
tperManuma Cis-Pt (24h u 48h) cratuctruku 3navajuy utorokcuyHocT (p<0,001) u3asuBajy
U HIKe KoHleHTpauuje cis-Pt (10uM u Bume) (I'padukon 7A)

AKO yrmopeauMo MUTOTOKCHYHE e(eKTe MojeIMHIX areHaca, MOKeMO J1a 3aKJbYyduMO
Ja cy HajooJbu e(peKTH MOCTHXKY NMpUMeHOM butyl-Pt y cBUM BpeMeHCKMM Taukama M Ta
pasnuka y omHocy Ha pentyl-Pt m cis-Pt je craructuukm 3HadajHa 3a CBE NPUMEHECHE
koHIeHTpanuje arenaca (p<0,001). Hakon Tpermana y Ttpajamy ox 6h, pentyl-Pt u cis-Pt
HCI0JbaBajy cIM4aH HUTOTOKCUYHU edekat (I'padukon 7b). MelyTum, ctaTucTHYKY 3Ha4YajHa
(p<0,001) pa3nuka y uaxubunuju pacta A549 henuja usmely pentyl-Pt u cis-Pt je nerekroBana
HaKOH 24-4aCOBHOT TpeTMaHa BUCOKUM KoHIeHTpamnujama (S0uM u 100uM), kao 1 HakoH 48-
YaCOBHOT TPETMaHa HIKHUM KoHIeHTpauujama (10 S0uM) pentyl-Pt u cis-Pt (I'padukon 7b).
Hakon 48-yacoBHor TpeTrmaHna koHneHTpanujoM o 100uM, paznmuka usmelyy pentyl-Pt u cis-
Pt je cratuctuuku HecurnupukantHa (p>0,05) (I'padukon 7b).
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I'pagpukon 1. Jlosno-3asucne (A) u epemencku-sasucne (b) xpuee pacma A549 henuja
oobujene CPE mecmom mnaxon mpemuparea henuja pasiuuumum KonyeHmpayujama
ucnumueaHux Komniexkca y mpajary 6h, 24h u 48h. Pesynmamu cy npedcmaemeHu Kao
cpeoma epeonocm £ SE (cmanoapomna epewika).

W3zpauynate IC50 BpegnocTH nocie 6-, 24- n 48-9acoBHOT TpeTMaHa, yKa3yjy Ha BUCOK
LUTOTOKCUYHM e(eKaT UCITUTHBAHNUX KoMIulekca Ha AS549 henujama (Tabena 9).

IC50(uM) 6h 24h 48h

butyl-Pt 72,35 2,48 31,83 +0,95 23,81 + 0,46
pentil-Pt 85,24 + 2,52 51,09 + 0,98 29,39 + 0,49
cis-Pt 92,71 +5,29 79,51 +3,11 47,13 + 0,54

Tabena 9. IC50 epeonocmu 3a AS549 henuje, uspauyname na ocnosy pesyrmama CPB mecma

(épeonocm uM £ S.E.)

WcnutuBanu komiuiekcn tiatune(lV), pentyl-Pt, butyl-Pt, xkao u cis-Pt umajy
CEJIEKTUBHO [I€JCTBO: jaud IIUTOTOKCHUYHU €(EeKTH Cy MOCTUTHYTH Ha TymMopckuMm AS549
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henujama y omuocy Ha 3apaBe Herymopcke MRC-5 henmje, Ha mita ykasyje BpeIHOCTH
m3pauynator S| umanekca (Tabena 10). Hajoosba celeKTUBHOCT y A€NOBamYy je JT00HjeHa 3a
butyl-Pt y cBuM BpeMEHCKUM Tadykama.

Si 6h 24h 48h
butyl-Pt 7,5 7,2 8,9
pentyl-Pt 3,5 3,9 6,6

cis-Pt 4.8 3,6 41

Tabena 10. Unoexc cenexmusnocmu (S) ucnumusanux xomniexca niamune nHa A549
henujama kapyunoma nayha, uspauynam na ocnogy pesynmama CPB mecma.

Pesynratu CPB Tecra moka3yjy Ja MCHHTHBAaHU areHCH HCIOJbaBajy JO3HO H
BPEMEHCKHU 3aBHCHY IIUTOTOKCHYHOCT nipemMa MCF-7 henujama xymaHor kapuuHoma riayha
(I'paduxon 8).

Pentyl-Pt uma cratucTiuuku 3Ha4yajHO jaye nuToTokcuune egexre Ha MCF-7 henuje y
OJTHOCY Ha KOHTPOJIHE Yy CBUM KoOHIeHTpanujama Behum ox 10uM u y CBUM BpeMEHCKUM
taukama (I'padukon 8A). 3a Huke koHeHTpauuje pentyl-Pt (10uM) Ta 3HaUajHOCT U3HOCH
p<0,01, a 3a Behe xonuentpamuje p<0,001.

VY onHOCy Ha HeTpeTHpaHe, KOHTposiHe henuje, butyl-Pt umcmospaBa craTHCTHUKH
3HauajHy (p<0,001) uaxubunujy pacta MCF-7 henuja kana cy npuMemeHe KOHIEHTpAIINje
10uM u Behe, y cBUM aHanu3upaHUM BpeMeHCKuM Taukama (I'paduxon 8A).

W npumena cis-Pt y xonuentpanujama on 10uM u BUIIMM HcriObaBa CTaTUCTHUKU
3HauajHo Behy nurorokcnyHocT (p<0,001) y omHOCY Ha KOHTpOINHE, HeTpeTupaHe hemwmje, y
cBUM BpeMeHCKuM Taukama (['paduxon 8A).

AKO ynopenuMo LHUTOTOKCHYHE e(eKTe MOjelMHUX areHaca Ha MHXUOMILHM]y pacTta
MCF-7 henuja, MokeMo J1a 3aKJbYYHMMO Jla CBE IPUMEHEHE KOHICHTpaIuje butyl-Pt noBome
70 craTucTUyKy 3HauyajHe (p<0,001) maxubuuujy pacra henuja y ogHocy Ha pentyl-Pt u cis-Pt
U TO y CBUM BpeMeHckuM Tadkama (6h, 24h u 48h) (I'paduxon 8b). Pentyl-Pt uma cinune
edekre kao u cis-Pt kama ce nmpumeHe koHueHTtparmje 10 100uM y tpajawy ox 6h. Camo
KoHIeHTpanuja pentyl-Pt ox 100puM u3a3uBa CTAaTUCTUYKK 3Ha4YajHO Behy MHXHOUIIM]Y pacTa
y OJTHOCY Ha UCTY KOHIICHTpalujy cis-Pt mpu Tpermany on 6h. Tpermanu y Tpajamy ox 24h u
48h noBojae no craructuuky 3HadajHo (p<0,001) jauux nuTtoToKcHyHUX edekara pentyl-Pt y
OJIHOCY Ha CiS-Pt, mpu cBUM npuMemeHnM KoHieHTpanujama (I'papukon 8b).
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I'pagpukon 8. Josno-3asucne (A) u epemencru-3asucue (b) xpuse pacma MCF-T henuja
oodujene CPB mecmom Haxon mpemuparea heiuja pasiuuumum KoHyeHmpayujama
UCNUMUBAHUX KOMNIeKca Yy mpajarwy Oh, 24h u 48h. Pesynmamu cy npedcmasmeHu Kao
cpeora epeonocm £ SE (cmanoapomna epewika).

Nzpauynate Bpeanoctu IC50 notBphyjy ocetspuBocT MCF-7 henuja kapumHOMa 10jKe
Ha TpeTMaHe komruiekcuMa Tuatune (Tabena 11).

IC50(uM) 6h 24h 48h

butyl-Pt 57,61 + 0,52 33,43 +0,33 39,23 +2,07
pentyl-Pt 70,37 £2,18 44,91 + 0,14 47,03 £ 3,92
cis-Pt 79,89 + 0,47 59,69 + 1,61 54,27 + 3,11

Tabena 11. IC50 speonocmu 3a MCF-7 henuje, uspayyname na ocrosy pezyimama CPBH
mecma (8peonocm uM + S.E.)

Wunekc cenextuBHocTH S| yKasyje Ha celeKTUBHO JejcTBO pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt
npema tymopckum MCF-7 henujama y onnocy Ha 3apaBe MRC-5 henuje (Tabena 12).
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Si 6h 24h 48h
butyl-Pt 9,4 9,8 8,0
pentyl-Pt 6,5 6,5 6,0

cis-Pt 5,6 4,8 3,6

Tabena 12. Unoexc cenexmusnocmu (Sl) ucnumusanux xomniexca niamune na MCF-T
henujama kapyunoma nayha, uspauynam na ocnogy pesynmama CPB mecma.

Hako je tperman HTB140 henuja xymanor menmanoma pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt
JI0BEO JI0 TO3HO U BPEMEHCKHU 3aBUCHE MHXUOMIIM]jE pacTa, Ta nHxubuuuja je ucnon 20% mnpu
CBHUM YIOTPeOJHEHUM KOHIIEHTpAIMjaMa My CBUM BpeMeHCKuM Tadukama (I'paduxon 9).
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I'pagpuron 9. Jlosno-3asucne (A) u epemencku-3asucne (b) kpusee pacma HTBI140 henuja
oodujene CPBE mecmom Haxon mpemupara heiuja pasiuuumum KoHyeHmpayujama
UCnumMueanux Kommniekca y mpajaroy 6h, 24h u 48h. Pesynmamu cy npedcmagmeHu Kao
cpeora epeonocm £ SE (cmanoapomna epewika).

Wzpauynate IC50 Bpemnoctu, koje cy 3Hadajuo Behe ox 100uM, moTBphyjy
pesucrentHocT HTB140 henuja Ha TpeTMaH ucnutuBanuM areicuma (TaGena 13).
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IC50(nM) 6h 24h 48h

butyl-Pt 282,807 + 20,4156 | 290,865 + 41,2322 187,169 + 30,334
pentyl-Pt 304,84 + 43,93 210,977 £ 11,2963 | 228,325 + 41,2928
cis-Pt 303,766 + 32,9583 | 234,669 + 20,0724 | 229,318 *+ 27,5456

Tabena 13. IC50 speonocmu 3a HTB140 henuje, uspauyname na ocrnosy pezyimama CPH
mecma (8peonocm uM + S.E.)

C o063upom n1a ce BpeaHocTu nuToTrokcuyHoctu nobujene nomohy MTT u CPb tecra
nokiamnajy, oanydeno je aa ce HTBI140 henmje, 300r cBoje pE3UCTEHTHOCTH IpeMa
WCIIUTUBAaHUM areHCcuMa, He KOPUCTE Y 1aJbUM HCTPaKUBABUMA.

4.3.3. Ynopehusamwe pesynmama uumomoKkCuYHOCHMU HOGOCUMEMUCAHUX KOMNIEKCA
naamune(1V) u Cis-Pt 0o6ujenux nomohy osa konopumempujcka eceja: MTT u CPB mecma

VYnopehyjyhu pesynrare nobujene nomohy asa kosnopumerpujcka eceja, MTT u CPb
TECTa, yo4aBaMoO Ja IOCTOjU CIMYHA LIUTOTOKCHYHA AKTHBHOCT HMCIIMTHBAHMUX areHaca ca
MasiuM oacrynamuMma (I'padukon 10 u 11).

Buiie Bpe1HOCTH IUTOTOKCUYHOCTH Cy Jo0ujeHe y excriepuMentuma ca CPb tectom
y ogHocy Ha BpeaHocTH nodujene MTT tectom, kako 3a A549 henuje (I'padukon 10), Tako u
3a MCF-7 hemmje (I'padpuxon 11). C oOG3upom na ce momohy MTT Ttecra nerextyjy
MeTaboauuku akTHBHE henmje, a momohy CPbB Tecta ykymHu caap:kaj IpoTeMHa y >KMBUM
henujama, oBa oicTymama cy Ouia odeknBaHa. OHO IITO je Ba)KHO j€ Jia j€ UCTH TPEH
noBehama UTOTOKCHYHOCTH J00HMjeH M ToMohy jemHor u moMohy apyror eceja, mTo je
MOTBp/Ia J]a UCTTUTHBAHN areHCH MMajy 3HadajHe MUTOTOKcHYHEe edexte Ha A549 u MCF-7
henujama, na cy oBe e henujcke nuHuje u3adpaHe 3a 1ajbe eKCIIEPUMEHTE.
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I'pagpukon 10. Ilopeherve 0o3no-3asucnux kpusux, oooujenux nomohy MTT u CPE mecma
nakon mpemmana AS549 henuja ucnumusanum acencuma, pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y
mpajary 00 6h, 24h u 48h. Pesyimamu cy npedcmasmenu kao cpedra epeonocm + SE.
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I'pagpukon 11. [lopeherve 0o3H0-3a8ucHux Kpueux, oooujenux nomohy MTT u CPF mecma
nakon mpemmana MCF-T heauja ucnumueanum acencuma, pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y
mpajarwy 00 6h, 24h u 48h. Pezynmamu cy npeocmasmenu kao cpedrwa épeorocm + SE.
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4.4. EdexaT TperMaHa HOBOCHHTeTHCAHHM Komiuiekcuma miuatuHe(lV) m Cis-Pt Ha
nposudepanujy A549 u MCF 7 heanja

[IpomudeparuBan kanamuteT xymanux AS549 henuja xapruHoma miayha m MCF-7
henmja kapumHoMa nojke mpahen je mocie tpermana pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y uctum
BPEMEHCKHM TauyKaMa y KOjuMa je aHamu3upana u hemujcka BujaduaHoct (6h, 24h u 48h nakon
TpPETMaHa).

CBH WCIHUTHUBAHH areHCH JIOBOJE JIO JO3HO 3aBHCHOT CMameHa MpojuQepaTHBHE
aktuBHOCTH AS549 henuja (I'paduxon 12).

ITponudeparuBua aktuBHOCT AS549 henuja je Hakon 6h mHKyOamuje y HIPHUCYCTBY
HUCKHX KOHIIeHTpaluja pentyl-Pt u butyl-Pt (SuM u 10uM), kao u y npucyctBy Cis-Pt (5uM,
10uM u 25uM) je BHCOKO oOuyBaHa. 3HAYajHO CMamCHE j¢ JCTEKTOBAHO y Yy30pIHMMa
tpetupanum 25uM, 50uM u 100uM pentyl-Pt (I'padukon 12A) u butyl-Pt (I'padukon 12b)
(p<0,001), xao u BenUKUM KOHIIEHTpanujama cis-Pt (50uM u 100uM) (p<0,01) (I'paduron
12B). Axo ymopeauMo cBa TpH KOMILJIEKCa, MOXKEMO Ja 3aKJbyduMo J1a je Hajsehe cmameme
nposndepaTiBHE aKTUBHOCTUH HAKOH TPETMaHa y Tpajamy o1 6h M3a3Ba0 TPETMaH BUCOKUM
KOHIIeHTpaljama pentyl-Pt.

Hakon mpomyxkerka tpermana mo 24h, pentyl-Pt (I'paduxon 12A) u butyl-Pt
(I'padukon 12B) y konmnenrpanujama Behum ox 10uM moBoae A0 CTaTHCTUYKH 3HAYAjHOT
cMamema nponrdepatuBHe aktuBHOCTH A549 henuja (p<0,001), mpu yemy u gasbe pentyl-Pt
nokazyje Hajjaun edexar (I'paduxon 12). U tperman cis-Pt, koHuenTpanujama ox 25uM
(p<0,05) u xonuentpamujama ox S0uM u 100uM (p<0,001) (I'pacdukon 12B), noBoau 10
CTaTUCTHYKH 3HAYajHOT CMambema ponudepanuje oBux henuja Hakon 24h, au je To CMambemne
3Ha4YajHO Mame HEro y cilyuyajy Tpermana pentyl-Pt u butyl-Pt.

