
 

      ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА 

УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ 

 

 

 

ИВАНА С. НИКОЛИЋ 

 

 

УТИЦАЈ ЕСТРАДИОЛА, ПРОГЕСТЕРОНА И 

ЊИХОВИХ АНТАГОНИСТА (МОДУЛАТОРА) НА 

АПОПТОЗУ ИЗАЗВАНУ МЕТОТРЕКСАТОМ И 

МИОТРЕКСАТОМ НА ЕНДОМЕТРИЈАЛНИМ 

СТРОМАЛНИМ ЋЕЛИЈСКИМ ЛИНИЈАМА IN VITRO 

 

 

ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА 

 

 

 

 

КРАГУЈЕВАЦ 2014. 



 

САДРЖАЈ 
1. Увод ............................................................................................................................................1 

1.1 Хиперплазије ендометријума .................................................................................................1 

1.1.1 Епидемиологија .............................................................................................................1 

    1.1.2 Хистогеназа  ...................................................................................................................2 

1.1.3 Етиологија и патогенеза ................................................................................................2 

    1.1.4 Клиничка слика  ............................................................................................................4 

1.1.5 Терапија ..........................................................................................................................5 

1.2 Метотрексат  .............................................................................................................................6 

1.3 Миотрексат ...............................................................................................................................8 

1.4 Ралоксифен (Евиста)  ...............................................................................................................9 

1.5 Мифепристон..........................................................................................................................11 

1.6 Естроген ..................................................................................................................................12 

1.7 Прогестерон  ...........................................................................................................................15 

1.8 Апоптоза .................................................................................................................................17 

1.8.1 Апоптоза опште карактеристике ................................................................................17 

    1.8.2 Путеви активације процеса апоптозе. Спољашњи и унутрашњи пут  ...................19 

1.8.3 Улога каспаза у апоптози ............................................................................................22 

    1.8.4 Регулација апоптозе: Bcl-2 фамилија протеина  ......................................................24 

2. Циљеви истраживања ...........................................................................................................27 

3. Материјал и методе ...............................................................................................................28 

3.1 Ћелијска линија и испитиване супстанце ........................................................................28 

3.2 МТТ тест цитотоксичности ...............................................................................................29  

3.3 ANNEXIN V- FITC  тест апоптотичности   .....................................................................31 

3.4 Флуоресцентна микроскопија  ..........................................................................................31 

3.4 Статистичка анализа података ..........................................................................................31  

4. Резултати .................................................................................................................................32 

4.1.0 Mетотрексат, Миотрексат, Ралоксифен, Мифепристон, Естроген и Прогестерон 

испољавају цитотоксично дејство на ендометријалне стромалне ћелије  ..........................32 



4.1.1  Појединачни цитотоксични ефекат различитих доза Естрогена, Прогестерона, 

селективног модулатора естрогенских рецептора (Ралоксифена) и селективног 

модулатора прогестеронских рецептора (Мифепристона),  Метотрексата и Миотрексата 

на инхибицију пролиферације ендометријалне стромалне ћелијске линије ......................34  

4.1.2 Појединачни и комбиновани ефекат различитих доза Естрогена и Ралоксифена у 

дози од 10
-9

 М на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата у периоду од 24 часа на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију..........................................................................38 

4.1.3 Појединачни и комбиновани ефекат Естрогена и Ралоксифена на цитотоксичност 

Метотрексата и Миотрексата ..................................................................................................44 

4.1.4 Појединачни и комбиновани ефекат различитих доза Прогестерона и 

Мифепристона на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата у периоду од 24 часа на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију..........................................................................47  

4.1.5 Естроген, Ралоксифен, Метотрексат и Миотрексат индукују апоптозу у 

ендометријалној стромалној ћелијској линији (ThESC ћелијска линија) ...........................63  

    4.1.6 Ефекат комбиноване примене Естрогена и Ралоксифена на апоптотичност 

Миотрексата и Метотрексата у ендометријалној стромалној ћелијској линији у периоду од 

24 часа ...........................................................................................................................................68 

    4.1.7 Комбиновани ефекат посттретманом Ралоксифеном на апоптотични ефекат 

Миотрексата и Метотрексата......................................................................................................69 

   4.1.8 Појединачни и комбиновани ефекат примене различитих доза Прогестерона и 

његовог модулатора Мифепристона на апоптотични ефекат Метотрексата и Миотрексата 72 

    4.2. Механизам апоптозе индуковане Ралоксифеном, Естрогеном, Прогестероном, 

Мифепристоном и комбиноване примене Ралоксифен-Естроген истовремено на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију (ThESС ћелијска линија)  .................................75 

    4.2.1 Ралоксифен, Естроген, Прогестерон, Мифепристон и комбинована примена 

Ралоксифена-Естрогена истовремено узрокује смањење цитоплазматске експресије Bcl-2 

протеина у ThESС ћелијској линији...........................................................................................75 

    4.2.2 Ралоксифен, Естроген, Прогестерон, Мифепристон и комбинована примена 

Ралоксифена-Естрогена истовремено, узрокујe повећање  експресије активног BAX 

протеина у ThESС ћелијској линији...........................................................................................78 

    4.2.3 Aпоптозa индукованa Ралоксифеном, Естрогеном, Прогестероном, 

Мифепристоном и истовременом применом Ралоксифена-Естрогена током 24 часа на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију каспазно је зависна  ..........................................79 



    4.2.4 Посттретман Ралоксифеном у дози од 10-9М у комбинацији са Метотрексатом или 

Миотрексатом у дози од 1µМ смањује експресију цитоплазматског Bcl-2 протеина и 

повећава експресију активног BAX протеина у ендометријалној стромалној ћелијској 

линији ............................................................................................................................................82 

5. Дискусија .................................................................................................................................86 

6. Закључак ...............................................................................................................................101 

7. Литература ............................................................................................................................103 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 Докторат посвећујем мојој мами 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Захвалница 

 

 

Мом ментору и пријатељу Марини Митровић за знање, стрпљење, храброст, 

поверење и веру коју је имала у мене 

 

Целокупној катедри Биохемије  

Свим колегама  

Мојим пријатељима  

 

ivana
Typewriter
Докторска дисертација је финансирана од стране Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу кроз јуниор пројекат ЈП02/11.



1 

 

1. УВОД 

 

1.1 Хиперплазије ендометријума  

 

Зид утеруса изграђен је од ендометријума, миометријума и периметријума. 

Ендометријум је сачињен од ендометријалних жлезда, епителних  ћелија и 

ендометријалних стромалних ћелија (1, 2). Ендометријум подлеже структурним 

променама у периоду од рођења до сенијума сваке жене. Репродуктивни период живота 

жене окарактерисан је структурним променама ендометријума које могу да се крећу од 

физиолошке хиперплазије изазване дејством хормона у различитим фазама 

менструационог циклуса и периода имплантације, до атрофије ендометријума која је 

карактеристична за период менопаузе, сенијума и за неиимплантирани ендометријум (када 

није дошло до оплодње) (1, 2). Улога појединачних ћелијских ентитета посебно 

ендометријалних стромалних ћелија је круцијална у процесима децидуализације и 

имплантације заметка уз присуство нормаланог хормонског статуса (3). Уколико дође до 

нарушавања морфологије и физиолошких карактеристика појединачнних ћелијских 

ентитета ендометријума долази до настанка различитих обољења. Као један од примера 

обољења који настаје као резултат промене у структури жлезданих и стромалних ћелија уз 

поремећен хормонски статус, јесте хиперплазија ендометријума. 

Ендометријалне хиперплазије представљају промене у структури ендометријума 

утеруса које карактерише прекомерни раст жлезданог и стромалног дела ендометријума са 

или без присутног различитог степена атипије тј морфолошких абнормалности (4, 5) које 

су удружене са ирегуларним крварењима ван периода менструационог циклуса (6).  

 

1.1.1. Епидемиологија  

 

У епидемиологији ендометријалних хиперплазија тешко је говорити због више 

фактора који се мењају у различитим временским периодима. Неки од њих представљају 

рану дијагностику, повећање самосвести као и едукације жена о одређеним симптомима 

које не треба да занемарују, потом употреба хормонске терапије, ултразвучна 
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дијагностика као и побољшање дијагностичких процедура у које убрајамо и биопсију 

ендометријума. У истраживању које је вршено у периоду од 28 година испитивала се 

учесталост као и појава ендометријалних хиперплазија код жена старости од 18 до 90 

година. Истраживање је дало податке на основу којих је закључено да је учесталост појаве 

ендометријалних хиперплазија највећа код жена у животном добу од 50-54 године као и да 

се ендометријалне хиперплазије ређе јављају код жена које су млађе од 30 година 

старости. Порастом година старости повећава се могућност да пацијенткиња развије 

атипичну хиперплазију са цитолошким променама што представља увод у преканцерозно 

стање (7, 8).      