Hakon 48h unkyOanuje ca BucokuM gozama (25uM, 50uM u 100uM) cBa Tpu
komiiekca (pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt) cratucTuyku 3HaYajHO cMameme Mpoiudeparuje
A549 henuja je mpucytHo, ¢ TMM mTO butyl-Pt 3aap:kaBa 103HO M BPEMEHCKH 3aBHCHY
TEHJICHIIM]Y, a KOJ TpeTMaHa BUCOKMM KoHIeHTpanujama (100uM) pentyl-Pt u cis-Pt monazu
1o ymepeHor onopaska henuja (I'paduxon 12A, b, B).
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I'paguron 12. Ilporugepamusna akmusnocm A549 henuja nocie mpemmana pentyl-Pt (A),
butyl-Pt (b) u cis-Pt (B) y onceey konyenmpayuja 00 SuM 0o 100uM y mpajarey 00 6h, 24h u
48h. Pezyrimamu 0obujeHu uz mpu He3asUCHA eKCnepuMeHma npeocmasbajy npoyeHam 00
KOHmMpOJle U npedcmas/beHu ¢y Kao cpedrwa epeonocm + SE.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,00]

[Mponudeparusua aktuBHOoCcT MCF-7 henuja omanga HakoH Tpetmana pentyl-Pt, butyl-
Pt u cis-Pt y cBum ucniutuBanuM BpemeHckuM taukama (I'paduxon 13).

Hakon 6-uacoBHOr TpeTmaHa, Hajcnadbuju edekar Ha NponudepaTUBHY aKTUBHOCT
MCF-7 henuja uma pentyl-Pt: camo konunentpaumja o 100uM pentyl-Pt nosena je no
CTATUCTUYKHU 3HAYAJHOT cMamema mpoiudeparuBae aktuBHOCTH (p<0,001) (I'paduxon 13A).
Hajjaun edexar uma butyl-Pt HakoH TpeTMaHa y Tpajamby oa 6h koHeHTpanujama ox 25uM,
50uM u 100uM (p<0,001) (I'pacduxon 13b). Tperman y Tpajamy ox 6h S0uM u 100uM cis-Pt
JIOBEO je N0 CTaTUCTHUKM 3HadajHor (p<0,01), amm Mamer cMmamema NpojuQepaTHBHE
aktuBHoCcTH (I'padukon 13B).

Hakon 24h, m Tperman kxoHmnenrtpamujama on 25uM (p<0,01), 50uM u 100uM
(p<0,001) pentyl-Pt noBoaM [0 CTATUCTHYKK 3HAYAjHOT CMamera nponudepamnnje MCF-7
henunja. Melytum, cBe npumemeHe KoHIeHTpauuje butyl-Pt u cis-Pt, uzyzes najmame (SuM,
p>0,05) n3a3Bajie cy CTaTUCTHYKH 3HAYajHO CMameme npoiudeparuBHa akTuBHOCT MCF-7
hemmja (10uM, p<0,01; 25uM, 50uM u 100puM, p<0,001).

[Iponyxeme Tpajama TpeTMaHa Ha 48h 1oBeno je 10 BeoMa U3paKeHe J03HO 3aBUCHE
nHxubunuje nponudepanuje. Pentyl-Pt u cis-Pt (I'padukon 13A u 13b) y xoHueHTpaujama
on 25uM, 50uM u 100uM moBoaEe A0 CTAaTUCTUYKHM 3HAYAJHOT CMamema mpoiudeparnje
(p<0,001), mana cy eekTn OBUX KOHLIEHTpa1Hja pentyl-Pt jaun ox edexara cis-Pt npumemene
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y HCTUM KoHUeHTpanujama. Hajoosbu edexar je mocturHyr mpumeHom butyl-Pt y omcery
koHieHTpanuja og 10uM mo 100uM: cmameme nponudepatuBae aktuBHocTH MCF-7 hennja
Yy OBOM CJIy4ajy je cTaTUCTUYKH BeoMa 3HaudajHo (p<0,001) (I'paduxon 13B) u 3HauajHO Behe
0/ CMamberba IPYruM KoMIuiekcuma (pentyl-Pt u cis-Pt).
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I'pagpuxon 13. Ilponugepamusna akmuenocm MCF-7 henuja nocie mpemmana pentyl-Pt (A),
butyl-Pt (b) u cis-Pt (B) y onceey konyenmpayuja 00 SuM 0o 100uM y mpajarey 00 6h, 24h u
48h. Pezyrimamu 0obujenu uz mpu He3asUCHA eKCnepuMeHma npeocmasbajy npoyeHam 00
KOHmMpOJe u npedcmas/beHu ¢y Kao cpeora epeorocm + SE.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,00]

4.5. Anaimm3a heaujcke cmptu tymopekux A549 m MCF-7 heiuja HakoH TpermMaHa
kommiiekcuma miiarune (1V) u cis-Pt

[TomrTo cy pe3ydTaTd MPEeTXOJHUX EKCIIepUMeHaTa IMOKa3ald Ja CBH HCIHUTHUBAHU
KOMIUIEKCH MMajy LIUTOTOKCHYHO JI€jCTBO Ha XymMaHuM AS549 henujama xapruHoMa miyha u
MCF-7 henujama kapuuHOMa A0jKe, ciaenehnM eKkcriepuMeHTHMa CMO MTOKa3ally THII hemujcke
CMPTH JI0 KOje IOBOJIe HCITMTUBAHM KOMIUTeKCcH, pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt.

Edexar xomrutiekca rutatuHe Ha uHAYKIUjy hemujcke cmptu A549 u MCF 7 henuja
onpehuBaH je momohy Tpu paznmuuuTe Meroxae: a) enekrpodoperckom anHamm3zom JIHK
M30JI0BaHe U3 TpeTupanux henuja, 6) HUTOQIyopuMETpHjCKOM aHaIM30M nomohy Annexin V-
FITC/7-AAD 6ojema u B) ,,western blott* aHaaM30M eKcIpecHje MpoarnonToTCKOr MPOTeHHA
BAX n antnanonrorckor nporensa BCL2.
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4.5.1. Enekmpogopemcka ananuza cenomcke /[HK

henuje cy 24h nakoH 3acejaBama TpeTHpaHe KOHIIEHTpalljama Koje OJAroBapajy
Bpennoctuma IC50 3a cBaky henmjcky nmununjy (A549 u MCF-7), a ny’kuHa Tpajama TpeTMaHa
je 24h. Hakon Tora je uzosoBana renomcka JIHK u ananu3upana Ha arapo3HoM Teiy.

I'enomcka JIHK uzonoBana u3z A549 henuja tperupanux Cis-Pt, kao U KoMILIEKCHMa
wiatuHe(lV)  mokasyje  mpucycTBO  ,JiectBuyactor  Hu3a  ¢parmenata JIHK,
KapaKTEePUCTHYHUX 32 anonToTcky henujcky cmpt (Cnuka 10).

Cnuka 10. I'enomcrka JIHK uzonosana uz xymanux A549 henuja xapyunoma niyha
mpemupanux 1C50 xonyenmpayujama cis-Pt (yzopax 3), pentyl-Pt (yvzopax 4) u butyl-Pt
(vzopax 5) y mpajarey 00 24h. Vzopax 1 — 100bp mapkep; yszopax 2 — JIHK xonmponnux,
Hempemupanux heauja.

I'enomcka JIHK uzonoBana uz MCF-7 henuja tpetupanux cis-Pt, pentyl-Pt u butyl-Pt
Takolhe mokasyje mpucycTBo ,JiectBudacTor Huza gparmenara JJHK, kapakrepuctuaHux 3a
anonToTcky hemujcky cmpt (Ciuka 11).

Cnuxa 11. I'enomcka JIHK uzonosana uz xymanux MCF-7 henuja rkapyunoma Oojxe
mpemupanux 1C50 xonyenmpayujama cis-Pt (yzopax 3), pentyl-Pt (yvzopax 4) u butyl-Pt
(v3opax 5) y mpajarey 00 24h. Vzopax 1 — 100bp mapkep; yszopax 2 — JIHK xonmponnux,
Hempemupanux heauja.
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Ha ocHoBy nobujenux pesynrara ananuse renomcke JIHK n3onoBane u3 TpeTupaHux
hennja, 3aKJby4eHO je 1a jenaH aeo henvja HAKOH TpeTMaHa yMHPE allONTOTCKOM henrjcKoM
cMmphy.

4.5.2. Jlemexkuyuja u reanmugpukayuja anonmomckux henuja memooom npomoune
yumodgnyopomempuje

Jla 61 mOTBpAMIN W YHOTHYHHIN 100HjeHe pe3ynTare, HHAYKIH]ja IIpolieca arnonTo3e
je aHaim3upaHa MoMohy METOAE MPOTOYHE HUTOGIIYyOpUMETpHje Y Y30pLHMa 000jeHHM
Annexin V-FITC/7-AAD. henuje cy nakon 24h pacra y KyaTypd TpeTHpaHE MCIIUTHBAHUM
KOMILUIEKCUMa y Tpajamy 6h, 24h u 48h, npu KoHLEeHTapIjaMa KOje OJAroBapajy HBHUXOBUM
IC50 BpennocTuma, HaKOH 4era cy o0OjeHE M aHAIM3MPAaHE HA MPOTOYHOM ILIUTOMETPY.
Pesynraru cy npukaszanu kao ,,dot plot* rpadumu u xucrorpamu (I'padukon 14 u 15).

[Ipouenar A549 henuja xoje moanexy anonToTckoj hemujckoj CMpTH HAaKOH TpeTMaHa
KOMILIGKCHUMa IUIaTHHE Y Tpajamy oj 6h je Huzak (pentyl-Pt: 6,24%; butyl-Pt: 11,71%; cis-Pt:
5,46%) (I'pacdukon 14 u 15A). Hakon 24-yacoBHOr TpeTMaHa Aoja3u 10 moBehama Opoja
henuja koje cy y amonto3u (pentyl-Pt: 18,08%; butyl-Pt: 21,90%; cis-Pt: 16,40%), anu je
netekToBaH U noBehan Opoj Hekpotnuynux hemuja (I'paduxon 14 u 15A). JloOujenu pesynratu
MOKa3yjy J1a TpeTMaHH HOBOCHHTETHUCAHNUM jeIM-CHhUMa IUIATHHE T0BOJIe 10 oBehama Opoja
aronoTOTCKUX henMja, Kako y OAHOCY Ha KOHTpoJHe henuje, Tako U y OJHOCY Ha AYXKHUHY
Tpajama TpetmaHa. Takole, HakoH 24-yacoBHOT TperMaHa AS549 henuja, HOBOCHHTETHCAHU
komiuiekeu riatiuae(1V) cy octBapuiin 60JbH edekar Ha HHIYKIIH]y MPOoIeca aronTo3e o1 Cis-
Pt. Hakon 48-uacoBHOr TpeTMaHa KOMIUICKCHMa IUIaTHHE, OpOj amomTOTCKUX henuja y
y3opuuma ce mosehaBa (pentyl-Pt: 23,76%; butyl-Pt: 29,66%; cis-Pt: 17,74%), mok je
MpOIIeHAT HEKPOTHYHHX hesMja 0CTao UCTH Kao U HakoH TpetMana of 24h (I'padukon 14 u
15A). V Tabenu 14 mpukazaHe cy BpEIHOCTH alONTOTCKOI MHICKCA 33 CBE aHAIM3HPAHE
y3opke. Anontorcku uuaeke (Al) mpencraBiba 0THOC MPOIIEHTA AMONTO3€ TPETUPaHUX hemija
U KOHTPOJHHMX henuja u U3padyHar je Ha OCHOBY I0j1aTaka o Opojy anonToTckux henmuja koju
je noobujen Annexin V-FITC/7-AAD 6ojemem. BpeaHocTu anonToTckor nHaeKca NoTBphyjy
Jla KOMITJIEKCH TJIaTUHE UHAYKY]Y anontoTcky hemujcky cMpt A549 henuja kapuunoma miyha,
a HajOoJbe epeKkTe Ha MHIYKIIM]Y aloNTo3¢ OCTBAapyjy HakoH TpeTMaHna o 24h (Tabemna 14).
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I'paghuron 14. Egpexmu 1C50 konyenmpayuja pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt na undyxyujy
anonmomcke henujcke cmpmu k00 A549 heauja nakon mpemmana y mpajarey 00 6h, 24h u
48h, ananusupanu npomounom yumomempujom, ynompebom Annexin V/7-AAD 6ojerwa. Ha
ceaxkom epaguxy je npeocmasmena oucmpubyyuja henuja no KeaopaHmuma Koo
KOHMPOIHUX, HemPemupanux u mpemupanux heauja. ¥ 0orem 1e6om K6aopanmy cy iuge
henuje (Annexin V'/7-AAD"), y domwem decrom keadpanmy cy henuje y panoj anonmosu
(Annexin V*/7-AAD"), y coprwem Oecrom cy henuje y kacnoj anonmosu (Annexin V*/7-AAD™),
a y 2opmwem neeom keaopanniy cy Hekpomuune heauje (Annexin V- /7-AAD™).
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I'paguron 15. Ilpoyenam anonmomckux henuja naxon 6-, 24- u 48-uacosnoe
mpemmana A549 (A) u MCF-7 (b) heauja 1C50 xonyenmpayujama pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-
Pt.

A549 MCF-7
6h 24h 48h 6h 24h 48h
KOHTpPOJIa 1 1 1 1 1 1
Pentyl-Pt 1,11 9,93 6,17 4,31 10,69 10,43
Butyl-Pt 2,09 12,03 7,71 2,75 15,25 11,16
Cis-Pt 0,97 9,01 5,42 4,55 4,13 1,65

Tabena 14. Anonmomcku unoexc (Al) A549 hewuja xapyunoma nayha u MCF-7 heauja
KapyuHoma 0ojke

[Iponienar MCF-7 henuja koje MOMJIeKY TIPOIIECY aroINTO3¢ HAKOH TpeTMaHa
KOHIIEHTpaljama Koje oaroapajy IC50 BpennocTumMa Komilekca IiaTuHe HaKoH 6h u3HocH
16,47% 3a tperman pentyl-Pt, 10,52% 3a tperman butyl-Pt u 17,38% 3a Tperman cis-Pt
(I'paduxon 16 u 15b). Hakon 24h , tperman MCF 7 henuja pentyl-Pt u butyl-Pt noBoau 10
3HavajHOT oBehama Opoja anmomoToTckux henuja koju uznocu 40,75% 3a pentyl-Pt u 58,11%
3a butyl-Pt. O6a xoMIuIekca muaTuHe UMajy 00sbH edekaT Ha MHAYKIH]Y aronrto3e oj cis-Pt
(15,73%) (I'padukon 16 u 15B). bpoj HekpoTuuHux henuja je u HakOoH 24-4acOBHOT TpeTMaHa
MaJId U He pa3iiuKyje ce 3HauajHo o1 Opoja HEeKpOTHUHUX henrja HakoH 6-4aCOBHOT TpeTMaHa.
Hakon 48-uacoBHor Tpetmana pentyl-Pt, 6poj anmomorockux henuja je mopactao Ha 72,94%,
OJTHOCHO HakoH TpeTMaHa butyl-Pt Ha 77,99%. O06a komiuiekca umajy 60spu edekaT Ha
WHIYKIM]y amontoTcke hemujcke cmptu ox cis-Pt (11,56%) (I'paduxon 15B). bpoj
HEKpOTHYHUX henuja je HU3aK y CBUM aHAJM3UPAHUM Y30pIMa U HE pa3lIMKyje ce 01 y30paKa
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N00MjeHnX HaKOH 6- M 24-4acOBHOT TpeTMaHa. BpeHOCTH amonToTCKOT MHAEKCa MOTBPhYjy
Jla KOMIUIEKCH TUIATMHE WHAYKY]y anmonToTcky hemujcky cMpt MCF-7 henuja xapruHoma
T0jKe, a HajOoJke edeKTe Ha MHIYKIIN]Y aloNTo3€ OCTBApyjy HaKOH TpeTMmana ox 24h (Tabena

14).

MCF-7 henuje

01T Lo P4 Ly - RO

6h

24h

48h
KOHTpOJIa pentyl-Pt butyl-Pt cis-Pt

I'pagpuxon 16. Egpexmu IC50 xomyenmpayuja pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt na unoykyujy
anonmomcke henujcke cmpmu ko0 MCF-7 henuja nakon mpemmana y mpajarey 00 6h, 24h u
48h, ananuzupanu npomounom yumomempujom, ynompeoom Annexin V/7-AAD 6ojerwa. Ha
ceaxkom epaghuxy je npedcmasmena oucmpubyyuja henuja no K6aOpaHmMuma K00 KOHMPOIHUX,
Hempemupanux u mpemupanux heauja. ¥ oormwem nesom xeaopaumy cy scuse henuje (Annexin
V-[7-AAD-), y dorwem oechom keadpanmy cy henuje y panoj anonmosu (Annexin V+/7-AAD-),
y eoprem 0ecHom cy henuje y kacnoj anonmosu (Annexin V+/7-AAD), a y eoprwem ne6om
keaopanmy cy Hekpomuyte henuje (Annexin V- [7-AAD+).
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4.5.3. Ananu3za excnpecuje npomeuna Koju yuecmayjy y uHOYKyuju npoueca anonmao3se

Armonto3a, Kao THIl herjcke CMPTH KOjy MHIYKY]y UCITMTUBAaHU KOMILUIEKCH IIaTHHE,
JI0Ka3aHa je u oJpeuBameM HUBOA EKCIIPECHje MPOTENHA KAPAKTEPUCTUYHHX 32 OBaj MPOIIEC.
Xymane A549 henuje kapunnoma riyha u MCF-7 henuje kapuunoma ojke tpetupase cy 24h
HakoH pacahuBama |C50 koHreHnTpanujama pentyl-Pt u butyl-Pt u uakyOupane 24h, HakoH
yera je ypahena ,,Western blot* ananm3a ecrnpecuje mporenHa KOju UMajy BaXHY yJIOTY Y
IpPOIIECY aromnTo3e: MPOANOTOTCKOr MpoTenHa Bax u anTmanmonToTckor mporewna Bcl-2.
OnpeheH je u ogHOC OBa J1Ba poTenHa, Bax/Bcl-2, xoju ce y nporecy amonTto3e noehasa.

Anamuzom ekcnpecuje Bax um Bcl-2 mporemna y AS549 henujama TpeTUpaHUM
WCIUTUBAHUM KOMIUIEKCHMA TUIATHHE TIOKA3aHO j€ J1a C€ HMBO aHTHAIONTOTCKOT MPOTEHHA
Bcl-2 cmamyje 24h HakoH TpeTMaHa, IOK Ce HUBO MPOAINONTOTCKOT poTenHa Bax mosehasa y
OJTHOCY Ha KOHTpOJIHE, HeTpeTupane y3opke (I'padukon 17A). Takohe, ogHOC aHATH3UPAHUX
nporenHa Bax/Bcl-2 pacre (I'paduxon 17b), mro jacHo ykasyje na tperman AS549 henuja
KOMIUICKCUMA TUIATUHE JIOBOJIU JI0 arlonToTCcKe henmmjcke cMpTH.

g
-]

A549

onnoc Bax/Bcl-2

KOHTPONA pentyl-Pt butyl-Pt

I'pagpukon 17. Excnpecuja npomeuna Kapakxmepucmuduux 3a anonmo3sy (A) u epaguuxu
npuKaz OeH3umomempujcke amanuze oonoca excnpecuje Bax/Bcl-2 (b) y nempemupanum u
mpemupanum A549 heaujama. HRenuje cy mpemupane IC50 xonyenmpayujama pentyl-Pt u
butyl-Pt u unxyoupane 24h naxon mpemmana.

Jom uzpaxkeHuja mpomMeHa y eKCIpecHju aHaJu3UpaHUX MPOTEHHa JETEKTOBaHA je Y
y3opuuma MCF-7 henuja TpeTupaHuM HOBOCMHTETHCAHUM KOMILUIEKCUMa IIaThHe. TpeTMaH
y Tpajamy o7 24h n3a3Bao je cMamehe HUBOA aHTUAMIONITOTCKOT npoTenHa Bel-2 n moBehame
HUBOA MPOAIONTOTCKOT poTenHa Bax y onHocy Ha HeTpetupane y3opke (I'papuxon 18A), y3
noBehame onHoca Bax/Bcl-2 (I'padukon 18b).
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I'pagukon 18. Excnpecuja npomeuna xapakmepucmudnux 3a anonmo3sy (A) u epaguuxu
npuKasz OeHzumomempujcke ananuze ooHoca excnpecuje Bax/Bcl-2 (B) y nempemupanum u
mpemupanum MCF-7 henujama. Henuje cy mpemupane I1C50 konyenmpayujama pentyl-Pt u
butyl-Pt u unxyoupane 24h naxon mpemmana.

4.6. E¢pexTn TperMaHa HOBOCHHTETHCAHUM KoMmIulekcuMa miaatuHe(IV) m cis-Pt Ha
auctpudyuujy heauja no ¢gazama heamjckor unkiayca

C 003upoM /1a cy pe3yiTaTd eKcliepruMeHaTa MOKa3ald J1a TPETMaHH KOMITJICKCHMa
IUIATUHE JIOBOJE /10 CMamema npoiudepatuBHe akTUBHOCTH AS549 u MCF-7 henwuja,
MIPETIIOCTaBJBEHO j€ 1a TO CMAambEeHkhe MOXKE OUTH TOCIEANIIa MPOMEHa Ha HUBOY henujckor
LUKJIyca, 1a je aHaIM3upaHa qucTpudynuja henuja no ¢azama henujckor HUKIyca METOJ0M
npotoune nurodayopumerpuje. Epexru tpermana IC50 konnentpanujama pentyl-Pt, butyl-Pt
u cis-Pt y tpajamy on 24h ucnutuBanu cy Ha A549 henujama kaprunoma riyha u MCF-7
henujama kapuiMHOMA J10jKe, TpeTUpaHuM 24h HaKOH 3acejaBama. Pe3ynraru cy npencraBibeHI
kao npouenar hemuja y GO/G1, S u G2/M ¢asu henujckor nuxiyca (I'pagpukon 19A u b).

Tperman A549 henuja pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt noBeo je 10 akymynanuje henuja y
S das3m hemujckor nukiyca (46,59% 3a pentyl-Pt, 37,90% 3a butyl-Pt, 37,70% 3a cis-Pt y
nopehewy ca 22,71% 3a kontponne henuje) (I'padpukon 19A). MctoBpemeno je momuio 1o
cMamema Opoja henuja y GO/G1 dasu (56,29% 3a xouTpoane hemmje y mopehemy ca 30,38%
3a pentyl-Pt, 40,35% 3a butyl-Pt, u 40,78% 3a cis-Pt) (I'pa¢ukon 19A). Takohe, Tperman
MCF-7 henuja noseo je no akymynamuje henmja y S dasu henmjckor mukinyca y oHOCY Ha
koHTpoiHe henuje (44,47% 3a pentyl-Pt, 34,54% 3a butyl-Pt u 35,00% 3a cis-Pt y oqHoCcy Ha
17,63% 3a xoutposre henuje) (I'padukon 19b). McTtoBpemeno, 6poj hemuja y GO/G1 dasu je
CMam€eH HAaKOH TpeTMaHa y ofHoCY Ha HetpeTtupane hemuje (31,02% 3a pentyl-Pt, 40,97% 3a
butyl-Pt, 41,00% 3a cis-Pt y nopehemy ca 56,78% 3a koutpoine hemuje) (I'padpuxon 1956).
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I'paghuxon 19. [Jucmpubyyuja A549 u MCF-7 henuja no ¢aszama henujcrxoe yuxnyca 24h
nakon mpemmana IC50 konyenmpayujama pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt. Jlobujene epeonocmu
Cy uspagicene Kao npoyeHam y 00HOCY Ha KOHMPOILY.

4.7. EdexTH Yy 3payerna, NPUMeHEeHOI CAMOCTAIHO U Y KOMOMHAIUjH ¢A UCTTUTUBAHUM
KOMILJIEKCHMA IJIATHHE, HA MHXUONIMjy pacTa u npexuBbaBame A549 u MCF-7 heauja

KomOnHOBaHM  TpeTMaHW  MaJUTHUX  TyMopa  XeMHOTepaneyTHIMMa |
KOHBEHLIMOHAJIHUM, JOHM3yjyhUM 3pademeM HMajy 3a LWJb €(PUKACHO IPEBa3UIAKEHE
pe3ucTeHIyje Ha TpeTMaH. Llucnnatuna koa Hekux Tymopa (ruiyha, BpaTa u riiaBe) fenyje Kao
pamnocensutuzarop (Gupta et al, 2011), 1ok Ko APYrUX TyMOpa HEMa PaMOCEH3UTH3aTOPCKY
aKTUBHOCT WJIM M3a3MBa M3PaKCHE CUMIITOME TOKCHYHOCTH koj manujeHara (Hazuka et al,
1994). 360r Tora je oUTyYEHO JIa Y OBOj AUCEPTANHjH Oy/ie HCIIUTUBAH aHTUTYMOPCKH e(eKat
HE CaMo I0jeIMHAYHUX TpeTMaHa HOBOCUHTETHCAHUM KOMILUIEKCUMA IJIaTHHE U LIUCIUIaTHHE,
Beh 1 KOMOMHOBaHU TPETMaHHU OBHX areHaca ca y 3padueHheM.

4.7.1. Eghekmu y 3pauersa, npumerseHoz CAMOCmMAaIHO U Y KOMOUHAUUU ca UCRUMUBAHUM
Komnjaekcuma niamune, na unxuouyujy pacma A549 u MCF-7 henuja

Edextn mojenHauHMX M KOMOMHOBAaHMX TPETMaHa y 3pavyeheM M HCIUTHBAHHM
KoMIUIekcuma miatuse (pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt) mpahenu cy momohy CPB tecta. CPB tecr,
npeMa mojialiMa U3 JIMTeparype, mokasyje Behy oceTJbuBOCT U 00Jby TMHEAPHOCT y OAHOCY
na MTT Ttect (Keepers et al, 1991). IIpumemene mo03e vy 3pauema cy 1Gy, 2Gy u 4Gy, a
KOHIIEHTpaIlMje KOMIUIEKCa TUIATHHE P KOMOWHOBAaHMM TpeTMaHuMa cy oarosapaie 1C50
BPEHOCTHMA 33 CBAKH UCTTUTHBAHU KOMILIEKC.

Hucke no3e y 3pauema, npumemeHe y oBuM ekcriepumentuma (1Gy, 2Gy u 4Gy) Hucy
M3a3Balie 3HauyajHy MHXUOWIM]y pacta AS549 henwja y CBUM aHaIM3UPAaHUM BPEMEHCKUM
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taukama (6h, 24h u 48h). Jlo6ujenn HrBO MHXMOUIMje pacta henuja Huje npenwia 20% npu
o3paunBamy henuja mo3oMm o1 4Gy y Tpajamy ox 48h (I'paduxon 20).

Nuxubunuje pacrta A549 henuja HakoH KOMOMHOBaHOT TpeTMaHa pentyl-Pt m y 3pauema
cTaTUCTUYKHU je 3HavajHo Beha (p< 0,01) ox mojemmuauHor TperMmana pentyl-Pt 3a cBe Tpu
pUMEHCHE J103¢ 3padyca Beh HakoH 6h uHKyOanuje HakoH TperMana (I'padukxon 20A).
ITocne 24h (I'padukon 20B), kao u HakoH 48h unkybarwuje (I'padhukon 20B), komOMHOBaHK
TpetManu pentyl-Pt u y 3pauema cy nnaykoBaim MHOTO Behy HHXMOUIM]y pacta henuja Hero
nojequHaydn TperMadHu hemuja A549 ca IC50 konumentparmjom pentyl-Pt (p<0,001).
Jlobujenn HUMBO WMHXMOMIMje pacTta henuja HakOH KOMOMHOBaHOT TpeTMmaHa butyl-Pt u vy
3pauewmeM y 1034 o 1Gy u 2Gy HHUje ce 3HaYajHO Pa3IMKOBaoO OJ HUBOA MHXUOHIMje henmmja
KOjU je mHAyKoBana camo butyl-Pt, 6h HakoH TpeTmaHna; camo je no3a ox 4Gy y 3pauema y
koMmOuHammju ca IC50 konuentparmjom butyl-Pt n3a3sana craTucTuuky 3HaYajHY HHXUOUITH]Y
pacrta (p<0,01) henuja y onnocy Ha Tpetman camo butyl-Pt (I'padukon 20A). Mehytum, myxu
kombunoBanu tpetManu (IC50 butyl-Pt + 1Gy, 2Gy u 4Gy y 3pauema) y Tpajamby ox 24h u
48h noBenu cy 10 CTATUCTHYKY 3HAYajHE MHXUOUIH]je pacTa y cBuM y3opimma (I'padpukon 20b
u 20B). Hakon 6-uacoBHor koMOuHOBaHOT TpeTMana henuja IC50 koHnenrpamujom cis-Pt u y
3pauema JIONUIO je A0 CTAaTUCTHYKM 3Ha4YajHe WHXHOHMIHMjEe pacTta M TO ca a03oM of 2Gy
(p<0,05), xao u ca nozom ox 4Gy (p<0,01) (I'padpuxon 20A). 3Hayajuuja HHXUOUIK]ja pacTa
no0ujeHa je HakoH 24-4acoBHOT KOMOMHOBaHOT TpeTMmaHa cis-Pt u 1Gy y 3pauema (p< 0,01),
a joll 3HauajHUja HAKOH KOMOMHOBaHUX TpeTMmana cis-Pt u 2Gy (p<0,001) u 4Gy (p<0,001)
(I'paduxon 20B), ka0 u HakoH 48-4aCOBHMX KOMOWHOBAaHUX TPETMAaHA y CBUM Y30pIHMa
(I'paduxon 20B). HoBocunrerucanu komiiekcu tmatune(lV) umajy OGosbe edekre y
KOMOWHAIMjH ca y 3palMa Ha MHXUOUIMjy pacta henuja A549 Hero KoOMOMHOBaHU TpEeTMaH
ca Cis-Pt (p<0,001). OTkpuBeHa MHXHOWIIMja pacTa 3aBUCUJIA je O] BpEMEHAa W J103€ rama
3pauema 3a CBE KOMILIeKce Ha 0a3u TuiaTtuHe. MelhyTuM, He NMOCTOju CTaTUCTHYKK 3HA4ajHa
paznuka n3mel)y edexara komOrHOBaHHX TpetMaHa butyl-Pt u y 3paka u pentyl-Pt u y 3paka
Ha nHXUOUIM]y pacta A549 henuja (p>0,05).
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TI'pagpuxon 20. Unxubuyuja pacma A549 henuja oopehena CPB mecmom 6h (4), 24h (B) u 48h
(B) nHakon mpemmaHa y 3paverbem npumerbeHoz camocmanno unu y komounayuju ca 1C50
KoHyenmpayujama komniexca niamune (pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt). JJobujene speonocmu cy
uspasicene Kao npoyexam y 00HOCY HA KOHMpoOHe y3opke. Pezyimamu dobujenu uz mpu
He3a8UCHA eKCnepuMenma cy npuKkazaiu Kao cpedra epeonocm + SE.