 

1.1.2. Хистогенеза 

 

Хиперпластичне ендометријалне промене код којих су доминантне жлездане 

пролиферативне промене без присуства цитолошких и морфолошких промена 

класификују се као хиперплазије, док присуство цитолошке атипије ове промене 

класификује као атипичне хиперплазије. У основи класификације и степена 

хиперпластичних промена, главни параметри представљају измене у очуваности 

структурних компоненти ћелијског и жлезданог дела ендометријума (4, 5). На основу 

категоризације Светске здравствене организације из 1994. године хиперплазије 

ендометријума се класификују на: просте хиперплазије без атипије, сложене хиперплазије 

без атипије, сложене атипичне хиперплазије и просте атипичне хиперплазије (4, 5, 9).  

 

1.1.3. Етиологија и Патогенеза 

 

Најчешћи узрок за развој ендометријалне хиперплазије представљају повишени ниво 

као и продужено деловање полног хормона естрогена са изостанком прогестеронског 

дејства локално (у утерусу). Овакви узроци најчешће се срећу код обољења као што су 

синдром полицистичних јајника, гојазност, све врсте тумора који секретују естроген, 

хипертензија, рана менарха, касна менопауза, дијабетес и многи други (4, 5, 9). Нормалан 

пролиферативни ендометријум присутан је током фоликуларне фазе и за њега је 

карактеристично да не садржи нагомилане жлезде унутар строме, док нормални 



3 

 

секреторни ендометријум, карактеристичан за лутеалну фазу може да садржи нагомилане 

жлезде које имају правилну распоређеност унутар строме које окружују ћелије које не 

показују митотску активност (4). Пролиферативно дејство естрогена на архитектурне 

компоненте ендометријума огледа се у различитим видовима дилатације гландуларних 

компоненти и активацији митозе жлезданих и ендометријалних ћелија (4). Под дејством 

естрогена активира се транскрипција гена одговорних за пролиферацију ендометријалних, 

гландуларних и стромалних компоненти са пратећом тромбозом малих крвних судова 

функционалног дела ендометријума што резултује појавом крварења (9, 10, 11). Као 

резултат прекомерне стимулације ендометријума од стране естрогена долази до 

пролиферације ендометријалних стромалних и жлезданих ћелија што резултује његовим 

задебљањем. Прва промена која настаје као резултат продуженог дејства естрогена на 

ендометријалне структуре јесте цистична дилатација појединих жлезда чиме се ова 

промена класификује као поремећени пролиферативни ендометријум (4, 5, 9, 11).   

Повећана стопа пролиферације ендометријалних ћелија повећава и инциденцу за 

настанак и развој различитих видова грешака током транскрипције гена и умножавања 

ћелија што неминовно резултује повећањем учесталости за настанак ендометријалног 

карцинома (10).  

Нормалан ендометријум истовремено представља извор и мету за деловање 

неколико фактора раста и цитокина који су активацијом својих рецептора укључени у 

пролиферацију и диференцијацију ендометријума (11). На пример епидермални фактор 

раста и инсулину сличан фактор раста IGF-I представљају посреднике у деловању 

естрогена на утерус. Истраживања су показала да терапија естрогенима повећава  

експресију EGF и ЕGF рецептора у утерусу као и IGF-I и IGF-II mRNKа. Под одређеним 

околностима (продужено деловање естрогена), ови фактори раста могу деловати као 

онкогени узрокујући додатну, неконтролисану пролиферацију ендометријума што им даје 

изузетно битну улогу у патогенези ендометријалних хиперплазија и ендометријалног 

карцинома (11, 12, 13, 14).  

Један од физиолошких, протективних механизама који служи за уклањање мртвих 

или мутираних ћелија у нашем организму представља процес апоптозе (14, 15). Као 

овакав, овај процес игра важну улогу у хомеостази, уклањању геномски оштећених ћелија 

и развоју великог броја ткива укључујући и утерус (15, 16, 17, 18, 19, 20). Апоптотични 
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механизми укључени су у цикличне промене ендометријалног ткива заједно са полним 

хормонима (21, 22) чиме регулишу и сам менструациони циклус (23). Нормални 

менструациони циклус карактерише повећање експресије Bcl-2 онкогена (локализованог 

на 18 хромозому) у току секреторне фазе менструационог циклуса што нам говори да је 

експресија овог протеина хормонски регулисана. Истраживања су показала да код 

ендометријалне хиперплазије постоји повећање експресије Bcl-2 протеина који одржава, 

стабилизује и активира путеве преживљавања чиме додатно стимулише пролиферацију 

ендометријалних ћелија. Поред Bcl-2 протеина, важну улогу у настанку ендометријалних 

хиперплазија игра FAS фамилија протеина која везивањем за FAS-L (FAS лиганд) 

иницира апоптотични процес. Истраживања су показала да постоји повећање експресије 

FAS и смањењење експресије Bcl-2 протеина након третмана прогестероном (23, 24) што 

иде у прилог чињеници да прогестеронски ефекат позитивно утиче на нормалан процес 

огољавања ендометријума и спречавања настанка ендометријалне хиперплазије. 

 На основу ових чињеница можемо рећи да полни хормони регулишу процес 

апоптозе у ендометријуму. Поред хормонског деловања процес апоптозе је генски 

регулисан, превасходно од стране Bcl-2 онкогена који регулише синтезу протеина који 

блокирају или активирају ћелијску смрт. Промена у експресији одређених протеина из 

фамилије Bcl-2 протеина (укључујући BAX, Bcl2, BAK, NOXA, PUMA) доводи до 

настанка обољења услед прекомерне или пак недовољне активације апоптозе (15, 25). Због 

ових карактеристика ендометријалне хиперплазије (посебно аденоматозне атипичне 

хиперплазије) представљају преканцерозна стања (4, 18, 19).       

      

1.1.4. Клиничка слика   

 

Патофизиолошки механизми условљавају присуство/одсуство одређених субјективних 

тегоба или објективних знакова одређеног обољења. У клиничкој слици хиперплазије 

ендометријума један од најзначајнијих симптома обољења представљају учестала и 

нерегуларна крварења, увећање волумена енндометријума, повећана компресија крвних 

судова на нивоу утеруса као и смањење контрактилности на нивоу ендометријума. Појава 

ановулаторних менструационих циклуса (који узрокују инфертилитет) код жена у 
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репродуктивном периоду узрокована је истовременим продуженим дејством естрогена на 

ендометријум и одсуством прогестеронског деловања.  

Поред крварења и инфертилитета главни акценат у раној дијагнози и лечењу ових 

бенигних промена представља и спречавање развоја ендометријалног карцинома који 

представља други по узроку малгиних тумора репродуктивних органа код жена у 

развијеним земљама. Појава обилних или ирегуларних крварења представља снажан 

индикатор за постављање ране дијагнозе овог обољења. Дијагноза ендометријалне 

хиперплазије може да се постави ултразвучном дијагностиком, биопсијом и 

хистеректомијом (6, 7, 8).          

 

1.1.5. Терапија 

    

          Терапија ендометријалне хиперплазије подразумева медикаментозни и хируршки 

приступ. Главни акценат конзервативног третмана хиперплазије ендометријума и осталих 

бенигних промена утеруса стављен је на смањење обилности менструационог крварења. У 

циљу адекватне терапије поред лечења примарног иницијалног симпотома обољења, 

акценат медикаментозне терапије треба да буде усмерен ка примарном извору тј узроку 

хиперплазије а то је наглашено временско деловање естрогенске компоненте на 

ендометријум у односу на прогестеронску компоненту. У циљу лечења употребљава се 

Медроксипрогестерон (испољава прогестеронски ефекат), агонисти-антагонисти 

Прогесетрона, СЕРМ (селективни модулатори естрогенског рецептора)-Ралоксифен, 

СПРМ (модулатори Прогестеронских рецептора)-Мифепристон, антиметаболити 

Метотрексат и остали (26, 27, 28). 

 Поред медикаментозне терапије, хируршки приступ лечења ових промена заснива 

се на хистеректомији и киретажи.  

 Због ове чињенице која хируршки третман ставља у други план, потребно је да се 

истраже нови медикаментозни приступи.          
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          Метотрексат (N4-amino-N-10-methyl-pteroilglutaminska киселина) је по хемијском 

саставу аминоптерин, аналог фолне киселине, који на атому азота има метил групу и на 

прстену уместо -OH групе -NH2 групу (Слика 1).  

 

                 Фолна киселина                                                               Meтотрексат 

Слика 1. Структура фолне киселине и Метотрексата 

 

          Главни ефекат Метотрексата заснован је на његовом деловању на дихидрофолат-

редуктазу. Компетитивним механизмом инхибира редукцију фолне киселине у 

тетрахидрофолат чиме се онемогућава учешће редуковане фолне киселине (тетра-хидро 

фолат – THF4) у процесима синтезе пиримидинских база (dTMP) које улазе у састав ДНК. 