*- cmamucmuyka 3Ha4ajHocm KomMouHoganux mpemmana y oonocy na mpemmaune 1C50 xony.
KOMNJeKca; 1 - Cmamucmuika 3Ha4ajHocm KoMOUHOBAHUX mpemmana y 3payversa u pentyl-Pt
u butyl-Pt y oonocy nHa mpemman y spauerwem u cis-Pt; # - cmamucmuuxa 3nauajnocm
KomMOunosanux mpemmana y spadera u pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y oonocy na mpemman y
spauervem (¥, 1,# - p<0,05; ** 17, ## - p<0,01; *** 777, ### - p<0,001)

Kombunosanu tpermann MCF-7 henuja xapumHoma nojke IC50 koHueHTpanujama
HOBOCHHTeTHCaHUX KoMmiutekca riatuae(1V) u y 3padema (1Gy, 2Gy u 4Gy) moBenu cy 10
CTaTUCTHYKU BeoMa 3HavajHe (p<0,001) nuxubunmje pacra oBux henuja y ogHocy Ha edexre
KOje Cy OCTBapWJIM CaMO KOMIUIEKCH TUIATHHE, Y CBUM aHAIM3HPAHUM BPEMEHCKHM Tadykama
(6h, 24h u 48h) (I'padukon 21). KomOunoBanu Tpermanu cis-Pt u 1Gy y 3payerma HUCY TOBETH
0 cratucTiuku 3Hadaje (p>0,05) mHxuOuIMje pacta oBuUX henvja HaKOH 6-9aCOBHOT
TpeTMaHa, aiau cy go3e oa 2Gy u 4Gy y KoMOMHaIuju ca cis-Pt u3a3Bane cTaTHCTUYKH
3HauyajHO nosehame nHXKUOMUIMje pacta henuja (p<0,001) u y Toj Bpemenckoj Tauku (I'padukon
21A). HakoH 24-yacoBHOI KOMOHMHOBAHOI TpeTMaHa, MHXUOWIMja pacTa je CTaTUCTHUKU
3HauyajHO Beha kako HakoH npuMeHe cis-Pt u 1Gy v 3pauemwa (p<0,01) Tako u HaKOH MpUMEHE
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cis-Pt u 2Gy u 4Gy vy 3pauema (p<0,001) (I'padukon 215). KomOnHOBaHM TpeT™MaH y Tpajamy
on 48h 10Beo je 70 CTATUCTHYKHM BEOMa 3HaYajHC MHXHOHIIMjE pacTa y CBHM y30pIHMa
(p<0,001) (I'pacduxon 21B). 1 y oBOM ci1y4ajy, HOBOCHHTETH30BaHH KOMIUIeKCH matuae(IV)
UMaju cy 0osbe epexTe y KOMOMHAIM]H ca Y 3panuMa Ha mHXuOuIMjy pacra henmuja MCF-7
Hero KOMOMHOBaHU TpeTMaH ca cis-Pt (p<0,001). He mocToju cTaTUCTHYKH 3HAYajHA Pa3JIHKa
m3mehy edexara komOMHOBaHUX TpeTMaHa butyl-Pt m y 3paka u pentyl-Pt u y 3paka Ha
naxubunujy pacra MCF-7 henuja (p>0,05).

MCF-7, 6h i spaucme
100 - ' R 1+pentyl-> MCF-7, 24h (7 ;/'*sen:&'l-P'

) [+ butyl-Pt 3009 B+ butyl-Pt
S - v+eis-Pt P e
S , & i

< P

& g

& e . L Q

o, Y T e 1t i s

-, P e S

S, " bows <

= 4 =

= 50+ IC50 = 1C50

= =
i) O

= =

= %

fos} =

= =

o

1Gy 2 Gy 4 Gy 1Gy 2 Gy 4 Gy

no3a (Gy) no3a (Gy)
B
o [y spaueme
MCF-7, 48h . G
100 - T wes Wik wox e [ ybutyl-Pt
9 e " oot 1t o2 [l ycis-Pt
c L www -
S 7 Py
5
£
£
F=
=
o
S IC50

1 Gy 2Gy 4 Gy
Dose (Gy)

I'pagpukon 21. Huxuouyuja pacma MCF-7 henuja oopehena CPB mecmom 6h (A), 24h
(b) u 48h (B) nakon mpemmana y 3paierbem npUMerbeHoe CamoCmaiHo Uil y KOMoOuHayuju ca
IC50 xonyemmpayujama komniexca niamumne (pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt). Hobujene
8pEOHOCMU CY U3padiCceHe Kao npoyeHam y 0OHOCy Ha KOHMpoaHe y3opke. Pesyimamu uz mpu
He3a6UCHA eKCnepUMeHma cy NPUKa3aHu Kao cpeora epeonocm + SE.

*- cmamucmuuKka 3Ha4ajHocm KOMOUHOBAHUX mpemmana y ooHocy Ha mpemmare 1C50 kony.
KOMAIeKca, 1 - cmamucmu4ka 3Ha4ajHocm KOMOUHOBAHUX MpemMana y spaderba u pentyl-Pt
u butyl-Pt y oonocy na mpemman y 3pauersem u cis-Pt; # - cmamucmuuka snauajuocm
KOMOUHOBaHUX mpemmana y 3padersa u pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt y oonocy na mpemmarn y
spauerwem (%, 1,# - p<0,05; ** 11, ## - p<0,01; *** 171, #H - p<0,001)
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4.7.2. E¢pekmu y 3pauersa, npumersenoz camoCmanto u y KOMOUHayuju ca UCRUMUEaHuUM
KOMNJeKcuma niamune, Ha Kionozeno npexcusnvasarwe A549 u MCF-7 henuja

Kionorenn ecej ce xopuctu ga OW ce MPOIECHWIO NPEKHUBJbaBalke henrja HAKOH
TpeTMaHa aHTUTYMOPCKUM JICKOBUMa W Y 3padema, 14 naHa HaKOH IOjeMHAYHUX WU
KOMOWHOBaHMX TpeTMaHa. OBHM e€cejoM ce MepH criocoOHocT henrja 1a hopMupajy KOJIOHH]E
HajMame 6 je00a HaKOH TpeTMaHa 3pauemkeM. DopMupaHe KOJOHHUje Cy JA0Ka3 J1a cy hemuje
3aprKalie CBOj PENPOAYKTHBHH TOTCHIIMjal M HAKOH TPETMaHa. Y3 MoMoh KIIOHOTCHOT eceja
u3padyHaTe cy (Qpakiyje mpexuBbaBama SF (Buau moriiaBjbe Matepujan M METOAe) U

KOHCTpYHCaHE KpHBE MpPeKUBJbaBama 3a 00e ucnutupane henujcke muauje (I'padukon 22 u
23).

ITojequHayHu TpeTMaHKM KOMIUIEKcHMa ratune (pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt) noBoae
70 JIO3HO 3aBHUCHOT CMamema (pakiuje mnpexuBbaBama AS549 hemmja 14 ngama HakoH
tpetmana (I'paduxon 22A). Ca Tpu areHca UMajy ciaudaH eeKkaT Ha MPeKUBIbABAHE OBUX
henmja kaga ce mpuMeHe CaMOCTalHO Yy KOHIeHTpamujama ox SuM m 10uM. Mebhyrtum,
KoHIeHTpauuje of 25uM u 50uM noBoae mo cratucTuyku 3HadajHe pasnuke (p<0,001) y
BpenHoctuma SF, ipu uemy ce HajOoosbH edekaT moctmke butyl-Pt y onnocy Ha pentyl-Pt u cis-
Pt. KOHueHTpaqua on 100 M butyl-Pt " pentyl-Pt JOBOJM 10 BEJIUKOI CMamkbemha BPEAHOCTH
SF, cratuctuuku 3Ha4ajHOT y ojtHOCY Ha cis-Pt (p<0,001). [Ipumena y 3pauema Takole qoBoau
no no3Ho 3aBucHOr maaa Bpeanoctu SF (I'paduxon 22B). KomOunoBanu tpermanu AS549
henuja 1C50 BpenHocTMa KoHIeHTpanuja pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt u no3ama ox 1Gy, 2Gy
u 4Gy y 3pauema JOBEIH Cy 70 joll jayer oAroBopa henuja y oAHOCY Ha camo 3paueme. Jlonuio
je mo cmamema BpeqHoctu SF (I'padukon 22bB), mro yka3yje Ha JO3HO 3aBHCHO CMabEHhE
npexxuBibaBamba A549 henuja. [Ipu Tome, HajooIbH edekart je OCTBApEeH MPUMEHOM Y 3pauciha
u butyl-Pt (cTatuctruka 3HauajHOCT y 0O/1HOCY Ha Y 3paueme: p<0,001, y ogHocy Ha pentyl-Pt:
p<0,001 u cis-Pt: p<0,001), 3aTM npuMeHOM Y 3pauera U pentyl-Pt (cratuctuuka 3HauajHOCT
y omgHOCy Ha Y 3paueme: p<0,001, a y ogHocy Ha cis-Pt: p<0,001) (I'padukon 225). Cis-Pt y
KOMOMHAIMjH ca Yy 3payeheM Takole je JoBena 10 CTATUCTUYKY 3HaYajHOT CMambemba (ppakimje
npexuBIbaBama (p<0,01).

EdexTn nojequHayHux 1 KOMOMHOBaHMX TpeTMaHa npahen je u Ha MCF-7 henujama
kapuuHoMma jojke. [lojennnaunu Tpetmanu pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt umajy jak edekar Ha
IpeXxuBJbaBamkbe OBUX henuja, 14 nana HakoH TpeTrMmaHa. EQexTn koHueHTpauuje pentyl-Pt u
butyl-Pt ox 25uM, 50uM u 100uM cy cratuctruku 3Ha4ajHo Behu y ogHOCY Ha eekre Koje
MOCTHKY HCTe KOHIIeHTpaluje Cis-Pt (p<0,001), mok ce edextu butyl-Pt u pentyl-Pt paznukyjy
cratuctudku 31a4ajHo (p<0,001) camo 3a konnenTpamuje o 10uM u 25uM (I'padukon 23A).
[TpexuspaBabe MCF-7 henmja HakOH TpeTMaHa caMmoO Y 3padyemeM Omajia JI03HO-3aBHCHO
(I'padukon 23B). Mehyrum, npe-Tperman henumja IC50 koHIIEHTpanjaMa KOMITIIEKCa TIATHHE
JIOBOJIM J10 cMamema BpeaHocTH SF, ogHOCHO 10 cMamema npexuBibaBatba MCF-7 henmja.
Hajjaun edekar je moCTUTHYT MPUMEHOM Y 3padema u butyl-Pt (cTatucTuuka 3HauajHOCT y
onHocy Ha Y 3pademe: p<0,001, y omHocy Ha pentyl-Pt: p<0,05 u cis-Pt: p<0,001), 3aTum
MIPUMEHOM Y 3pauema 1 pentyl-Pt (craTicTrdka 3HaYajHOCT Y OAHOCY Ha y 3paueme: p<0,001,
a y ogHocy Ha cis-Pt: p<0,01), nok cis-Pt y komOuHauju ca y 3pauemeM HHje JT0Bea 10
CTaTUCTUYKHU 3HAa4YajHOT cMamema (pakuuje npexxusibasama (p>0,05) (I'paduxon 22b).
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I'pagurkon 22. Knonoceno npescusmwasarwe A549 hemuja 14 Oana naxkon mpemmarna
KoMniekcuma niaamutne y pacmyhum kouyenmpayujama (5-100uM) (A) xao u Haxowu
mpemmana y spavervem (1Gy, 2Gy u 4Gy) u KomoOuHOBAHUM MPEMMAHUMA UCMUX 003d )
spauervem u |C50 apeonocmuma konyenmpayuja komnnexca niamune (b). Pezynmamu uz mpu

He3a8UCHA eKCnepuMenma cy NPUKAa3aHu Kao cpedra epeonocm + SE.
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I'pagpurkon 23. Knonoeeno npescusmwasarwe MCF-7 henuja 14 oana maxon mpemmana
KoMniekcuma niaamutne y pacmyhum kouyenmpayujama (5-100uM) (A) xao u Haxowu
mpemmana y 3pavervem (1Gy, 2Gy u 4Gy) u KOMOUHOBAHUM MPEMMAHUMA UCMUX 003A )
3payerem u IC50 speonocmuma konyenmpayuja komniexca niamune (b). Pezyimamu uz mpu
He3a8UCHA eKCNepUMenma cy npuKazanu Kao cpedra epeonocm + SE.

Ha ocHoBy BpemHocTH ¢pakije npexuBibaBama Ha 2Gy (SF2), ompehene cy u
BPEIHOCTH JPYrHX pPaguoOMOJIOMIKUX Tapamerapa: ¢Qakropa mnoBehama oceTsbHBOCTH,
SER(2Gy) wu penaruBHe Owuonomke edextuBHoctH, RBE(2Gy). BpemHoctn cBux
pannoOHOJIONIKUX NapaMeTapa HaKOH PUMEHE caMo Y 3pauerma nin y komOuHanuju ca 1C50
KOHIIGHTpalijama Komruiekca riatuae 3aA549 henuje nate cy y Tabenu 15, a 3a MCF-7
henuje y Tabenu 16.
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Bpennoctu mapametpa SF2 3a A549 henuje koje cy camo o3padeHe y 3paiumMa H3HOCH
0,71, mro oBe henmje cBpcraBa y pen paawo-pe3ucTeHTHHX henuja. [Ipum koMOMHOBaHUM
TpeTMaHMMa ca KOMIUIEKCHMA TUIaTuHE BpenHoctu SF2 omamajy mro ykasyje Ha moBehame
OCETJHMBOCTH OBUX henuja Ha Yy 3pademhe MPUMEHOM KOoMIUIeKkca ruiatune. Hajjaun edekar je
ocTBapeH y komOuHanuju ca butyl-Pt (SF2=0,41), a 3atum ca pentyl-Pt (SF2=0,52) u cis-Pt
(SF2=0,58) (Ta6ena 15). M Bume Bpemnoctu mapamerpa SER2GY y y3opruma koju cy
TpPETHPaAHU U 3paueheM M KOMIUIEKCHMA TUIATHHE YKa3yjy Ha noBehame ocerspuBocTH AS549
henmnja Ha 3paveme NPUMEHEHUM KOMIUIeKcuMa. BpemHoctu mapamerpa RBE, koju
MpeJCcTaBba OAHOC amcopOoBaHe 03¢ Y 3pauyema M arncopOoBaHE [103€ KOMOMHOBAHOT
TpeTMaHa Koja H3a3MBa HUCTH OWOJIOIIKKA edekar, pacTy MpH CBUM KOMOMHOBaHHM
TpeTMaHMMa, HajBHILE TIPU TPETMaHy Y 3paucta u butyl-Pt (RBE2=1,79), a 3aTum ca pentyl-
Pt (RBE2=1,41) u cis-Pt (RBE2=1,24).

SF2 SER(2Gy) RBE(2Gy)
y 3pauerve 0,71 1,00
y + pentyl-Pt(1C50) 0,52 1,37 1,41
y + butyl-Pt(1C50) 0,41 1,73 1,79
y + cis-Pt(1C50) 0,58 1,22 1,24

Tabena 15. Paouobuonowxu napmempu 3a A549 henuje kapyunoma niyha

Panuno6uonomku nmapmerpu cy oapehenn u 3a MCF-7 henuje (TabGena 16). Bpennoct
napamerpa SF2 umsnocu 0,61 u ykasyje Ha pajMO-pe3UCTEHTHY INpPHPOJy OBUX hemnuja.
Mehytum, HakOH KOMOMHOBaHHUX TpeTMaHa BpemaHCTH SF2 mapamerpa omanajy (ca butyl-Pt:
SF2=0,39, ca pentyl-Pt: SF2=0,46, a ca cis-Pt: SF2=0,55), a pacty Bpennoctu SER2 (ca butyl-
Pt: SER2=1,57, ca pentyl-Pt: SER2=1,33, a ca cis-Pt: SER2=1,11) u RBE2 (ca butyl-Pt:
RBE2=1,57, ca pentyl-Pt: RBE2=1,28, a ca cis-Pt: RBE2=1,13), yka3yjyhu na nosehame
paauo-ocersbuBoct MCF-7 henuje npu komOnHoBaHuM TpetManuma (Tabena 16).

SF2 SER(2Gy) RBE(2Gy)
y 3paueme 0,61 1,00
y + penti-Pt(1C50) 0,46 1,33 1,28
y + butyl-Pt(1C50) 0,39 1,57 1,57
y + cis-Pt(1C50) 0,55 1,11 1,13

Tabena 16. Paouobuonowxu napmempu 3a MCF-7 henuje kapyurnoma oojxe.
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5. ITMCKYCHJA

On otkpuha nucmaTuHe Kao Jieka KOju ¢€ KOPUCTH Y TEpaliju TyMOpa, CIPOBOJIE Ce
MHTCH3MBHA HUCTPAXXMBamba BEIMKOT Opoja MOTEHIUjATHUX XEeMHUOTEpAreyTuKa KOju y CBOM
cacTaBy caJpiKe IJIATUHY WM HEKH IPYTH MpenasHu MeTal (PYTeHHUjyM, Majda ujyM, 371aTo U
apyre). Kommiekcn miatuHe cy MOCeOHO MHTEPECAaHTHH € OO03MpOM Jla ce IMCIUIaTHHA,
KapOOIUTaTHHA M OKCATHMIUIATHHA KOopHcTe y Bule o 50% TeparnujcKux MpoToKoia y JeYewmy
onkonomkux nanujeHara (Wheate et al, 2010), a Bume on 30 mmatuna(ll) u mnaruna(lV)
KOMITJIEKCa ce Hajla3e y HeKoj a3y KIMHUYKKX ucnutuBama (Ndagi et al, 2017).