Као резултат немогућности синтезе кључних нуклеотида не постоји стварање ДНК чиме 

су даљи раст, умножавање и диференцијација ћелија онемогућени. За Метотрексат је 

карактеристично да делује на ћелије које имају висок степен дељења као и да делује у С 

фази ћелијског циклуса (29). Поред свог дејства на дихидро фолат редуктазу, Метотрексат 

такође показује одређени степен инхибиције активности тимидилат- синтетазе (TS) и 

фосфорибозил-глицинамид-формил-трансферазе (GART) (30). Механизам дејства 

Метотрексата приказан је Сликом 2.  
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Слика 2. Механизам дејства Метотрексата   

 

         Уколико се узме у обзир то да Метотрексат није лек који показује ткивну и ћелијску 

специфичност, јасно је да је овај лек нашао своју примену у терапији великог броја 

обољења као што су: реуматоидни артритис, псоријаза, карциноми дојке, карциноми 

тестиса, хориокарцином, медуло-бластом, остеогени саркоми, сквамозми карциноми главе 

и врата, миома утеруса, нон Хоџкинов лимфом (31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40). 

Бројним истраживањима потврђено је да Метотрексат своје вишеструке ефекте (у које 

убрајамо имуносупресивне, анти-инфламанторне,  анти-пролиферативне и цитотоксичне 

ефекте) остварује индуковањем апоптозе (41, 42, 43, 44, 45, 46).   

Метотрексат се користи у терапији медикаментозног абортуса (обично у 

комбинацији са Мисопростолом, Мифепристоном) и ектопичних трудноћа (47, 48). Такође 

је ефикасан у профилакси акутног одбацивања уграђених графтова када се користи  

самостално или у комбинацији са циклоспорином А и/или преднизоном или FK506 (49, 

50, 51, 52). Коришћење високих доза Метотрексата код лечења карцинома има 

цитотоксични ефекат на здраве ћелије са високим степеном деобе. Услед овога терапију 

Метотрексатом у високим дозама карактеришу нежељени пропратни симптоми као што су 

мучнина, повраћање, диареја, анемија, неутропенија и дерматитис.  
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          Резистентност туморских ћелија представља највећу препреку ефикасности лека. 

Могући разлози за појаву резистенције према леку могу бити амплификација гена за 

DHFR а самим тим и пораст нивоа овог ензима; или алтерација ових гена што узрокује 

смањено везивање Метотрексата за DHFR; смањена активност полиглутамат-синтетазе, 

смањен ниво тимидилат- синтетазе, смањена активност транспортних протеина (53, 54, 55, 

56).  

 

         1.3. Миотрексат  

 

          Фармацеутска композиција (Миотрексат) је лек припремљен који садржи 

Метотрексат и л-аргинин у молном односу 1: 5. Овако добијени раствор се стерилише и 

чува на температури од 4 до 8°C. Овај препарат је анализиран спектроскопским методама 

IR и NMR (HNMR и CNMR) и био је један од предмета истраживања докторксе 

дисертације Др Татјане Кастратовић у којој је био испитиван механизам апоптозе 

узрокован дејством Метотрексата и Миотрексата на HUVS и ThESC ћелијску линију. Као 

мешавина Метотрексата и Л аргинина показано је да Миотрексат јаче индукује апоптозу у 

односу на Метотрексат на ендометријалним стромалним ћелијским линијама. Механизам 

апоптозе је такође показан и описан и заснива се на активацији унутрашњег 

митохондријалног пута, који за резултат има промену пермеабилности митохондријалне 

мембране, транслокацију проапоптотичног BAX протина из цитосола у спољашњу 

мембрану митохондрија, излазак цитохрома ц из митохондрија у цитосол као и активацију 

каскаде каспаза што резултује смрћу ћелије. Поред активације BAX-а и транслокације 

цитохрома ц из митохондрије у цитосол, одређивана је и укупна ендогена експресија 

антиапоптотичног  Bcl-2 протеина задуженог за активацију путева преживљавања. 

Показано је да након третмана Миотрексатом долази до смањења експресије Bcl-2 

протеина у односу на контролну нетретирану групу ћелија и групу ћелија третираних 

Метотрексатом. На основу добијених резултата показано је да је Миотрексат ефикаснији 

индуктор апоптозе у односу на Метотрексат ThESC  ћелијским линијама (57). Према 

Међународној класификацији патената адукт Миотрексат класификован је као A 61 K 

31/195 (WIPO Patent Application WO/2003/022260).   
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 1.4. Ралокисфен 

 

Селективни модулатори естрогенских рецептора, не хормонски лекови, своје 

дејство заснивају на везивању и модулацији естрогенских рецептора алфа и бета чиме у 

појединим органима (у зависности од дистрибуције естрогенских рецептора) испољавају 

чист естрогенско агонистички, антагонистички ефекат или мешовити ефекат. Највише 

испитивања вршено је на једном од представника ове групе лекова, Тамоксифен, који се 

показао као успешан лек у терапији карцинома дојке. Поред свог антагонистичког 

деловања у ткиву дојке, истраживања су показала да Тамоксифен  повећава могућност 

развоја карцинома утеруса у коме испољава естрогенско агонистички ефекат. У циљу 

проналажења идеалног лека из групе СЕРМ, истраживања су се орјентисала на једног од 

новијих представника ове групе лекова, Ралоксифену (Евиста). За разлику од 

Тамоксифена, Ралоксифен испољава чист антагонистички ефекат у ткиву дојке и утеруса 

док је агонистички ефекат усмерен ка коштаном ткиву. Ралоксифен је најпре био 

коришћен у лечењу остеопорозе (58) код постменопаузалних жена, али даљим 

истраживањима показано је да Ралоксифен спречава развој тумора дојке као и тумора 

утеруса. Овај ефекат дејства Ралоксифена заснива се на раличитим механизмима деловања 

у појединим хормон зависним органима (59, 60). Због свог мешовитог дејства Ралоксифен 

је постао предмет истраживања у великом броју студија које су показале да поред 

обољења женских органа, Ралоксифен смањује могућност настанка и/или прогресије 

кардио-васкулаторних обољења (MORE студија) (61), користи се у превенцији карцинома 

дојке (STAR студија) (62), побољшава однос HDL/LDL што смањује ризик 

хиперлипидемије, инфаркта миокарда, инхибиторно делује на раст миома утеруса (63), 

инхибиторно делује на раст карцинома простате (64), смањује одговор глијалних ћелија у 

току неуроинфламаторних обољења (65) и смањује ризик когнитивних поремећаја код 

постменопаузалних жена (66). 

Ралоксифен, СЕРМ припада класи бензотиофена (67). Везујући се за естрогенски 

алфа рецептор врши  његову модулацију (са четри пута већим афинитетом према бета 

рецептору) (67, 68, 69), активира транскрипцију гена одговорних за синтезу протеина који 

узрокују смрт или пролиферацију ћелије (68). Истраживање које је вршено на Ishikawa 

ћелијској линији (ћелијска линија изолована из ендометријалног аденокарцинома) 
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испитивало је ефекте Ралоксифена и Тамоксифена (70). На основу резултата овог 

истраживања показано је да Ралоксифен спречава хиперплазију ендометријалних ћелија у 

односу на Тамоксифен. Ово дејство Ралоксифена заснива се на другачијем дејству 

Ралоксифена на метаболизам естрогена и његових метаболита у односу на Тамоксифен 

(70). Наиме, Тамоксифен услед свог агонистичног деловања на утерус узрокује појачање 

локалне синтезе естрогена и његов метаболизам усмерава ка стварању генотоксичних и 

хормонски активних метаболита естрогена (70). Захваљујући антагностичким ефектима у 

ендометријуму Ралоксифен може да се користи у терапији ендометријалне хиперплазије. 

Механизам деловања Ралоксифена заснива се на везивању и модулацији 

естрогенског рецептора алфа (и инхибицији његовог АF2 домена) што за крајњи резултат 

има активацију АF1 домена естрогенских рецептора који ангажовањем коактиватора 

делимично инактивирају транскрипцију гена одговорних за пролиферацију туморских 

ћелија (71). У свом истраживању Gulia Dayan et al., истичу да присуство терцијарног 

амина у бочном ланцу Ралоксифена који интереагује са аспарагином у положају 351 ЕР 

алфа је битан за испољавање антиестрогенског, тачније антагонистичног деловања у 

различитим моделима болести код животиња и ћелијских линија (71). Наиме ова 

структурна карактеристика Ралоксифена која узрокује формирање водоничне везе 

терцијарног амина са карбоксилном групом аспарагина у положају 351 лиганд везујућег 

домена (LBD) естрогенског рецептора алфа је битна разлика у односу на Тамоксифен који 

не формира водоничне везе са поменутом аминокиселином у лиганд везујућем домену (69, 

71). На основу овога као и на основу истраживања у којима је извршена делеција или 

замена кључне аминокиселине у положају 351 код различитих ћелијских култура (HeLa-

хумана ћелијска линија карцинома грлића материце, Ishikawa-хумана ћелијска линија 

ендометријалног аденокарцинома, MCF-7- хумана естроген алфа позитивна ћелијска 

линија карцинома дојке) резултати указују да антиестрогенска активност Ралоксифена у 

ћелијским линијама карцинома цервикса, дојке и ендометријалног аденокарцинома потиче 

од присуства водоничних везе између терцијарног амина и аспарагинске киселине у 
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положају 351 лиганд везујућег домена естрогенског рецептора (69, 71).  

 

Слика 3. Везивање СЕРМа за естрогенске рецепторе са последичном 

инактивацијом АФ2 домена која резултује делимичном инактивацијом транскрипције 

гена. 

 

          1.5. Мифепристон 

 

Мифепристон (RU-486) припада класи антагониста прогестеронских и 

глукокортикоидних рецептора (72, 73). Као синтетички 19-норстероид, механизам 

деловања заснива се на његовом везивању за интрацелуларне рецепторе хормона и 

модулацији у лиганд везујућим доменима рецептора чиме директно утиче на везивање 

репресора или коактиватора чиме активира или инхибира транскрипцију гена (74, 75). 

Мифепристон се превасходно користи као медикамент за изазивање артефицијалног 

абортуса (72, 74, 76, 77) али своју примену Мифепристон је пронашао и у пољима 

ендокринологије, онкологије и имунологије (72). Као хитно медицинско контрацептивно 

средство Мифепристон једнократном дозом успешно индукује порођај код fetus mortus in 

utero, код припреме цервикса за хируршки абортус чак и за регулацију менструационог 

циклуса (73, 76). Дуготрајна употреба Мифепристона показала се адекватном за лечење 

акутне психотичне депресије, Кушинговог синдрома, Алцхајмерове болести, 

ендометриоза, леомиома, менингеома, леомиосаркома, глаукома, глукокортикоидно 

зависне хипертензије и одређених типова тумора дојке (74, 78, 80, 81, 82). У хемијској 

грађи Мифепристона издвајају се зимогени радикал на положају С17 који служи за 
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повезивање са прогестагенима, радикал на положају С11 који омогућава антиестрогенски 

ефекат и бета ланац на С18 који је неопходан за испољавање антагонистичког ефекта у 

односу на прогестационалне и глукокортикостероидне хормоне (73). Након везивања за 

прогестеронске рецепторе Мифепристон може да испољи антагонистички или 

агонистички хормонски ефекат у зависности од активације одређених сигналних путева 

(74). Везивањем за прогестронске рецепторе локализоване у ендометријуму показано је да 

ниске дозе Мифепристон испољавају антипролиферативне ефекте у овом органу (77).   

  

 1.6. Естроген 

 

Естроген припада групи женских полних хормона који своје дејство остварује 

везивањем за естрогенске рецепторе, алфа и бета чија је експресија различита у 

различитим ткивима укључујући утерус, коштано ткиво, срце и друге органе (83, 84, 85, 

86, 87). Ефекат естрогена на нормалне ћелије усмерен је ка правцу пролиферације и раста 

ендометријалних ћелија, жлездане компоненте ткива дојке, стимулацији раста жлезданих 

компоненти и васкулогенезе у ендометријуму као и протективном дејству на метаболизам 

и очување коштаног система, ткива јетре, процесу зарастања рана итд. (88, 89, 90, 91). Још 

једна од битних улога естрогена огледа се у регулацији менструационог циклуса, 

припреми утеруса за имплантацију, регулацији овулације (92, 93). Услед плеотропног 

ефекта естрогена у различитим ткивима, јасно је да поремећај у метаболизму естрогена 

доводи до развоја различитих врста обољења органа у којима естроген испољава најјачи 

ефекат. Секреција естрогена регулисана је од стране хипоталамуса, предњег режња 

хипофизе и оваријума који представљају основ за један од начина регулације хормонске 

секреције а то је принцип позитивне повратне спреге (94). Естроген се примарно 

синтетише у оваријумима. Непосредно пре менструационог циклуса мале количине 

естрогена се синтетишу и активирају секрецију гонадотропног ослобађајућег хормона 

(GnRH) из хипоталамуса и лутенуизирајућег хормона из предњег режња хипофизе. 

Гонадотропни хормон  позитивно делује на ослобађање лутенуизирајућег хормона чиме 

повратном спрегом остварују позитиван ефекат на оваријуме и узрокују ослобађање већих 

количина естрогена (Слика Позитивна повратна спрега).   
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Слика 4 - позитивна повратна спрега. Начин и принцип регулације секреције 

естрогена од стране хипоталамуса, хипофизе и оваријума. 

 

Да би испољио своје дејство, естроген као липосолубилни полни хормон, везује се  

великим афинитетом за своје интрацелуларне, једарне рецепторе (95, 96). Хумани 

естрогенски рецептор припада групи лиганд зависним транскрипторним факторима у које 

убрајамо тироидни рецептор, андрогени рецептор, прогестеронски рецептор, 

глукокортикоидни рецептор и витамин Д рецептор (95, 96). Естрогенски рецептори (алфа 
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и бета) припадају породици стероидних рецептора који су изграђени из 6 региона 

обележеним словима А-F (95, 96). (Слика 5).  

                       

Слика 5 - Структурне карактеристике домена естрогенских рецептора алфа и бета. 

 

Амино крај А-B домена укључен је током процеса трансактивације генске 

експресије и обележава се као АF-1, док регион Е-F домена (АF-2, лиганд везујући домен) 

има улогу промотера (95, 97, 98). Е регион домена естрогенског рецептора одоговоран је 

за везивање естрогена, димеризацију рецептора и активацију процеса транскрипције  (99), 

C (DNA-binding domain- ДНК везујући домен) регион је кључан за везивање са секвенцом 

молекулом ДНК и естроген одговарајућим елементима (estrogen response element (ERE)) 

на кључним генима (100, 101, 102) (Слика 6).  

 

Слика 6. Механизам деловања Естрадиола 
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Експресија ЕР алфа доминантна је у утерусу, костима, јајницима, и хипоталамусу, 

док ЕР бета се доминантно налази експримован у бубрезима, мозгу, плућима, простати, 

срцу ... (101, 102). Поред разлике у експресији и локализацији између естрогенског алфа и 

бета рецептора истраживања су потврдила постојање структурне разлике. Наиме 

естрогенски алфа рецептор садржи 530 амино киселина док ЕР бета 485 (102, 103). 

Разлика у А-B региону кључна је за активациону функцију (АF-1) рецептора тиме и 

интерреакцију са коактиваторима и или репресорима (99, 103, 104). Везивањем естрогена 

за ЕР долази до димеризације рецептора, везивања за секвенцу ДНК (ЕРЕ), асоцијације са 

једарним транскрипционим факторима чиме се ствара стабилни комплекс који мења 

активност РНК полимеразе у правцу активације или инхибиције процеса транскрипције 

гена (посредством AF1 и AF2 домена) који последично активирају или инхибирају процес 

транслације (105, 106, 107).  

Поремећаји који су везани за регулацију метаболизма естрогена као и промену 

његове концентрације представљају један од узрока за развој различитих врста обољења 

остеопорозе, миома утеруса, ендометријалне хиперплазије, карцинома ендометријума и 

дојке, поремећаја менструационог циклуса, инфертилитета, обољења срца...  

 

1.7. Прогестерон 

 

Још један од кључних хормона који је неопходан за нормалан раст и развој 

женских репродуктивних органа поред естрогена, представља прогестерон чија је кључна 

улога назначена у припреми утеруса за имплантацију бластоцисте (108, 109) као и за 

диференцијацију млечних жлезда у периоду лактације (108). Као и остали представници 

стероидних хормона, прогестерон своје ефекте остварује везивањем за интрацелуларне 

прогестеронске рецепторе (стероидне) који су састављени из ДНК и лигнад везујућих 

домена (Слика 7). 
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Слика 7. Интерреакција прогестеронских антагониста (модулатора) прогестеронских 

рецептора и коактиватора и или корепресора  

 Постоје две врсте прогестеронских рецептора А и Б, који након везивања са 

хормоном подлежу конформационим променама у виду димеризације рецептора што 

представља облигаторан корак у даљем процесу у коме следи везивање за сегмет ДНК 

(110) (Слика 8). 

    

Слика8. Структурне карактеристике и разлике у доменима Прогестеронских рецептора А 

и Б. 