I'enomcka JIHK je rimaBra henmjcka mera 3a nucruiatuy. Kajga koMIieke miaTuse yhe
y henujy, nonasu 10 3aMeHe XJIOPUIHUX JIUTaHa/la BOJIOM U CTBapama PEaKTUBHUX KaTjOHCKHX
KomIuiekca. [lnaTuHa, ka0 MeTaaHM IEeHTap KOMIUIEKCa, OCTBApYje CBOj€ JI€jCTBO BE3UBAHEM
3a MaKpoOMOJIEKYJIe, HyKJIEMHCKe KHcenuHe u mportenHe. Llucruiatuna ce Besyje 3a JIHK u
dbopmupa HWHTEp- M HHTpa-JIaHYaHE Be3€ M aAyKTe KOje CIpEeYaBajy peIuIMKauujy |
TPAHCKPUIILIM]Y U aKTUBHPAJy CUTHAJIHE MyTeBe, IITO 3ajeHO JOBOAM JO HHXHUOUIHUje
henmjckor pacra, 3aycraBibama henmujckor nukiyca u aktuBanuju amontose (Fuertas et al,
2003, Yen et al, 2005). Baxxny yiory y ocTBapHBamy edekaTa IjIaTHHE UMa]jy JIMTaHId KOjH
Cy Be3aHH 3a wy. [lopexa Tora mrTo JUranan yruay Ha XuApOoQHIHOCT U JIMNO(UITHOCT (CaMUM
TUM M JIaKIIUM TPAHCIOPT KpO3 KpBHE CyAoBe M henujcke MeMOpaHe), OHM YTMUYy U Ha
peakTHBHOCT KoMIutekca. Kama cy nwranam mako omrasehe rpyme, MOCTYITHOCT aKTHBHUX
MecTa KOMIUIeKkca je Beha u miaTmHa Taja Jakmie cTynma y WHTEPAKIUjy ca PasIHdUuTUM
MakpoMoJIeKyluMa 1 edexacHuje octBapyje cBoje edekre (Quiroga, 2012). CtpykTypHOM
MoJuUKaIjoM JUragaa moryhe je mo6oJsbliatu JUMNOMUIHCT, JaKIle JOMPEMUTH JeK 0
KeJbeHOT TKuBa U noBehatu npeysumame jeka y henujy (Qin et al, 2017; Huang et al, 2017).

[To3Haro je na je mpuMeHa LMCIUIATUHE JMMHUTUpaHa 300T HeXeJbeHUX edekara U
nojaBe pesucteHiyje Ha Tepanujy (Florea 2011). [la 6u ce cMammim HeXebeHU ePEKTH U
noOoJblllajia KJIMHUYKA IMPUMEHA LUCIUIATUHE CUHTETUCAH j€ BEJIMKU Opoj pasIMuUTHX
aHasiora. BehrHa wuX HUje Halla CBOJy KIMHUYKY NMPUMEHY U3 PA3IMYUTUX pasziora: 300r
HE/IOBOJbHE aKyMyJalldje Jieka yHyTap henuje, IMTOTOKCHYHUX edekara Ha 37pasa,
HETyMOpCcKa TKHBa, 300T pa3Boja pe3UCTEHIIM]€ Ha JIeK, He3a10B0oJbaBajyhe hapMakOKMHETHKE
utn (Ali etal, 2013). CBe 0Bo je HaBeno UCTpAXKUBAYE Jla CHHTETHITY jeINbCHa Koja he nmarn
00Jby aKTHBHOCT W CEJEKTHBHOCT NpeMa MaJTUTHUM henvjamMa W ImMTO Mame HEeXeJbeHUX
edekara. [Tnaruna(lV) xomriekcu cy 1oOpu kKaHaAWAATH 1a mpeBasul)y oBe npobieme (Fahmy,
2022). Onu cy cTaOWIIHUjH, MOTY C€ MPUMCHUBATH OPAJTHAM MYTeM M MMajy J0JaTHA MeCTa
3a Be3WBaWmE JIMTaHJa y OAHOCY Ha nuciutatuHy W miaaruHa(ll) kommuekce. IlocebHo cy
MHTEPECAaHTHO IM0Jb€ HCTpakMBama Komiuiekcu miatuHa(lV) ca edda-tumom nuranpa.
VHTeH3MBHA HCTpaXkMBamba KOMIUIEKCA IUIaTHHE ca jaurananMma edda-tumna (eTuiieHAnaMuH-
N,N’- nuamerar) W HBHXOBHM J€pHBAaTHMa TOdYejga Cy HAKOH IITO je TOKa3aHO Ja OBH
KOMIUIEKCH HMMajy XUAPOIUTHYKO nejcTBo Ha Mojekyn JIHK u 3HavajHy aHTHTyMOpCKY
aKTHBHOCT Ha Pa3MHUUTUM heujckuM JMHUjama KapimHoMa jajHuka (Davies et al, 2002).
Erunenanamun-N,N - nuanerar (edda) je TeTpajeHTaTHHM JIMTaHA KOjU IMOCEAyje MO JBa
JIOHOPCKA aToMa a30Ta U KUCEOHHWKA. M3 oBOT MoJieKyiia M3BEACH j€ BEIUKH Opoj JuraHajaa
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(eddp, eddip, (S,S)eddp, eddl, eddch u npyru). Kommiekcu miatuue(IV) ca edda-tumom
JMTaHa Cy MOKa3ajld aHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT in Vitro. V 3aBucHOcTH o THma henwja,
BIXOBa aHTUTYMOpCcKa akTuBHOCT je Beha (Vujic et al, 2012), mama (Stojkovic et al, 2014;
Dimitrijevi¢ et al, 2013) nau ciimuna (Kaludjerovic et al, 2005) akTHBHOCTH IIUCITATITHHE.

[TpenuMuHApHU pe3yNTaTH UCIIUTHBAKA IUTOTOKCHYHUX e(eKaTa HOBOCHHTETUCAHUX
mwiatuHa(IV) kommutekca ca smranguma 0,0 -dipentyl-(S,S)-ethylenediamine-N,N -di-2-
propanoate dihydrochloride dihydrate (y tekcry pentyl-Pt) u O,0-dibutyl-(S,S)-
ethylenediamine-N,N"-di-2-(4-methyl)pentanoate dihydrochloride (y tekcry butyl-Pt) na
Pa3IUYUTAM TYMOPCKUM heJHjCKUM JIMHIjaMa [OKa3aJiv Cy 1a OBU areHCH OCTBAPYjy UCTE WIH
6ospe edexre on nucmiatune (Stojkovic et al, 2014; Dimitrijevi¢ et al, 2013). 36or cBera
HaBEJICHOT LIWJb OBOT HCTPAXHBamba je UCIUTUBAE eeKaTa HaBeIeHUX HOBOCHMHTETHCAHUX
komruiekca miatuae(IV) Ha BujaOmIHOCT U nposud)epaTUBHY aKTHUBHOCT TYMOPCKHX hennja
Pa3IMYUTOT TOPEKIIa U HHBA3UBHOCTH, Ka0 U €(PEeKTH Ha EKCIPECH]Y MPOTEHHA KOJH YIECTBY]Y
y UHIYKIUjU anonToTcke henrjcke CMpTH U peryianyjyu hemujckor nukiyca.

VY oBOM ucTpaxuBamy KopuitheHe cy Tpu xymaHe TyMmopcke henujcke nunauje: A549
henuje kapuunoma myha, MCF-7 henuje kapunnoma nojke u HTB140 henuje menanoma, kao
W jeqaHa 3apaBa xymaHna hemujcka nmuanja, MRC-5, ¢pubpobnacra mryha. I1pBu ekciepuMeHTH
y OBOM pafy cy ypahenu kako Ou ce nedpunucao pact henuja u oapenau ONTUMATHHA YCIOBU
3a n3Boheme oaroBapajyhux eceja.

henujcka nuarja A549 ce MMPOKO KOPHCTH KAao MOJIEIN afieHOoKapiuHoMa Iutyha, jep
Cy TO D00po OkapakTepucaHe U BUCOKO mposmpeparuBHe hemmje. Takohe, A549 hemuje cy
oceTJbuBe Ha JejcTBo IuciuiaTure (Sarin et al, 2017) u apyrux xomriekca mwiatune(l1) (Qin
et al, 2016) u matune(1V) kommiekca (Wang et al, 2022). V ekcriepuMeHTUMA OIHUCAHUM Y
oBOM pajay npaheH je pact A549 henuja y kyaTypu 10 9 naHa HaKoOH 3acejaBama. J[oOujeHu
pesyaTatu nokasyjy aa AS549 hemuje mocTmxky MakcuMym pacta u3amely 5. u 6. maHa of
3acejaBamba, Iocie yera ce 06poj henuja y MoHocnojy nonako cmamyje (I'padguxon 1A). Bpeme
aymrkanyje oBux henuja je 48,5+14,9h, a ontumanan Opoj henuja mo OyHapy MPHIMKOM
3acajuBama je 5x10°.

Xymana MCF-7 je henujcka muHMja eKcipuMupa ectporeHcku perentop anda (EP-o)
(Lippman and Bolan, 1975). henuje Takohe ekcnpuMupajy MpOreCTepOHCKE, aHIPOreHE H
riykokoptukouane peuentope (Horwitz et al, 1975), mro ux 4YMHM 3HAa4YajHUM MOJEN
CHCTEMOM y MEAMLMHCKUM HcTpaxkuBambuMa. OBe henmje cy cinabo oceTsbruBe Ha J€JCTBO
mucriatuae (Rimoldi et al, 2017). V excriepuMeHTHMa ONTMCAHUM Y OBOM pajy je MoKa3aHO
na MCF-7 henuje pacTy y MOHOCIIOjy, @ MAKCUMYM pacTa MOCTUXKY 4. 1aHa pacTa y KyJITypH.
Hakon Tora muxoB Opoj y MOHOCIOjy Harjio omaga Ao 6. qaHa, MOCJE Yera ce Kyirypa
oropasJba 710 8. laHa, HAKOH yera MoHoBo onaja 0poj henuja y monocnojy (I'padukon 1b).
BpeMge nyruirkanuje oBux hemuja usHocu 48,6+6,4h, a ontumanan 6poj henuja mo OyHapy je
5x10°.

Xymane HTB140 henuje cy pe3ucteHTHe Ha jaejcTBo nucriartuse. [Ipaheme pacra
oBUX henuja y KynTypu A0 9. JaHa HaKOH 3acejaBama je MoKas3allo Jla oBe henuje TOCTHUXKY
MaKCUMyM pacTa 6. JaHa HaKOH 3acejaBama IOociIe Yera J10JIa3u 10 CMambermha 0poja henuja y
monociojy (I'padpuxon 1B). Bpeme nymnmkanuje oBux hemuja je 32,7+5,1h, a ontumanan
noueTHH 6poj hemja o GyHapy je 5x10°.

Xymana MRC-5 henujcka nuaHja je ciocoOHa 3a 42-46 yIBOCTpyYeHa MOMyaIlije
Ipe TodYeTKa cTapema KyinType. Y HamuM eKCIepUMEHTHMA je TOKa3aHo Ja je BpeMe
naymikanuje opux henmja 39,5+5,6h. henuje cy y ekcrioHeHLMjanHoj ¢Gas3u pacTa 10 7. 1aHa
0]l 3acejaBama, a HAKOH TOTa ce BUXO0B Opoj y MoHOCT0jy cMamyje (I'papukon 1IN).
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Pact ananmmsupanux henwja y kynrypu je npahen y ruiouama ox 96 OyHapa momohy
MTT Tecra, MepemeM aricopoaniie Ha 595nm. C 063upom fa je aricopbaHiia JIMHEapHO 3aBUCHA
o Opoja henuja y MoHOCIIO]y 3a BpeaHocTu ancopbaniie Mame o 1 (Van de Loosdrecht et al,
1994), uzabpana je Hajseha ryctura hemuja mpu Kojoj arcopOaHiia He mpejia3d BpeaHocT |
TOKOM HPBHX 4 aHA pacTa y Ky/ITypH, a To je ryctiHa ox 5x 10° henmja/6ynapy. Oa BpeaHOCT
je ucra 3a cBe nzabpane henujcke nuHM]jE, 3a cBe Kojopumerpujcke, ELISA eceje. Takohe, Ha
OCHOBY pe3ynTara pacta hemuja y KyaTypHu OJUTyYEHO j€ J1a ce TPETMaHH U €ceju H3BOJIE
Hajay)ke 10 4. maHa pacTa y KyIATypH, Kaua Cy cBe wu3abpaHe henmjcke KyinType y
eKCIoHeHIMjaaHo] (a3u pacta. henuje cy Tpetupane 24h HakoH 3acejaBama, a eceju Cy
ypalenu HajkacHuje 48N HaKOH TpeTMaHa.

VY HaleMm UCTpakuBamy, IIaBHU LIWJb je OMO Ja OKapakTepuiieMo henujcku oaroBop
A549 henuja, MCF-7 henuja m HTB140 henuja Ha TpeTMaH HOBOCHHTETUCAHUM KOMILJIEKCHMa
pentyl-Pt u butyl-Pt u 1a ra ymopeaumo ca oaroopom Ha Tpetman Cis-Pt. Takohe, ymopehenu
cy henujcku onroBopu TyMopckux henuja ca oaroBopom jeane 3apase henujcke nuauje, MRC-
5. henuje cy Tperupane 6h, 24h u 48h konneHTpamjama komiiekca mwiatuue ox S, 10, 25, 50
u 100uM, a 3a mpoueny uaxuodunuje pacta kopuctuin cmo MTT u CPb tect. C 063upom aa
ce MTT rect 3acHMBa Ha MeTa0OJMYKO] AaKTHMBHOCTH henHje, OJHOCHO CHOCOOHOCTH
MUTOXOHIPHjATHOT €H3UMa, CYKITMHAT-ACXHIPOreHa3e J1a )KYTY TETPA30JIUjyMCKY CO PEYKYje
y IUIaBO-ITypIypHH (opMaszaH, pe3yaTaTd OBOT TECTa 3aBUCE OJf METa0OJIMYKE aKTUBHOCTU U
Opoja henuja y MoHoCI0jy, anu u ayxune henujcke nakyoanuje (Vistica et al, 1991). C gpyre
ctpane, cyiadpoponamun b (CPB) je 60ja koja ce Be3yje 3a henujcke MPOTEHHE Y IMUTOIUIA3MH,
anu He u 3a henujcku nedpuc (Skehan et al, 1990) u He 3aBUCH 011 METAOOINYKE AKTHBHOCTH
hemuje, a Be3a m3mely usmepene arncopOanie U Opoja henmja y MOHOCIIOjY je JHHEapHA Y
mmpem orcery Hero 3a MTT ecej (Heselberger et al, 1996). Pe3yntatu oBUX HCTpaKuBarba Cy
MOKa3aJIM Jia CBM aHAJIM3UPaHU KoMIuieKcH tuiatune (pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt) uaxubupajy
pacT cBUX NMPUMEHECHUX hellnjCKUX JIMHUja | J1a TOCTOoje Majia OfCcTynama y pesynrtaruma MTT
u CPb rtecra. Haume, momro CPb gerexryje camo mpoteune y henuju, a MTT 3aBucu ox
MeTaboInuKe aKTUBHOCTH henuja, BpeqHOCTH MHXHOUIM]je pacta cy Behe kaga ce mpuMeHu
MTT nero CPb Tecrt, anu je Tpen nosehama IMTOTOKCUYHOCTH UCTH 3a 00a eceja.