Код великог броја ћелија прогестеронски рецептор Б функционише као активатор 

за транскрипцију гена који узрокују ћелијску смрт или активацију пута преживљавања док 

прогестеронски рецептор A служи као транскрипциони инхибитор за стероидне, 

прогестеронске рецепторе (109, 110, 111) што иде у прилог чињеници да поред структурне 

разлике у доменима (112) постоји и разлика у транскрипционој активности у зависности 

од тога да ли се прогестерон везује за А или Б форму рецептора (109, 113). Различита 

експресија прогестеронских рецепторских изоформи јавља се код нормалних ћелија, 
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предоминација ПР-А у строми утеруса, предоминација ПР-Б у жлезданом епителу утеруса 

у периоду секреторне фазе менструационог циклуса (112, 114, 115). 

Прогестерон игра важну улогу у припреми ендометријума за усађивање оплођене 

јајне ћелије, заједно са естрогеном учествује у регулацији менструационог циклуса, за 

разлику од естрогена прогестерон се лучи у другој фази циклуса од стране жутог тела 

(114, 115). Уколико не дође до оплодње, ниво прогестерона опада и ендометријум се 

припрема за нови менструациони циклус. Болести које су везане за промене у 

метаболизму прогестерона обухватају ендометријалне хиперплазије (дефицит 

прогестеронског деловања са превагом естрогенске компоненте), туморогенеза млечне 

жлезде и дојке (112, 116, 117) али истраживања показују и протективну улогу 

прогестерона у развоју оваријалног карцинома (109, 118). Наиме под дејством естрогена 

површински оваријални епител показује склоности ка малигној трансформацији у правцу 

оваријалног карцинома (109). Прогестерон као опонент естрогену, смањује митотске деобе 

и активира процес апоптозе код ћелија које су подлегле пролиферацији под дејством 

естрогена (119).  

 

1.8. Апоптоза 

 

1.8.1. Апоптоза- опште карактеристике 

 

          За велики број ћелија и организама фундаменталну тачку у процесима ембриогенезе, 

раста, диференцијације, пролиферације и смрти представља уравнотеженост метаболизма 

и хомеостазе (120, 121). Уз ове основне механизме апoптоза, програмирана ћелијска смрт, 

представља и заузима кључно место како у физиолошким процесима тако и у патологији 

различитих облика обољења као што су Алцхајмерова болест, Паркинсонова болест, 

малгинитети дојке, простате, утеруса, AIDS (120, 121, 122, 123, 124). Поремећајем 

равнотеже у смислу прекомерне активације или пак инхибиције апоптотичног механизма 

долази до настанка различитих видова обољења које карактерише малигна 

трансформација ћелија захваћених органа (121, 123, 124, 125, 126, 127). Чак половина 

обољења која се јавља код људи настаје као резултат дисрегулације механизама апоптозе 
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(128). Инхибиција апоптотичног механизма резултује бесмртношћу ћелије што повећава 

могућност за развој генетских грешака приликом транскрипције што резултује изменом 

физиолошких обележја нормалне ћелије и њеном малигном трансформацијом (125, 126, 

127). Истраживања која су усмерена ка проналаску супстанци које ће деловати у правцу 

регулације нивоа експресије одређених проапоптотичних протеина, тачније активације 

апоптозе код одређеног типа ћелија, представљају истраживања која су отворила врата 

новом начину лечења малигних обољења (126, 127, 128, 129, 130). 

 

Апоптозу карактерише низ морфолошких и биохемијских промена (табела 1).    

 

  Главне карактеристике ћелије која улази у процес апоптозе могу да се поделе на 

промене које су карактеристичне за рани стадијум апоптозе када се активирају 

одбрамбени механизми за преживљавање и промене које су карактеристичне за касни 

стадијум, стадијум извршења апоптозе када ћелија не поседује одбрамбене механизме и 

подлеже програмираној ћелијској смрти. Ћелијска смрт изазвана апоптозом може се 

поделити у две фазе и то прва фаза (фаза ране апоптозе) која подразумева активацију 

генетских и биохемијских медијатора (повећање цитоплазматске експресије Bcl-2 

протеина) у циљу поправке насталог ћелијског оштећења и друга фаза (фаза касне 

апоптозе) у којој ћелија неминовно подлеже смрти због немогућности одбране и 

репарације оштећења који су настали у раној фази апоптозе (121, 124, 128). Неке од 

карактеристика ћелије која се налази у раној фази апоптозе подразумевају морфолошке 

промене које се огледају у губитку контакта са окружујућим ћелијама, долази до промена 

на цитоплазматској мембрани на којој се формирају мембранска проширења, ћелија се 

смањује (121, 125, 128). Након ових процеса ћелија улази у стадијум морфолошког 

бесповратка који се карактерише интрануклеозомалном фрагментацијом молекула ДНК, 

кондензацијом хроматина, променом пропустљивости мембрана као и формирањем 

апоптотичног тела који бива фагоцитован од стране макрофага (121, 128). 
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Табела 1. Морфолошке и биохемијске карактеристике апоптозе 

 

1.8.2. Путеви активације процеса апоптозе. Спољашњи и унутрашњи пут 

 

Иницијација програмиране ћелијске смрти остварује се активацијом више 

сигналних путева који се међусобно разликују по морфолошким, молекуларним и 

биохемијским карактеристикама (131, 132, 133). За активацију и спровођење процеса 

апоптозе постоје два основна пута, спољашњи и унутрашњи апоптотични пут. Иако се 

разликују, ова два пута имају заједничку тачку сусретања, у митохондрији. Активацијом 

спољашњег или унутрашњег апоптотичног пута последично долази до промене у 

пермеабилности митохондријалне мембране и изласка про апоптотичних протеина у 
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цитосол, и финално активацијом каскада каспазе што резултује смрћу ћелије (Слика 9). 

Два основна начина којима се покреће процес апоптозе спољашњим или унутрашњим 

путем подразумевају активацију мембранских рецептора смрти под дејством FAS лиганда, 

последичну активацију иницијаторске каспазе 8 (спољашњи пут) и оштећење функције 

митохондрија под утицајем  различитих индуктора смрти као што су УВ зрачење, 

елиминација фактора раста, и осталих фактора (унутрашњи пут) чиме се оба пута спајају у 

један апоптотични пут без повратка чији је главни егзекутор ефекторна каспаза 3. 

Главна тачка у регулацији унутрашњег (митохонријалног пута) представља 

поремећај у пермеабилизиацији митохондријалне мембране. Означене као органеле у 

којима се ствара енергија у облику високо енергетског молекула АТР-а, јасно је да 

поремећај у функционисању митохондрија директно ће се одразити на анаболичке, 

катаболичке процесе, пролиферацију, аутофагију, некрозу као и апоптозу (134).  

 Активација спољашњег апоптотичног пута остварује се посредством лиганд 

индуковане олигомеризације трансмембранских протеинских рецептора смрти (134). 

Највише проучавани представници ових рецептора припадају фамилији фактора некрозе 

тумора (од енг. tumor necrosis factor - TNF) и обухватају велики број протеина попут 

Fas/CD95, DR3, DR4, DR5 и DR6 (135, 136). За ове рецепторе карактеристично је да 

својим екстрацелуларним доменом везују сигналне молекуле ((у које убрајамо Fas лиганд, 

TNF-α, лимфотоксин (TNF-ß) и TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL)) узрокују 

олигомеризацију интрацелуларног домена смрти и доводе до асоцијације адапторног  

цитоплазматског протеина FADD (од енг. Fas Associated Death Domain) за које се затим 

последично везује иницијаторна прокаспаза –8 и доводи до њене активације као и 

активације иницијаторских каспаза укључујући каспазу 10 (136, 137, 138). За даље 

спровођење спољашњег пута апоптозе битна је активација каспазе 8. Активна каспаза 8 

сече проапоптотични Bcl-2 протеин BID (протеин локализован у цитоплазми) чиме настаје 

tBID (truncated BID) који као такав се транслоцира унутар митохондрија (139, 140, 141, 

142). За транслокацију tBID-а у митохондрије неопходна је промена пермеабилности 

митохондријалне мембране и активација BAX-а. Нарушавање интегритета 

митоходријалне мембране праћено је изласком цитохрома ц, АIF-1 и осталих протеина у 

цитоплазму ћелије. АIF-1 заједно са цитохромом ц и прокаспазом 9 формира апоптозом 



21 

 

који врши активацију ефекторних (извршилачких) каспаза 3, 6 и 7 које завршавају 

апоптотични процес. 

Хомеостатска равнотежа сваке ћелије предстваља један од важних фактора за њено 

нормално функционисање. Комплексност као и функционалност ћелије и њене 

способности да одржи нормалну хомеостазу највећим делом јесу генетски контролисани. 

Наиме, како и сам метаболизам, раст, диференцијација, пролиферација тако и процес 

апоптозе и њених компоненти налазе се под генетском контролом. За структурне 

компоненте тј учеснике апоптозе главна карактеристика је та да они морају бити утишани, 

тј генетски супресовани или контролисани у циљу преживљавања ћелије преко промене у 

експресији гена за анти-апоптотичне молекуле. Покретањем неког од апоптотичних 

путева долази до повећане експресије про-апоптотичних компоненти и усмеравања ћелије 

у правцу смрти. Активација унутрашњег (митохондријалног пута) апоптозе може бити 

остварена великим бројем стимулуса у које убрајамо оштећење ДНК, повећање 

концентрације цитоплазматског калцијума, присуство оксидативног стреса и оштећења од 

стране слободних кисеоничних радикала или оштећење ендоплазматичног ретикулума 

(143). Митохондријални пут помера равнотежу код породице Bcl-2 протеина у правцу 

преваге про-апоптотичних представника који доводе до формирања апоптозома и 

последичне апоптозе посредоване каспазама (144, 145, 146, 147). Разноврсност и 

комплексност сигналних апоптотичних путева показује заједничку карактеристику која 

подразумева поремећај у контролним механизмима митохондрија. Превагом про-

апоптотичних сигнала, интегритет митохондријалне мембране се мења, зауставља се 

продукција АТРа и долази до изласка потенцијално токсичних протеина у цитоплазму. 



22 

 

                      

Слика 9.  Механизам процеса апоптозе (57).   

1.8.3. Улога каспаза у апоптози  

 

          Апоптоза као високо специфичан процес регулисан је од стране великог броја 

молекула. Два основна начина којим ћелија подлеже апоптози представљена су 

активацијом унутрашњег апоптотичног пута (митохондрије и ендоплазматични 

ретикулум) и активацијом спољашњег апоптотичног пута који подразумева ангажовање 

рецептора смрти (111). Централну улогу у процесу апоптозе заузимају каспазе (cysteine 

dependent aspartate specific proteases). Прва каспаза која је идентификована и означена као 

каспаза 1 (ICE (interleukin-1b converting enzyme) врши конверзију прекурсора 

интерлеукина 1б до јаког запаљенског медијатора (148, 149). До сада је идентификовано 

14 различитих врста каспаза код сисара и њихова главна карактеристика је да се 

синтетишу у виду инактивних ензима, змогена тј прокаспаза које се активирају у процесу 

апотозе цепањем аспартатске резидуе (150, 151, 152). Каспазе по биохемијској 

класификацији припадају класи ендопептидаза (кидају пептидне везе унутар 

полипетидних ланаца) (152). У процесу апоптозе по функцији могу се разликовати 
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иницијаторне (апикалне) и егзекуторне (извршилачке, нисходне) каспазе (151). У својој 

структури све прокаспазе садрже протеазни домен који може да се подели на две 

подјединице, велику и малу подјединицу. Подела каспаза такође може бити извршена на 

основу њихове сличности у секвенци протеазног домена. Разликују се три групе каспаза: 

прва група су инфламаторне каспазе (каспаза 1,4, 5, 11, 12, 13 и 14), апоптотичне каспазе 

друге групе у којој се налазе каспазе 2, 3 и 7 и апоптотичне каспазе треће групе у којој су 

каспазе 6, 8, 9 и 10 (151, 153, 154). Све прокаспазе као и њихови активни облици подељени 

су на две велике групе у зависности од места и улоге у апоптотичном путу. Прву групу 

представљају иницијаторне каспазе (каспаза 2, 8, 9 и 10) док другу групу представљају 

егзекуторне, извршилачке каспазе (каспазе 3, 6 и 7) (153, 154, 155, 156). Иницијаторне и 

инфламаторне апоптотичне каспазе на амино крају садрже продомене са око 100 

аминокиселина, док ти продомени код егзекуторних каспаза не прелазе 30 аминокиселина 

(154). Иницијаторне прокаспазе представљају мономере док су егзекуторне прокаспазе 

димери. Процесом димеризације, тачније олигомеризације долази до активације 

иницијаторних каспаза моделом алостерне активације, другим речима међусобна близина 

иницијаторних прокаспаза узрокује њихову аутоактивацију  (151, 156, 157). Наиме, након 

иницијације процеса апоптозе од стране унутрашњег пута и ослобађања цитохрома ц из 

митохондрија у цитоплазму долази до његовог везивања са бета јединицом АPAF-1 

(апоптоза активирајући фактор-1). Овим путем се формира хепомерички апоптозом (155). 

Иницијаторне прокаспазе 9 се везују за апоптозом и формирају холо-апоптозом (АPAF-1, 

цитохром ц и прокаспаза 9) који инактивну прокаспазу 9 претвара у активну форму (153, 

158, 159). Овако формирани активни комплекс протеолитичким путем сече и активира 

егзекуторне (извршилачке) прокаспазе 3 и 7 које финализирају процес апоптозе (160, 161, 

162). Овим механизмом се врши активација осталих иницијаторних прокаспаза (162) 

(слика 1.). Као и сам процес апоптозе, процес активације каспазне каскаде је строго 

регулисан процес и не наступа у случају мањих оштећења ћелије. Активација каскаде 

каспаза врши се једино у случају BAX зависног ослобађања цитохрома ц из митохондрија 

(163). Овај процес може бити инихбиран од стране антиапоптотичних протеина Bcl-2 

породице  као што су Bcl-2, BCL-XL,BCL-W итд. Разлике у експресији протеина Bcl-2 

породице у директној су корелацији са прогнозом и успешности лечења болести 

узрокованим поремећајем апоптозе (164).         
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Слика 10. Пример активације иницијаторне прокаспазе 8 са формирањем апоптозома и 

активацијом извршилачких каспаза у процесу апоптозе. 

    

1.8.4. Регулација апоптозе: Bcl-2 фамилија протеина  

 

          Протеини Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) породице су главни регулатори апоптозе. 

До данас је познато преко 25 чланова Bcl-2 породице који могу грубо бити подељени на 

оне који инхибирају процес апоптозе (анти-апоптотични) и оне који овај процес подстичу 

(про-апоптотични протеини) (165, 166). Породица Bcl-2 протеина поседује четири BH  

домена (165, 166, 167). Највећи проценат протеина из ове породице у својој хемијској 

структури на карбоксилном крају поседује липосолубилни домен који је неопходан и 

круцијалан за њихову мембранску локализацију као и комуникацију са спољашњом 

митохондријалном мембраном (166). Локализација анти и проапоптотичних протеина се 

разликује управо због ове карактеристике. Наиме показано је да нормално постоји 

експресија Bcl-2 протеина у цитоплазми, митохондријама и ендоплазматичном 
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ретикулуму. Насупрот њима про-апоптотични протеини као што су Bax и Bid налазе се 

експримовани превасходно у цитоплазми и до промене њихове локализације ка 

митохондријалној мембрани долази једино у случају активације апоптозе (168, 169, 170, 

171, 172, 173, 174). 

На основу присуства BH домена фамилија Bcl-2 протеина подељена је на три класе 

(Слика 11). Прву класу чине анти-апоптотични протеини који садрже сва четири BH 

домена (Bcl-2, Bcl-xL, MCL-1, A1, Bcl-w инхибирају апоптозу везујући се за про-

апоптотичне чланове BCL-2 фамилије омогућавајући ћелијско преживљавање); следећу 

групу чине про-апоптотични протеини који садрже три BH домена (BAX, BAK, Bcl-rambo, 

Bfk и BOK) и последњу групу чине про-апоптотични такозвани BH only протини који у 

својој структури поседују само домен BH3 (Beclin-1, SPIKE, BID, BIK, BIM, BAD, PUMA, 

NOXA, HRK, BNIP3, EGL-1) (168, 175). Локализација BAX-а је који се налази у облику 

мономера је ограничена на цитосол, док се олигомерна форма BAX налази на спољашњој 

митохондријалној мембрани и на ендоплазматичном ретикулуму. Активацијом BAX-а тј. 

ослобађањем његовог амино краја од антиапоптотичних протеина  Bcl-2 и транслокације 

из цитоплазме у спољашњу мембрану митохондрија долази до његове олигомеризације, 

стварања пора, измене пермеабилности митохондријалне мембране и ослобађања 

цитохрома ц из међумембранског простора у цитосол (176, 177, 178, 179, 180).   
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Слика 11. Bcl-2 породица протеина. На слици 3. приказана је класификација и подела Bcl-

2 протеина на основу присуства и броја BH домена. 