Kao Mepa IUTOTOKCHMYHE aKTUBHOCTH MCIMTHUBAHUX KOMIUIEKCA IJIaTHHE KopHirheHa
je Bpemnoct mapamerpa IC50, xoju mpencraB/ba KOHICHTpAIMjy areHca Koja WHXHOHpa
IpexuBJbaBame TpeTupanux henuja 3a 50%, a koju je uzpauyHaT Ha ocHOBY pe3yartara MTT
u CPb eceja 3a cBaku aHanu3upanu komiuiekc. Kao mro je mokazano y nornasiby Pesynraru,
TpeTMaH KOMIUIEKCHMA IUIaTHHE j€ JOBEO JI0 BPEMEHCKH U JO3HO 3aBUCHE MHXHMOUIIMje pacTa
CBUX aHanM3upaHux hemujckux nmauja. MehyrtuMm, 3apaBe MRC-5 henuje u memaHoMmcke
HTB140 henuje cy nokasane HajMamy MHXUOMLM]Y pacTa koja Huje Ouna Beha ox 20%, a
BpenHoctu IC50 3a o6e hemmjcke nuuuje cy Oune Behe ox 100 puM, mTo ykasyje Ha
PE3UCTEHTHOCT OBUX heNMjCKUX IMHWja Ha JeloBame CiS-Pt, amM W HOBOCHHTETHCAHHX
komrutekca tuiatuae(1V), pentyl-Pt u butyl-Pt. Peynratu u3 nureparype cy mokaszanu jaa je
MRC-5 henujcka nuHHja pe3ucTeHTHa Ha JenoBame cis-Pt (Michalak et al, 2021), anmu u
apyrux tiatuaa(ll) (Melounkova et al, 2021) u mratuna(lV) (Paunovic et al. 2022)
KOMIIEKCa, Kao ¥ KOMILIeKca qpyrux npenasux Merana (Oliveira et al, 2019). Hako ce cis-Pt
KOPHUCTH Y JIeUelhy MeJaHOMa, I0jaBa PE3UCTEHIMje€ TOKOM Tepanuje je jelaH OJ] IIaBHUX
y3poKa Heycliexa XeMHuoTepanujckor Jieuewma manujenata (Ge et al, 2016; Li et al, 2018).
HcTpaxxknBama Cy 1MoKasaja Ja pe3ucTeHIrja Ha cis-Pt i apyre miaTHHCKE KOMIUIEKCE MOXKE
OuTH mocieaunna MyTaiuja y pS3 reHy Koju MMa BakKHY YJIOTY Y MeXaHH3MY JejcTBa cis-Pt
(Siddik, 2003; Agudo-Lopez et al, 2017). HajocetsbuBuje cy henuje kapiunoma miyha AS549,
KaKo Ha JienoBame cis-Pt, Tako u Ha genoBame pentyl-Pt u butyl-Pt. OBu pesynratu Hucy
HEOYEKMBAaHH, C 003MPOM J1a ce IUCIIaTHHA U KOPUCTH Y JIeuerhy KapIHoMa 1ryha, a mocroje
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MOJIAIK U 0 T0OpUM eeKTUMa IPYTUX HOBOCHHTETUCAHUX KOMILJIEKCA IUIATUHE U MPEJIa3HuX
MeTajla Ha IMTOTOKcH4HOCT oBuX henmja (Dimitrijevic et al, 2013; Arsenijevic et al, 2017).
Axo yropeanMo edexTe JBa HOBOCUHTETHCAHA KoMIUIeKca, pentyl-Pt u butyl-Pt, moxemo na
3akJbyurMo na butyl-Pt mma Gosbe aHTHTYMOpCKO nejcTBO Ha AS549 henmjama y omHOCY Ha
pentyl-Pt, y cBUM BpeMEHCKMM Taykama U CBHM NPUMCHCHHM KOHILICHTpalujama, a 1a 00a
HOBOCHMHTETHCAHA areHca HMMajy jadyd HUTOTOKCHMYHM edekar on edekra cis-Pt. Mako y
JTUTEPaTypu MOCTOje TOJAIU KOjU yKa3yjy Ha PE3UCTECHTHOCT KapIMHOMA JOjKe Ha cis-Pt u
mwene nepusare (He et al, 2017), namu pesynratu ykasyjy Ha ocetibuBoct MCF-7 hienuja, kako
Ha JienoBame cis-Pt, Tako u Ha genoBame pentyl-Pt u butyl-Pt. Bpeanoctu IC50 yka3yjy aa u
Ha oBuM hemujama butyl-Pt octBapyje 6osbe anTuTyMOpcke edekre on pentyl-Pt, amu cy
HOBOCHHTETUCAHM KomIuieken matuHe(I1V) epukacauju y maxubumuju pacta MCF-7 henuja
ox cis-Pt. MehyTtum, ako ynopeaumo oBe aBe henujcke TuHUje, pe3yaratu qo0ujeHn Ha A549
henmjama ykasyjy na cy oBe henmje oceTJbuBHje Ha J€NIOBalkb¢ UCIUTHBAHUX areHaca HEro
MCF-7 henmuje.

Ha ocHoBy noOujeHnx pesynrara OJUIy4eHO je Ja W3 HapeAHUX HCTpaKUBama
uckibyunmo HTB140 henuje 300r mUXOBE H3pakKeHE PE3UCTEHIIMje Yy OJHOCY Ha CBE
PUMEHCHE TPETMAHE.

3HauajaH TapameTap y aHaJM3M AaHTHTYMOPCKUX edekara HOBOCHHTETHCAHUX
KoMILIeKca uMa U uHzekc cenektuHoctH (S1) (Katsuno et al, 2015). OBaj mapametap ykasyje
Ha CEJICKTHUBHO JI¢jCTBO UCIIMTHBAHOT areHca npeMa TyMopckuM henujama y oTHOCY Ha 311paBe
henmje, moceOGHO OHE ca BUCOKUM Iposii(hepaTUBHIM KalaluTeTOM, Kao ITo cy pubdpodbiactu
u MmatuuyHe henuje. 3aTo je jegaH o] LUJbEBa OBOT UCTPaKMBamba OWIIO U HM3pauyHaBambe
Bpeanoctu SI Tymopckux A549 u MCF-7 henuja y omHOoCcy Ha 31paBe (ubpobiacte miyha,
MRC-5 henuje. Pesynratu cy mokaszanu Ja CBU HCIHUTHBAHU areHCH IMOKazyjy n00py
CEeNIEKTUBHOCT y aHTUTYMOPCKOM JenoBamy npema A549 m MCF-7 henujama y ogHOCy Ha
3npaBe MRC-5 henuje. HajBue je uzpakena cenexkruBHoct butyl-Pt mpema MCF-7 henujama
KapIMHOMA JI0jK€E, 0K j€ HELITO HUXa CeJIEKTUBHOCT J00MjeHa Ko/l kapunHoma 1uiyha. Mako
BpenHocTH S| mapamerpa ykasyjy na pentyl-Pt uma Huxy cenektuBHOCT 011 butyl-Pt ko 06e
TyMoOpcke henujcke JMHH]E, BUCOKE BPEIHOCTH OBOT MapaMmeTpa yKa3yjy Ha BeoMa J00py
CEJIEKTUBHOCT 00a HOBOCHHTeTHCaHa Komiulekca miatuHe(lV) u  ®BHXOB 3HavajaH
aAHTUTYMOpCKH ToTeHIMjald. KpajunHoBuh wu capauunu cy mnokasand jga rmiatuHa(lV)
KOMIUIeKcH ca edda-TumoM JMraHaa mokasyjy CeNeKTHBHOCT y JenoBamy mpema K562
henujama MujenonHe JIEyKeMHje y OJHOCY Ha 3/ipaBe hemnuje, mpu 4eMy Cy OBU areHCH OMIH
cenexktuBHHju oA nuciarune (Krajéinovic et al, 2008).

Ananusupase henujcke auHUje cy NpoaudepaTUBHO HajaKTUBHHUjE Y NMpBUX 96h o
3acejaBamba, KaJla ce Hajla3e y eKCIOHEHIMjanHoj ¢a3u pacta. To je 6uo jenan of pasnora 300r
yera cy henuje TperupaHe U aHanu3upaHe y ToMm mnepuony. Jla Om  ompenunu
antunpoiudeparuBae edekre pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt nHa A549 u MCF-7 tymopckum
hermujama, mpahena je mHKOpmoparuja 5-OpoM-2-neokcuypuanaa y moiekyn JITHK toxom
peruukanuje. Pesyntatu cy HEIBOCMMCIEHO MOKa3add Jla HOBOCHHTETHCAHM KOMIUIEKCH
mwiatuae(1V), pentyl-Pt u butyl-Pt, kao u Cis-Pt, nmoka3yjy anTunposudepaTuBHO I€jCTBO Ha
o6e ucnutuBane henujcke nuuuje (I'papuxon 12 u 13). OBo cmameme mponudepaTuBHe
AKTUBHOCTH j€ I03HO W BPEMEHCKHU 3aBHCHO M CTATHCTUYKH 3HAYAjHO 32 CBa TPH MPUMEHEHA
areHca, y CBHM IPHUMEHEHUM KOHLIEHTpallljaMa U y CBUM aHAJIU3UPAHUM BPEMEHCKUM
taukama. Kana ce ymopezae pesynratu noOWjeHH 3a MHXMOUIM]Y pacTa U MpojudepaTuBHy
aKTUBHOCT TpeTHpaHuX henuja, MOXKeMO Ja 3aK/bYYMMO Jia je ciiabMja MHAKTUBAIMja pacrta
henuja Hero mponudeparuBHa akTUBHOCT. OBO ce MOXKe O0jaCHHUTH UYUHEHUIIOM J1a Cy
Tpet™manu pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt moBenu mo penpoaykTHBHE, anmu He W MeTaOOIHUKE
cmptu henuja (Muschel et al, 1998).
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Ha ocHOBY pe3ynTara TecTOBa HIUTOTOKCHYHOCTH U Iponudepanuje henuja 3akibydaeHo
je ma pentyl-Pt u butyl-Pt noBoge 10 cMamema Opoja xuBux henuja A549 kapuunoma miyha
u MCF-7 xapumHoMa j10jKke y KynTypu. To cMamene je 3HauajHO Behe y 0IHOCY Ha CMambehe
Koje n3a3uBa cis-Pt. Ha ocHOBy moaaTaka u3 tuTeparype o aronToTCKoj cMpTH henuja 10 Koje
noBoau TperMman rucruiatuHoMm (Tanida et al, 2012), mpermocraB/beHO je 1a jemaH Jeo
HCIIUTUBAHUX helrja TpeTUpaHuX HOBOCHMHTETHCAHUM KomruiekcuMa tuiatuae(IV), pentyl-Pt
u butyl-Pt, GuBa eMMuHICaH yIpaBo MPOLECOM aronTo3e. ANoNnTo3a je 00JIMK IporpaMrupane
henmmjcke cMpTH 1 3axBaTa nojeauHayHe hemuje. 3a pa3auky o1 HEKpo3e, Y K0joj J0jaa3u J0
omrehema u pynrype henujcke medpane, mTO 3a MociueaAuIly nMa uHpIamanujy u omreheme
OKOJIHOT TKHBA, aIlorTo3a je 100po KOHTPOJIMCAH MPOIEC KOjU He M3a3UBa ITETHE IMTOCIICAHIIC
Ha OKOJIHO TKHBO. 300T TOTa je MOXKeJHHO J1a areHCH KOJU ¢ KOPUCTE y Tepariju TyMmopa y IITo
BeheM mporneHTy MHAYKY]y ynpaBo anontoTcky hemwjcky cmpT. Kopumheme amomnrose kao
OMOJIOIIKOT MapKepa je jeJHa O]l OCHOBHHX CTpaTerdja y HpoydyaBamy aHTHUTYMOPCKHX
eekaTa HOBOCMHTETHCAHUX JIEKOBA. MOJIEKYJIapHH MEXaHU3MH KOjH KOHTPOJIHIIY IPOLIEC
aronTo3€ TOBE3aHM Cy ca JpyruM henmjckuM MeXaHH3MHMa, Kao INTO Cy perynianuja
henujckor ukiyca, nponudepaiuje u nudepeHiujanmje, reHoMcke cTabuiaHocTy U henujekor
mertabonmm3ma (Tanida et al, 2012).

3a gerekuujy amonro3e cy JocTynHe OpojHe merozne. CBaka oJf BUX HMMa CBOje
MPETHOCTH W HEAOCTATKEe, Ma je MPENopPYWHHBO KOPHCTUTH HEKOJIMKO MeTojaa na Ou ce
MOTBP/AMJIA AIOIITO3a.

Jeman onx mpBUX OMOXEMHJCKHX TIpoIleca KOJH C€ jaBJhba Yy MPOIECY aromnTo3e je
dparmenranuja JIHK wa ¢pparmente Benuuune 180-200bp (eng. DNA ladder). 36or Tora je
oJuTydeHo na anamu3upamo renomcky JIHK nzonoBany us tperupannx A549 u MCF-7 henyja.
Enextpodoperckom ananuzom y3zopaka JHK u3z A549 u MCF-7 henmnja tpetupanux IC50
KOHIICHTpallijaMa UCTIMTHBAaHUX areHaca (pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt) mokasano je mpucycTBo
JIECTBUYACTUX TPaKa KapaKTepUCTUYHUX 3a mporiec anonTtose (Cauka 10 u 11).

Kako 6u nmotBpaunu noOujeHe pesynraTe U KBaHTU(UKOBAIU anmontoTcke hemmje y
TPETUPAHUM Y30pIMMa, KOPUCTHIIM CMO METO/ly IpoTo4yHe nutodayopumerpuje. Tpetupane
A549 u MCF-7 henuje cmo o6ojumu Annexin V-FITC/7-AAD, 6h, 24h u 48h nakon TpeTmana
IC50 koHueHTpanMjaMa UCIUTUBAHUX areHaca. Pe3ynraT cy mokasanu Ja CBU NPUMEHEHU
TpeTMaHU U3a3uBajy nosehame Opoja anonrorckux henuja u xox A549 henuja u xkon MCF-7
hemmja (I'paduxon 15). ¥ o0e ananuzupane henujcke nuHKje TpeTMaH butyl-Pt je nunaykoBao
HajBehu mporeHar amonro3se, a TpetMaH pentyl-Pt je 6uo edukacHuju ox Tpermana Cis-Pt.
MehyTtum, nporeHar HHIyKOBaHe anomnro3e je 3HadyajHo Behu kox MCF-7 henuja y ogHocy Ha
A549 henuje. Takohe, mporeHaT HEKPOTUYHUX hemnyja je 3HauajHO MamH y y3opunma MCF-7
henuja Hero y A549 henujama, ykazyjyhu Ha noxeJbHUJU MEXaHH3aM JIeJIOBamba KOMILIEKCa
mnatuae Ha MCF-7 henuje kapumHoma pnojke Hero Ha AS549 henmje kapuuHoma Tutyha.
[Iponienar HeKpOoTUYHKX heMja HAKOH JIBa€CETUETBOPOUYACOBHOT U YETPIECETOCMOYACOBHOT
TpeTMaHa HOBHCHUHTETHCAHMM KOMIUIEKCMMA je OWO 3HauajHO BehW HEro y KOHTPOJIHUM
henujama, ITO ce MOXKe 00jaCHUTH YM-EHHUIIOM JIa Y TPETUPAHUM y30pIiuma, hemuje kKoje cy
y KacHOj armonTo3u yiaze y mporec cekynaapue Hekpose. [Tmaruna(lV) komiuiekcn Koju cy
UCIHUTHBAaHU Ha henujama XyMaHOT acTpOLUTOMA Cy MPUMapHO JIOBEIH A0 cMpTU henuje mo
tuny Hekpose (Kaluderovi¢ et al, 2005). ¥ mureparypu mocroje moganu o rmiatuHa(lV)
KOMIIEKCHMa Ca Pa3IMYUTHM aKCHjaTHUM JIMTaHIUMa KOJU TOpe] amolTo3e, y 3HauajHOM
MPOIIEHTY UHAYKY]Y U HeKkpo3y koa MCF-7 henuja (Spector et al, 2021).