 

  Познато је да је BH3 домен неопходан за међупротеинску интереакцију са анти-

апоптотичним протеинима ове породице (168). Након изучавања која су обухватила 

идентификацију и карактеризацију BH3 домена BIK, BAK и других мулти доменских 

протеина, показано је да BH3 домен представља домен смрти (168, 179). Оваква тврдња 

доказана је експериментима у којим је мутација BH3 домена код BH3 only протеина 

изазивала смањење, тачније обуставу у везивању оваквих протеина са мутираним доменом 

за анти-апоптотичне представнике Bcl-2 породице, чиме је показана неприкосновена улога 

BH3 домена у изазивању процеса апоптозе (173, 181, 182).  
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2. ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 

 

 

 

Ова експериментална студија има за циљеве:  

 

 

 

 

1. Утврђивање ефеката испитиваних лекова (Ралоксифен, Мифепристон, Метотрексат и 

Миотрексат) и женских полних хормона (Естроген и Прогестерон) на 

вијабилност/цитотоксичност ћелија 

 

2. Утврђивање ефеката Естрогена и Прогестерона на апоптотични ефекат Метотрексата и 

Миотрексата 

 

3. Утврђивање механизама апоптотичног ефекта испитиваних супстанци 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

          3.1. Ћелијска линија и испитиване супстанце  

 

Ћелијска линија која је коришћена за испитивање представља хумане 

ендометријалне стромалне ћелије налик на фибробласте ThESC ћелијска линија, 

изоловане из утеруса пацијенткиње. Ћелијска линија је наручена из American Type Culture 

Collection- ATCC (Manassas, USA). Ендометријалне стромалне ћелије су иморталисане 

хуманом теломераза реверзибилном транскриптазом (hTERT) тј. (ATCC
®
: CRL-4003

tm
). 

Ћелије су узгајане у DMEM-у (Dulbecco’s modified eagle’s medium; Sigma Aldrich; 

Germany) обогаћеним са: L-глутамином (2 mM/l; Invitrogen; USA), 1% неесенцијалним 

аминокиселинама (Sigma Aldrich; Germany), 1% ITS-ом (од енг. insulin transferin 

sapplement; BD Biosciences; USA), penicillin-streptomycin-ом (1 mM/l; Sigma Aldrich; 

Germany) и 10% FBS -ом (од енг. fetal bovine serum; Sigma Aldrich; Germany). Ћелијска 

линија је инкубирана на 37 C° у атмосфери 5 % CO2. 

Стерилизација медијума вршена је филтрирањем кроз нитроцелулозне филтере са 

порама дијаметра 0,22 µm и чувани су на +4 C°. 

 

Експерименти су одобрени од стране Етичког комитета Медицинског факултета у 

Крагујевцу (сада Факултет медицинских наука у Крагујевцу). 

 

          Ћелије су третиране растворима испитиваних супстанци: 

 

Ралоксифен (Евиста) у концентрацијама 10
-5

М, 10
-6

М, 10
-7

М, 10
-8

М, 10
-9

М и 10
-10

М 

(шток раствор финалне концентрације Ралоксифена у дози од 10
-3

М прављен је у 

стерилном 1xPBS раствору, након чега су све остале испитиване концентрације 

Ралоксифена прављене у медијуму који не садржи серум). 

Метотрексат (Sigma Aldrich; Germany) у концентрацијама:16 µM, 8 µM, 4 µM, 2 

µM, 1 µM, 0.1 µM и 0.01 µM. Шток Метотрексат раствора направљен је растварањем 100 

mg Метотрексата у 10 ml 1М NaOH при чему је финална концентрација Метотрексата у 



29 

 

штоку износила 2.2x10
4
 µM. Из шток раствора прављене су све преостале концентрације 

Метотрексата у медијуму који не садржи серум (ти раствори су радни раствори).
 
 

Миотрексат у концентрацијама: 16 µM, 8 µM, 4 µM, 2 µM, 1 µM, 0.1 µM и 0.01 µM. 

Миотрексат у финалној концентрацији од 2.2x10
4
µM у финалном волумену од 10ml 

направљен је растварањем Метотрексата у Л аргинину 11x10
4
 µM (11 x10

-2
 mol/L) у 

односу 1:5. Из шток раствора Миотрексата преостале испитиване концентрације прављене 

су такође у медијуму који не садржи серум. 

Естроген (17-β-estradiol; Sigma-Aldrich), Прогестерон и Мифепристон растворени 

су у DMSOу чиме су направљени шток раствори са финалном концентрацијом за Естроген 

од 10
-2

М, Прогестерон 10
-1

М и Мифепристон 2.32 x10
4
 µM. Шток раствор Мифепристона 

чуван је на -20 C° док шток раствори Естрогена и Прогестерона су чувани на +4 C°. Од 

ових шток раствора прављени су радни раствори различитих концентрација којима су 

третиране ћелије. Концентрације супстанци прављене су у медијуму који није садржао 

серум при чему финални волумен DMSO није премашио 0.1% у односу на укупну 

запремину за испитивану концентрацију појединачних супстанци. Концентрације свих 

супстанци су прављене непосредно пре вршења експеримента. За Естроген испитиване 

концентрације су биле следеће: 10
-4

М, 10
-7

М, 10
-8

М и 10
-9

М; за Прогестерон 10
-4

М, 10
-8

М, 

10
-9

М и 10
-10

М и за Мифепристон 80µM, 40µM, 20µM и 10µM. 

           

          3. 2. МТТ тест цитотоксичности 

 

          Ефекат испитиваних супстанци на ћелијску вијабилност утврђиван је МТТ 

колориметријском техником (168). Тест се изводи у 96-микротитар плочама са равним 

дном. Заснива се на редукцији МТТ [3-(4,5-dimethylahiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrasodium 

bromide; Sigma Chemical, ST. Lois, MО] до формазана, продукта митохондријалне 

дихидрогеназе у вијабилним ћелијама.    

          Ћелије су ресуспендоване у медијуму и распоређене у бунарчиће 96-микротитар 

плоче, тако да број ћелија у сваком од њих буде подједнак (1.8x10
4
 ћелија/200µl 

медијума). Ћелије су потом третиране испитиваним супстанцама појединачно 

(Ралоксифеном, Естрогеном, Прогестероном, Мифепристоном, Метотрексатом и 

Миотрексатом одговарајућих концентрација у трајању од 24 h). Након добијених 
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резултата МТТ  у даљем експерименту за комбиновани ефекат испитиваних супстанци 

коришћене су дозе испитиваних суптанци чија појединачна цитотоксичност није 

прелазила 10%. Комбинације испитиваних супстанци дате су у табели. Након инкубације 

комбинованих испитиваних супстанци у периоду од 24 часа поновљен је МТТ. Након 

екстракције појединачних и комбинованих испитиваних супстанци из бунара, ћелије су 

инкубиране МТТ раствором (5 mg/ml MTT раствореним стерилном 1xPBS-у (10%) + RPMI 

(80%), FBS (10%), penicillin/streptomicyn (1%) у односу на финални волумен) 3h на 

температури 37 C° у атмосфери 5% CO2. Након инкубације ћелија, МТТ раствор је 

уклањан и ћелијама је додавано 200 µl DMSO-а (Sigma Chemical, ST. Lois,Mo) по бунару. 

Инкубација помоћу DMSO-а вршена је 30 минута на собној температури (25 C°) уз 

константно мешање на шејкеру. Оптичка густина (OD) одређивана је на таласној дужини 

595 nm (microplate multimode detector, Zenуth 3100). Проценат цитотоксичних ћелија 

рачунат је по формули: Цитотоксичност (%) = [1- (експериментална група (OD)) / 

(контролна група (OD)) x 100]. 

 

 

 

 

Табела2. Табеларни приказ комбинације испитиваних супстанци у периоду од 24 часа 
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          3.3. ANNEXIN V- FITC  тест апоптотичности   

 

У циљу утврђивања апоптотичног ефекта испитиваних супстанци користиће се 

Annexin V-FITC тест у комбинацији са пропидијум јодидом (PI) (Annexin V-FITC 

Apoptosis; Detection Kit I; BD Pharmingen, US). Annexin V (или Annexin A5) представник је 

интрацелуларних протеина из породице анексина. Његова улога огледа се у везивању 

фосфатидил-серина који се код нормалних, здравих ћелија налази са унутрашње стране 

ћелијске мембране. Током ране апоптозе, услед губитка мембранске асиметрије долази до 

транслокације фосфатидил-серина на спољашњу страну ћелијске мембране. 

Флуорохромом обележен Annexin V у том случају се користи за идентификацију тј. 

детекцију апоптотичних ћелија. 