CrniocobHOCT MCIUIaTUHE Aa A0Beje 10 anonTorcke henujcke cMpT je Beh onucana y
henujckum kynarypama tymopa miyha (Yuan et al, 2015), anu u xon henuja Tymopa mpocrare
(Moffatt et al, 1999), sxenymna (Bao et al, 2014) u mokpahue Oemmke (Ma et al, 2010). Taxohe
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U APYTH TNIATHHCKH KOMIUIEKCH UHIYKY]Y allonTo3y Ko pa3nuuntux henujckux muanja (Vujic
et al, 2012; Arsenijevi¢ et al, 2012; Wang et al, 2016).

[To3Haro je ma Benmuku Opoj mpoTenHa perynuiie mpoiec amonro3e (Pistritto et al,
2016). Ilporewncku npoxayktu ¢dammiuje BCL-2 reHa cy BaXHU perynaTopu aromnTo3e.
[MponykTn oBUX reHa jaenyjy win kao crumynaropu (Bax, Bad, Bak, Bik u apyru) mim xao
uaxuburopu (Bcl-2, Bel-x, Mcl-1 u gpyru) mporeca anonrtose (Tanida et al, 2012). Osu
MIPOTEHHHU CTBapajy Mel)yCoOHO XeTepoarMepe Wik XOMOAUMEpPE U BUX0B Mel)ycoOHM oHOC
onpehyje oarosop henuwje Ha areHce KOjU MHIYKY]y amonToTcKy hemmjcky cmpt. Pesynraru
HAIllUX UCTPaKMBama MoKa3yjy Ja 00a HOBOCUHTETHCaHa arenca, pentyl-Pt u butyl-Pt, noBoze
10 CMambCHha EKCIPECHje aHTHAIONTOTCKOr mpoterHa Bcl-2, 24h makon tpermana A549 u
MCF-7 henuja, xao u 10 noBehama HUBOA mpoanontorckor nporenHa Bax (I'padukon 17 u
18). V ucro Bpeme, oaHOC aHanu3upanux nporenna Bax/Bcl-2 pacte, mto jacHo moTphyje na
je rperman A549 u MCF-7 henuja pentyl-Pt u butyl-Pt mrayKOBao amonroTcky hemujcky cMpT.
Hapymiena paBHOTeka u3Mel)y MpoOamonTocKOr M aHTHAMONTOTCKOT IMPOTEHHA Mokpehe
MeXaHu3aM anonTo3e Koju hemwje yBomu y cmpr. OmHOC u3Mel)y MpoaronToTCKOr H
AHTHAMOMNTOTCKUX NPOTEMHA j€ BakaH Moka3aresb hemnujcke BUjabuimHocTU. Bemmku Opoj
AHTHUKAHIIEPCKUX arcHaca Jeiyje Ha oBe nmporterHe yBoaehu henujy y amomnro3sy (Pore et al,
2013). Suntharalingam wu capagHuI Cy MOKa3ajd Ja IUCMNAITHHA W HOBOCHHTCTHCAHU
miatuna(ll) xommaexc [Pt(BDICQ)]Cl umaykyjy amonTo3y HpPOMEHOM HHMBOA EKCHPECHje
npoarnontoTrckor Bax mporemHa kon AS549 hemmja kapumHoma miyha u A2780 henwmja
kapiuHOoMa oBapujyma (Suntharalingam et al, 2014).

[Topemehaju y perymauuju henvjckor nukiyca tTakohe Mory fa JI0BeAy 0 CMamemba
nponaudepaTiBHe aKTUBHOCTH W JO cMptu hemmja. Cpaka dasza hemmjckor mukmyca je
peryimcaHa KOHTPOJIHUM MeEXaHU3MHMa Koju chpedaasjy perumkanujy JHK u nmeoOy
omrehennx henuja. 3actoj y henujckom nukiycy omoryhaBa KOHTPOJIHMM MEXaHU3MHUMA J1a
nomnpase omreheme, a YKOJIMKO To HUje Moryhe, mokpehe ce anmonToTcku npoiec. 3060r Tora
cMo mpatwe auctpudymujy A549 u MCF-7 henuja mo ¢dazama hemmjckor mukiryca HakoH
Tpetmana pentyl-Pt, butyl-Pt u cis-Pt koHIeHTpanujama koje oarosapajy Bpeanoctuma 1C50
3a cBakM KomIuiekc. CBM TpeTMaHM Cy M3a3BaJid HaroMmiaBame henmuja y S dasu henmjckor
LUKITyca, pu uemy je 6poj henuja y GO/G1 dasu cmamen, a 6poj henuja y G2/M dasu ckopo
HerpomemeH (I'padukon 19). KonTpomnu MexaHu3Mu KOju 3ayCcTaBjbajy NeNHjCKU IUKITYC Y
S da3u (S koHTposHA Tauka) crpeyaBajy perunkanyjy JJHK y omrehennm henujama, kao u
npenazak y ciuenehy ¢asy hemujckor mukiyca, a caMuM TUM cCIipedyaBajy u henujcky neo0y.
[Iporpecuja kpo3 S a3y henujckor nukiyca je omoryhena KOOpAMHUCAHOM aKIIMjOM [TUKINHA
A u E u nuknun-3aBucHe kuHaze Cdk2. MHxuOuUIMja OBUX NUKIMHA U [UKIMH-3aBUCHUX
KHHa3a pe3yiryje y akymyiauuju hemuja y S ¢asu (Grana et al, 1995). Pesynratu Hammx
HUCTpaXKMBama Cy y CKiaaay ca pesyaratuma BrdU eceja, m mokasyjy na TpeTMaHU
KOMIUIEKCUMa IiaTuHe nHXxuobupajy cunresy JJHK u henujcky nponudepanyjy. Ioganu u3
JUTEepaType MoKa3yjy Jia MUCIUIaTHHA MOXKe Ja 3aycTtaBu henujcku nukiyc y S wimm y G2/M
¢asu. Tperman A549 henuja nucnnarnHoM 3aycTaBiba henujcku muknycy S (Yuan etal, 2015;
Suntharalingam et al, 2014), anmu u y G2/M ¢a3u (Wang et al, 2016). Jlazuh u capagaunu cy
cuHTeTHCan okTaenapHu ruatuHa(IV) kommiekc ca edda-Tunom nuranaa Koju UMa CIHYHY
[MUTOTOKCHYHY aKTHBHOCT Ka0 MHWCIUIATHHA, I JPYravydjuM MeXaHU3MoM JenoBama. OBaj
KOMILIEKC JI0BOAM 10 3acToja hemmjckor mukiyca y GO/GL ¢a3u, He 10BOIM 10 MOKpeTama
armonToTcKe Kackaze, Beh y3pokyje omreheme hemmjcke memOpane u Hekpo3sy (Lazic et al,
2012). ITnatuHa(IV) xomruiekc koju cy CUHTeTHcaiu Huang u capaiaHoiu je J0Beo 0
HaroMmuiaBamwa A549 henuja y G2/M ¢dasu henmjckor muknyca (Huang et al, 2017).

KonnenT komMOMHOBama pa3IMYUTHX TepamneyTuka y by MoBehama HWHUXOBE
e(hUKaCHOCTH W TpeBa3WjIaKemha PE3UCTEHIIN]E aHAC j€ BeoMa 3aCTYIJbEH Yy TepareyTCcKo]
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npakcu. 300T Tora cMO y OBOM pajay MPUMEHUIN U KOMOMHOBaHE TpeTMaHe TyMOpCcKux A549
n MCF-7 henuja komIuiekcuMa rjiaTuHE U JoHU3YyjyhuM, v 3padyemem.

Jonuzyjyhe 3pademe ce mpUMEmYyje y Tepaluju BEIUKOr Opoja Tymopa, alu ca
n3BecHnM orpannuewmuma (DeSantis et al, 2014). Jouusyjyhe 3paueme 1oBoau A0 omTehema
JTHK u nosehaBa nuntpahenujcky akymynammjy cinodonuux pamukaina (ROS) (Kawamura et al,
2018). PeakTuBHA jeaMibeHa KHCEOHHMKA CTYIAjy Yy peakidjy ca IpOTEeHHHMa, MaCHUM
KHCEeNMHAaMa, HyKJICOTHANMA U APYTUM MOJIEKyIUMa J10BoiehH 70 peakiiyja nepoKCuaaluje u
cmptu hemmje (Su et al, 2019). Omrehewma koja HacTajy Ha monekyny JIHK mox mejctBom
joHuzyjyher 3padema jecy jeqHOJAaHYAHU U JBOJIAHYAHH MPEKUIU, Kao u omreheme 6aza u
mehepa y HykieotuauMma. [lomanm u3 mureparype 1mokasyjy Ja je 6poj ABoJIaHYaHUX TPEKUIa
Ha Monekyiy JIHK y mupekTHOj Kopenanuju ca cTerneHoM npexuBibaBama hemuja (Belli et al,
2002). Omrehemwa Ha mosekyny JIHK aktuBupajy penep Mexanuzme y henuju, KOju MOTy J1a
ucrnpase omrehema, Boehu ka paanope3ncTeHnju Tymopa. Jounsyjyhe 3paueme omrehyje u
3npaBe hendje Koje ce Hallaze y OKpYXKemy TyMOopa, IITO MPEAcTaBiba 030MIbaH MpoOsieM,
MoceOHO Kaja ce Ty Hajla3e BHTAJIHHM OpraHd. 300T Tora je jeHa Of CTpaTervja y JIeUewmy
TyMOpa KOMOMHOBaHa Tepaluja XeMHOTEepareyTHIIMMa U paJuoTeparuja, Koja uMa 3a IHb
noBehame OCeTJBMBOCTH TYMOPCKMX henmja Ha 3paueme (paJnOCEH3UTH3EpH) M 3aIITUTY
OKOJTHOT TKMBA O] INTETHUX eeKaTa 3pavyewma (PaIuornpoTeKTOPH).

[Momamm u3 nUTEpaType KOju Ce OAHOCE Ha PaJIMOCEH3UTU3ATOPHY YJIOTY IHCIUIATHHE
Cy KOHTpaJIuKTOpHHU. Heke cTynuje mokasyjy Ja MUCIUIaTHHA TI0jayaBa aHTUTYMOpPCKE eeKTe
joumsyjyher 3pauera koa henujckux JmHuja Tymopa npoctare (Geldof et al, 1999), rymopa
wiyha (Liu et al, 2014) u Tymopa rinase u Bpara (Zhang et al, 2009), anu nma u nmogaraka Koju
yKa3yjy Ha ci1aly paaunoceHsutu3zatopHy yiory (Stewart et al, 1994; Blanke et al, 1995) wiu
yKka3zyjy Ha BUcoky Tokcu4dHocT (Hazuka et al, 1994). 3aro je jenan on unsbeBa oOBOr pajaa Ouo
Jla ce UCIUTa YTHIAj HOBOCHHTeTUCaHUX KoMIuiekca matune (1V), pentyl-Pt u butyl-Pt, kao u
edexru Cis-Pt Ha ocerspuBocT AS549 henuja kapuunoma riyha u MCF-7 henuja kapunHoma
J0jKe Ha Yy 3pademe. JoOwjeHu pe3ydaTaTH Cy TMOKa3aaud Ja Y 3paueme, MPUMEHEHO
CaMOCTaJHO, JOBOJIM J0 ciabe MHXUOUIMje pacTa oOe mpoydaBaHe henujcke JTHHH]E
(T'paduxon 20 u 21), 6h, 24h 1 48h HakoH o3paunBama.

KBamuter u kBaHTHTEeT omTehema €3a3BaHUX KOMOMHOBAHMM TpETMaHHMa
KOMIUIEKCUMa TUIaTHHE W Y 3pademeM je oapehen ymopemnum mepemem hemnmjcke
BUJaOMITHOCTH U TpexHBJbaBama. [IpoueHa henujcke paano-oceT/bUBOCTH je ypalheHa
onpehuBameM paaroOHOIONIKKUX TapaMeTapa 3a 103y oa 2GY, dpakiuje MpekuBIhbaBamba
(SF2), penatusne 6uonomike epexrusHoctu (RBE(2Gy)) u dakropa mosehama 0CeTIUBOCTH

(SER(2GY)).

3a npoueny henujcke BUjaOMIHOCTH MOcae KOMOMHOBAHUX TPETMaHa KOPUCTUIM CMO
CPBb Ttect. OBaj Tect nokasyje Behy oceTsbuBoCT U 00sby uHeapHocT o1 MTT Tecta, a kpajmbu
OPOAYKT je cTa0ujiaH W He 3axTeBa BPEMEHCKHM Npenu3Ho oJpeheHo BpeMe Mepema
arnicopbanne. KomOnnoBanu tpermannu |C50 KoOHIEHTpamujama KOMILIEKCA IUIATHHE U Y
3pauema (1Gy, 2Gy u 4Gy) noBenu cy 10 3Ha4ajHe MHXUOMIIM]E pacTa TpeTUpaHux henuja y
OIHOCY Ha e(eKTe KOjJu Cy OCTBAPWJIM IMOjeJMHAYHH TPETMAaHHW, Yy CBUM aHaJIU3UPAHUM
BpeMeHCKUM Taukama. Hajcnabuje eexre npu KOMOMHOBAHUM TPETMaHUMA Ca Y 3paueHEeM je
octBapuia cis-Pt, a HajOosbU epeKTH Cy NOCTUTHYTH y KOMOMHaNHju ca butyl-Pt.

ITopen npoyuaBama henujcke BUjaOMITHOCTH, TpaheHo je ¥ KJIIOHOTEHO MPEKNUBIbAaBAHE
A549 u MCF-7 henuja, 14 naHa HaKoOH MOjeAMHAYHUX U KOMOMHOBAHHUX TpeTMaHa
KOMILIEKCUMa TUIaTHHE U y 3pauereM (I'padukon 22 u 23). [{usb 0BUX ekcliepuMeHara je aa
YTBPJIY J1a I HOBOCUHTETHCAHU KOMIUIEKCH IU1aTuHe, pentyl-P u butyl-Pt, kao u cis-Pt, yruuy
Ha noBehame paauo-0CeT/BUBOCTH aHAIM3WPAHUX NeNUjCKUX JIMHUja ako ce aluIMKYjy Tpe
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03paunBama, a ePeKTH mpare y BPEMEHCKO] TaUuKH KOja j€ ONTHMAallHA 3a MPOIeHY edekara
3pauewa. Kimonorenu ecej mepu crioco6HocT henuje na popmupa Benuky KosnoHujy (Behy ox
50 henuja) wiaM KJIOH HAKOH HajMame 6 neoba, MITO MpeAcTaBiba JIOKa3 Jaa je Ta henwja
3ajipykaja CBOj PEIpOAYKTHBHHU MOTEHIIMjall U HAKOH IpUMemeHOr Tpetmana (Petrovié et al,
2006). C o63upom 1a je Bpeme aymiukanuje u A549 u MCF-7 henuja oxo 48h (Ta6ena 1),
KJIOHOTEHO MPEKUBJbaBame je paheHo HakoH 14 naHa. Pe3ynratu nokasyjy nia 1ojeiHHaYHA
TPETMaHH KOMIUIEKCMMA IUIaTMHE, KA0 W O3pauyMBam-e Y 3paluMa, J0BOJAE IO CMamemba
KJIOHOTCHOT MPEeXUBJbaBama, Mpu 4yemy butyl-Pt ocTBapyje moHoBo HajOooJbe eheKkTe y OTHOCY
Ha pentyl-Pt u cis-Pt npu cBuM nojeauHaunnM TperManuMa. Melytum, nperperman henuja
IC50 koHmeHTpanujamMa KOMILIAKca IUIATHHE JOBOJAM JO CMamelkha KIOHOTEHOT
NpeXUBJbaBakba aHAIM3MPAHUX henuja HakoH o3paumBama 7y 3pamuma. Camo cis-Pt y
KOMOWHAIIMjH Cca Yy 3payekheM HHUje JOBeJa JI0 CTATHCTUYKH 3HAYajHOT CMambEHha KIIOHOTEHOT
npexuBibaBaba MCF-7 henwmja.

Kpurepujym 3a cBpcTaBame henuja y TIpylny pajdOpPe3UCTEHTHUX  WIIH
PaJIMOCCH3UTUBHUX j& BPEIHOCT (paKIlfje MpeKrBIbaBama henmrja mocie o3padnBama J030M
on 2 Gy (SF2). henuje koje umajy SF2<0,35 cy paano-ocermspuBe henuje, a oHe Koje UMajy
SF2>0,65 cy uspasuro paauopesuctertne (Mcllwarth et al, 1994; Petrovic et al, 2006.).
[Ipema nmomanuma u3 nureparype, A549 henuje npunanajy rpynu paguope3ucTeHTHUX henuja
ca Bpeanoctuma SF2 ox 0,74 (Pan et al, 2009). [Ipyre henujcke nuHuje He-cuTHOhEIHjCKOT
kapuuHoma rtyha umajy SF2 u o 0,21 mTo ux cBpcTaBa y rpyny paguoceH3uTUBHUX hennja
(Pan et al, 2009). Pe3synrati Hammx UCTpakuBama Cy clIudau: qodujene SF2 BpemaHocTH 3a
A549 henuje cy 0,71 mro noTBphyje HUXOB paAMOPE3UCTCHTHU KapakTep. Nenujcke TuHuje
KapIuHOMa Jojke Takohe mmajy mmpok omcer Bpeanoctu SF2. Xymane MCF-7 henmje
KapIMHOMA JI0jK€ Cy Ha TPaHUIM PaJuOpe3UCTeHTHOCTH ca BpeaHoctuma SF2 ox 0,61. Y
JUTEPATypH MOCTO]j€ MOALH JIa PATUOPE3UCTEHTHOCT TYMOPCKHX henuja moxe aa Oyie MHOTO
Beha. Ha npumep, henuje kapunHoma mokpahne Oemnke umajy BpenHoct SF2 on dak 0,98
(Sangar et al, 2004), nox xymane menanomcke henuje HTB140 umajy SF2 ox 0,96 (Petrovic et
al, 2006). Pe3ynrati HalmMX HCTPaKHBamba Cy IMOKA3adH J1a HOBOCHHTETHCAHH KOMILJICKCH
mnatune(lV) xao u cis-Pt, moBehaBajy pagmocensutuBHocT u A549 (Tabena 15) u MCF-7
hemmja (Tabena 16). Bpenqnoctu SF2 ce cmamyjy, a Bpennoctu RBE ce nosehaBajy. ¥ Tom
cMmuciy, moHOBO je butyl-Pt octBapmna Hajjaun edekar, a Cis-Pt najcmabuju. Bpeanoctu
¢dakTopa mnoBehama panuocenzutuBHocTH (SER) mnoTBphyjy sma wucnuTHBaHM areHcu
noBehaBajy OCET/BUBOCT Ha Y 3payuebe, IITO CBE 3ajeTHO YKa3yje Ha CMabEHhe Pe3UCTEHTHOCTH
1 nnoBehama epUKacCHOCTH paJuoTepamnyje.

HcnuTrBama aHTUTYMOPCKE aKTUBHOCTH HOBOCHHTETHCAHUX KoMiLiekca miatiuae(1V)
y in Vitro ycnoBuma ykazana Cy Ha HHXOB aHTHTYMOPCKH MOTEHIHMjald mpeMa henujama
KapuuHoMa Iutyha u nojke. OBM KOMIUIEKCH Cy NOKa3aiu 00JbY aHTUTYMOPCKY aKTUBHOCT y
OJTHOCY Ha IUCIIaTHHYy. Takol)e, HOBOCHHTETHCAHM KOMIUIEKCH Cy HCHOJbMIIM 3HAa4YajHO
CEJICKTUBHO JISJCTBO Yy OJIHOCY Ha 37IpaBe XxymaHe ¢uOpobiacte, 00/b€ HEro IMITO OCTBApYyje
nucmaTuHa. MHaykinmja anonrtose u 3aycraBibame henujekor nukiyca npe perukarnyje JJHK
(y S ¢a3m) je OCHOBHM MeXaHH3aM ITUTOTOKCHYHOCTH OBUX Komiuiekca. Takohe, pentyl-P u
butyl-Pt moehaBajy ocetspuBocT henuja kapuuHoma miyha u kapuuHOMa JI0jKE Ha 3payderhe,
IITO 32 MOCIIEANILy MOXKE MMAaTH CMamemkhe NMPUMEHEHE 03¢ 3pavyeha HAaKOH IpeTpeTMaHa
kommuiekcuma 1iatuHe(lV) u  mocneauyHO Mame Hexe/beHHX edekara u  cinabujy
pammope3necTeHTHOCT.
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6. 3SAKJbYUILIU

1. M3yuyaBameM KapakTepUCTHKAa WCIUTHBAHUX henwja, M0OWjeHH Cy MoAan O JWHAMHIN
pacta oBux henuja y KyaTypu.

e Xymane A549 henuje kapunHoMma rryha rajeHe y KyaTypH HOCTH)KY MaKCUMallaH pacT
1 KOH(ITYeHTHOCT u3Mehyy 5. 1 6. 1aHa oJ1 3acejaBama; BpeMe AyIUIMKaIije OBUx henuja
n3Hocu 48,5+14,9h.

e Xymane MCF-7 henuje xapiuHoMa J10jKe rajeHe y KyATYpH MOCTHXKY MaKCHUMajaH
pact u KoH(IyeHTHOCT 4. JaHa O] 3acejaBama; Bpeme AyIUIMKaluje oBuX henuja
n3HocH 48,6+6,4h.

e Xymane HTB140 henuje menanoma rajeHe y KyATYpH ITOCTH)KY MakCHMasaH pacT U
KoH(pIyeHTHOCT 6. JAaHa O] 3acejaBama; BpeMe IyIUIMKaluje OBUX henuja M3HOCH
32,7£5,1h.

o Xywmane, 3apaBe MRC-5 henuje ruryha rajene y KylaTypu HOCTHXKY MaKCUMAaJIaH PacT U
KOH(IyeHTHOCT 7. JaHa O] 3acejaBama; BpeMe NyIUIMKaluje oBUX henuja M3HOCH
39,5+5,6h.

2. HoBocunrerucanu komruiekcu iatune(1V), pentyl-Pt u butyl-Pt, kao u cis-Pt, mokasyjy
JI03HO ¥ BPEMEHCKH 3aBHCHY MHXHOWIHM]y pacta XxymMaHux AS549 hemmja kapruaoma miyha,
MCF-7 henuja kapuunoma nojke, HTB140 henuja manurnor menanoma u 3apasux MRC-5
¢bubpobnacra.

e Bpennoctu IC50 3a cBa Tpu aHaTM3MpaHa KOMILJIEKCA YKa3yjy Ha BEJUKY OCETJbUBOCT
A549 n MCF-7 henuja Ha nmpuMmemeHe TpermaHe. Hajjaua mHxuOunuja pacta obe
henujcke nTuMHM]je je MOCTUTHYTa TpeTMaHoM butyl-Pt, a Hajcnabuja npumeHom cis-Pt.

e Bpennoctu IC50 3a cBa Tpu aHamM3MpaHa KOMIUIEKCA yKa3yjy Ha ciaby OCEeTJbUBOCT
HTB140 henuja Ha npuMemeHe TpeTMaHe, Ila Cy OBe henuje, Kao pPE3UCTEHTHE,
WCKJbYUYCHE U3 JaJbUX UCTPAKHUBAMA.

e CBM WCIUTUBAHM KOMIUIEKCM Cy TIOKa3aJd BEIUKY CEJIEKTUBHOCT IpeMa
aHAJIM3UPaHUM TyMOpPCKUM henujama y ogHocy Ha 3apaBe MRC-5 henwje.

3. IlpomudepatuBna aktuBHOCT A549 m MCF-7 henuja onaga HakoH TpeTMaHa. CMameme
nponudepaniyje je J03H0 ¥ BpeMEHCKH 3aBUCHO 3a CBE IPUMEH-EHE J103€ U Y CBUM BPEMEHCKUM
TavyKama.

4. Y TperMpaHUM TYMOpPCKMM henujamMa CBHM HCIHMTHUBAHU KOMIUIEKCH Cy WHIYKOBAJIU
aronToTCKy henujcky cMprT.

e Kommiekcu cy uzaszpanu ¢pparmentanujy mosiekynia JJHK, kapakrepuctuuny 3a mporec
aromnTo3e.

e I[luTtodyopuMeTpHUjCKOM aHAJIM30M je€ MOKa3aHO Jia jeé HAaKOH TPeTMaHa JOMUIO J0
eKkcTepHanu3anje Qocaruaun cepuHa W Be3MBamka AaHEKCHHA, MITO je
KapaKTEpPUCTHYHO 32 allONTOTCKe henuje.

e Tperman je moBeo a0 MpoMeHa y HHBOY ekcmnpecuje Bcl-2 m Bax mporeuna,
KapKTEepUCTHUYHHX 32 arlonTo3y.

5. Tperman A549 u MCF-7 henuja noBoau [0 3aycTaBjbamba NENUJCKOT IUKIyca U
akymynanyje henuja y S ¢asu henujckor nuxiyca.
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6. Tperman A549 u MCF-7 henuja y 3pademeM 10BOAU 0 Oiare MHXUOUIIMjE pacTa OBUX
henwmja.

e A549 henmje xapumHoma Tuiyha cmagajy y Tpyrny paaudope3sucTeHTHHX henuja ca
Bpennomthy SF2 ox 0,71.
e MCF-7 henuje kapurHOMA JI0jKE Cy Takohe paarope3ncTeHTHe ca Bpeanomthy SF2 on
0,61.
7. Ilperperman henuja ucnutuBanum komiuiekcuma riatuae(IV), pentyl-Pt u butyl-Pt, xao u
cis-Pt, noBoau 10 nmoBehama HHXHOUIH]E pacTa Y 3pauei-eM CBHX MCIIUTHBAHUX henuja.

8. HoBocunretncanu komiuiekcu rmiatuHe(lV) u Cis-Pt mosehaBajy paanoceH3UTHBHOCT
McUTUBaHUX henuja Ha y 3paueHe.

e [lpomeHa paAMOCEH3UTHBHOCTH C€  OrJiea KpO3  TNPOMEHY  BPEIHOCTH
panuobuosomnkux napamerapa SF2, RBE(2Gy) u SER(2Gy).

e Hajjaya pamuoceHsuTuBHOCT 00€ henujcke JHMHUjE je MOCTUTHYTA MPETPETMAHOM
butyl-Pt, a Hajcabuja npumenom Cis-Pt.
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Oopazay 1

H3JABA AYTOPA O OPUTHHAJTHOCTH JIOKTOPCKE JJUCEPTAIIHJE

H3jaBibyjem ma TOKTOpCKa MUCEPTAIja O] HACIOBOM:

__ »BdexTy HoBocHHTeTHCAaHUX KoMIutekca miatuae(IV) Ha pacT u pajmoocersbuBocT hennja

XVMaHUX MaJIUTHUX TyMopa in vitro*

IPEACTaBba OPUSUHANIHLO AYMOPCKO 0eJlo HacTaJlo Kao PEIYITAT CconcmeerHo2 UCMpadCUBauKo2

paoa.

Osom H3sjasom makohe nomephyjem:

® Jia caM jeOunu aymop HaBeJleHe TOKTOPCKE AUCEpPTallHje,
® Jiay HABEJECHOj OKTOPCKOj MUCEPTALMH HUCAM U3BPULLO/IA NO6PedY ayTOPCKOT HATH
JPYror IpaBa MHTEJIEKTYaJIHEe CBOjHHE JPYIHX JIHIA,

V¥ Kparyjesiy, 02.12.2022. roguse.

Mapyaitensy
frormuc ay16pa




Oobpazay 2

H3JABA AYTOPA O HCTOBETHOCTH IUTAMITAHE H EJIEKTPOHCKE BEP3HJE
HAOKTOPCKE /THCEPTAIIUJE

MzjaibyjeM la Cy mrammaHa i eJIeKTPOHCKa BEP3Hja TOKTOPCKE JHCEPTALAje IO HACTOBOM:

LQEKTH HOBOCHHTETHCAHMX KoMiniekca miatuue(IV) Ha pacT u pagruooceTLUBOCT henuja

XYMaHUX MAJIMTHUX TyMopa in vitro

HCTOBETHE.

V Kparyjesiy, 02.12.2022. roguse.

/’ﬂfW ogzuﬁé

frormuc ayTopa



Oopaszay 3

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIITRABAR Y JJOKTOPCKE JJHCEPTALIUJE

Ja, Mapuja ITerpouh i

X | mo3BoJbaBam

HE D03BOJbaBaM

YHuBep3uTeTcKoj 6ubmmorenu y KparyjeBiy a HauMHM JBa TpajHA YMHOYXKEHA IIpUMepKa y

SIEKTPOHCKO] (POPMHU TOKTOPCKE UCEPTALH]E O HACTOBOM:

.LEQEKTH HOBoCHHTeTHCAHNX KoMIutekca muiatuue(IV) Ha pacrt u PagrooCeTILUBOCT henuja

XYMaHUX MIHUTHHUX TYMODA in vitro®

¥ TO y LEMHH, Kao H [Ia [0 jefaH MPUMEPAK TaKo YMHOXKEHE JOKTOPCKE IUCEPTALH]e YIHHH
TPajHO JIOCTYNHHM jaBHOCTH IyTeM JHUTHTANHOT pPENO3HTOPHjyMa Y HHBep3uTeTa y
Kparyjesiy 1 neHTpanHor penosuTopujyMa HajUIeXHOT MUHECTAPCTBA, TAKO (8 IIPATIaTHAL
JaBHOCTH MOTy HAYMHHTH TPajHE YMHOXCHE IPHMEPKE y ENeKTPOHCKO] (OpMH HaBeeHe

JIOKTOPCKE JUCEPTAIHje IyTeM npey3umarba.

OBoMm M3jaBom Taxolje

X | mo3BosraBam

He J03BOJbaBam

! Vxomuko ayrop usaGepe 1a He 103BOJM NMPUNAMHULEMA jABHOCTH J1a TAKO NOCTYIHY JOKTOPCKY AUCEPTaLHjy
KOPHUCTE N0/ yCIIOBUMA yTBPYeHUM jesHoM o Creative Commons TALEHLA, TO HE UCKIbYUYje TIPaBO NPUIaTHHAKA



TIPUTIA/THUIMMA JaBHOCTH /A TaKO NOCTYIIHY NOKTOPCKY JIMCEPTAIH]y KOPUCTE MO yCIOBAMA

yTBphenum jenHoM ox cnenehux Creative Commons THIEHIN:

1) AyropcTBo

2) AYTOPCTBO - ICTIUTH TI0/] KCTHM YCIOBUMA

3) AyropctBo - Ge3 mpepana

4) AyTOopcTBO - HEKOMEPIH]aTHO

5) AyropcTBo - HGKOMepHI/IjaJ'IHO‘- JCTTUTH 101 KUCTUM YCIIOBHMA

v 6) AYTOPCTBO - HEKOMEPLIHIATHO - 63 mpepaja’

¥ Kparyjesiy, 02.12.2022. roxuse.

Maprga/Cengs ot b~

formmc ayTopa

JaBHOCTH Jia HaBe/IeHY OKTOPCKY JMCEPTALI]y KOPHCTE Y CKJIaly ca 0apeadama 3akoHa o ayTOPCKOM U CPOIHUM
npaBUMa.

2 Monumo aytope Koju Cy m3aGpaid ja J03BOJE NPHUIIALHALUAMA JABHOCTH J]a TaKo JOCTYNHY HOKTOPCKY
AHCEePTalyjy KOPUCTE MO yCIOBUMA yTBpeHNM jenHoM on Creative Commons TULEHIM 12 330KpyKe jefHy OX
noHyheHuX nuueHun. Jletaban caapixkaj HaBeCHNX JMUEHIH TOCTYTIAH je Ha: http://creativecommons.org.rs/