Након третирања ћелија (5x10
5
 ћелија/800µl) испитиваним супстанцама у 

различитим концентрацијама у периоду од 24 часа следи прање ћелија 2 пута хладним 

PBS-ом и њихово ресуспендовање у 1 x binding bufferu (10 % FBS и 0.1%Triton X). У 100µl 

ове солуције додaће се 5µl Annexin V-FITC и 5µl PI. Следи инкубација ћелија 15 минута на 

собној температури (25C°) у мраку након чега се додаје 400µl 1x binding buffer-а и FACS 

анализа ће бити извршена у року од 1h на FACS-у (Becton-Dickinson, FACS-Calibur, 

Montainview, CA, USA). 

 

          3.4. Флуоресцентна микроскопија  

 

Механизам апоптотичног ефекта испитиваних супстанци одређиван је 

флуоресцентном микроскопијом. Након засејавања ћелија (2x10
4
 ћелија/400µl) на 

стерилисаним стакленим љуспицама (које су предходно постављене у 24 well plate плочу и 

инкубиране 24h у инкубатору)  и до достизања конфлуентости од 80%, ћелије су 

третиране испитиваним супстанцама у концентрацијама чија цитотоксичност не прелази 

10% ради могућности детекције одговарајућих протеина који су битни за апоптотични 

пут. Након третирања ћелије ће бити опране у РВЅ-у потом фиксиране у fixation buffer/u 

(4% параформалдехиду, 23 mM NaH2PO4 и 77 mM Na2HPO4, pH 7.3). Пермеабилизација 

ћелија извршена је у 0.2% Triton-X/PBS, након чега следи инкубација 30 минута у blocking 

buffer-у (10% FBS, 0.1% Triton X-100/PBS) (168). Инкубација ћелија примарним 
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антителима у периоду од једног сата извршена је различитим анти-зечијим: BAX (N20,sc-

493; Santa Cruz Biotech.Inc), BCL-2 (DC21, sc-783; Santa Cruz Biotech.Inc), caspase-3 (#9661, 

Cell signaling Тechnology, USA), анти-мишијим антителима: cytochrome-c (G7421, Promega, 

USA), β-actin (#076, K4840; Sigma Aldrich; Germany) као и Anti-Estrogen Related Receptor 

alpha antibody и Anti-Progesterone Receptor antibody (поклон Др Љупке Иванишевић, 

Canada, Оttawa). Након инкубације ћелије су опране у РВЅ-у и инкубиране секундарним 

флоуресцентим антителима: Аlexa 488 и 594 (у мраку 1h, на собној температури). 

Флоуресценција ћелија посматрана је на конвенционалном микроскопу марке Olympus, 

модел BX51 под увеличањем 40X и 100X. Анализа слика је извршена ImageЈ софтвером.    

 

         3.5. Статистичка анализа података 

 

          За статистичку обраду података кориштени су Student-ов т-тест или непараметријски 

Mann–Whitney-јев тест суме рангова. Резултати су анализирани комерцијалним 

програмским пакетом SPSS (верзија 20) и приказани као средња вредност ± SD 

(стандардна девијација) a статистичка значајност одређивана је за ниво p= 0.05. 

 

4. РЕЗУЛТАТИ 

 

          4.1.0. Mетотрексат, Миотрексат, Ралоксифен, Мифепристон, 

Естроген и Прогестерон испољавају цитотоксично дејство на 

ендометријалне стромалне ћелије 

 

          Основне ћелијске компоненте грађе хиперпластичних ендометријалних промена 

представљају ендометријалне стромалне ћелије. Као предканцеронзо стање ове бенигне 

промене узрокују обилна крварења ван периода менструалног циклуса. Терапијски 

приступ овим променама подразумева инвазивне методе (киретаже чак и хистеректомије) 

и медикаментозну терапију која се у највећем проценту заснива на лековима који поседују 

хормонске карактеристике. У циљу испитивања нових и не инвазивних метода лечења 

ових промена, испитиван је ефекат женских полних хормона и њихових модулатора на 
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цитотоксичне ефекте Меторексата и Миотрексата на ендометријалној стромалној 

ћелијској линији. 

          Један од циљева ове експерименталне студије био је испитивање појединачног и 

комбинованог цитотоксичног ефекта испитиваних супстанци, полних хормона и њихових 

модулатора на ThESC ћелијској линији. У циљу утврђивања појединачног и комбинованог 

цитотоксичног ефекта испитиваних супстанци коришћен је МТТ тест који мери активност 

ензима митохондријалне малат дехидрогеназе која редукује МТТ до формазана али само 

код живих, метаболички активних ћелија.  

Након третмана ћелија испитиваним супстанцама различитих концентрација, 

укључујући  Метотрексат (16µM; 8µM; 4µM и 1µM); Миотрексат (16 µM; 8 µM; 4 µM и 1 

µM), Ралоксифен (10
-6

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

М), Естроген (10
-4

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

М), Прогестерон 

(10
-8

, 10
-9

 и 10
-10

М) и Мифепристон (40µM, 20µM и 10µM) у трајању од 24h на 37C° у 

атмосфери 5% CO2 коришћењем МТТ теста и статистичке обраде очитаних резултата у 

циљу проналажења најмање дозе лекова која узрокује најмањи степен цитотоксичности 

утврдђивани су како појединачни тако и комбиновани ефекти испитиваних супстанци на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију као и ефекти женских полних хормона и 

њихових модулатора на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата. 

У циљу испитивања ефекта женских полних хормона, модулатора њихових 

рецептора, као и њиховог утицаја на цитотоксични ефекат Метотрексата и Миотрексата на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију (ThESС  ћелијска линија), најпре је утврђена 

експресија естрогенских и прогестеронских рецептора користећи FACS анализу.       

 

Приказ експресије eстрогенског рецептора алфа и прогестеронског рецептора Б у ThESC 

ћелијској линији у односу на позитивну контролу (ћелијама је додато само секундарно 
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антитело Alexa 488-позитивна контрола). Након инкубације ћелија одговарајућим 

примарним антителима Anti-Estrogen Related Receptor alpha antibody и Anti-Progesterone 

Receptor antibody ћелије су инкубиране секундарним антителом Alexa 488. По завршеној 

инкубацији, FACS анализом је одређивана експресија естрогенског рецептора алфа и 

прогестеронског рецептора Б у ThESC ћелијској линији. На основу резултата  FACS 

анализе можемо закључити постојање експресије испитиваних хормонских рецептора у 

поменутој ћелијској линији.  

 

4.1.1. Појединачни цитотоксични ефекат различитих доза Естрогена, 

Прогестерона, селективног модулатора естрогенских рецептора 

(Ралоксифена) и селективног модулатора прогестеронских рецептора 

(Мифепристона),  Метотрексата и Миотрексата на инхибицију 

пролиферације ендометријалне стромалне ћелијске линије 

 

          Појединачни цитотоксични ефекат различитих доза испитиваних супстанци на 

инхибицију пролиферације ендометријалне стромалне ћелијске линије (ThESС  ћелијска 

линија) приказан је Графиконом 1А) и 1 Б). На Графикону 1А) приказан је појединачни 

цитотоксични ефекат различтих доза Метотрексата (16µM; 8µM; 4µM и 1µM), 

Миотрексата (16µM; 8µM; 4µM и 1µM) и Ралоксифена (10
-6

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9 

М) током 24 

часа на раст ендометријалне стромалне ћелијске линију. Уочава се да испитиване 

супстанце испољавају цитотоксични ефекат који је у позитивној корелацији са 

концетрацијама ових супстанци. Наиме повећање концентрација испитиваних супстанци 

резултује повећањем цитотоксичног ефекта. Највећи степен цитотоксичности 

(појединачно и упоредно дејство Метотрексата и Миотрексата) који показује статистичку 

значајност у односу на све испитиване концентрације присутан је у дози од 16 µМ за 

Миотрексат (41,23%) и Метотрексат (26,66%). За највећу испитивану дозу Ралоксифена од 

10
-6

 М проценат цитотоксичних ћелија у периоду од 24 часа износио је 18,04 %.  
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Графикон 1 А) Појединачни цитотоксични ефекат различитих доза Миотрексата, 

Метотрексата, Ралоксифена и 1 Б). Естрогена, Прогестерона и Мифепристона у периоду 

од 24 часа на ендометријалну стромалну ћелијску линију (ThESС ћелијска линија). Ћелије 

(9x10
4
 ћелија/ml) су третиране различитим концентрацијама испитиваних супстанци: 

Метотрексат (16µM; 8µM; 4µM и 1µM); Миотрексат (16µM; 8µM; 4µM и 1µM), 

Ралоксифен (10
-6

, 10
-7

, 10
-8

 10
-9

 М), Естроген (10
-4

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

 М), Прогестерон (10
-4

, 

10
-8

, 10
-9

 и 10
-10 

М) и Мифепристон (60µM, 40µM, 20µM и 10µM) у трајању од 24 h на 37 

C° у атмосфери 5% CO2. По завршеној инкубацији вијабилност ћелија одређивана је МТТ 
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тестом. Цитотоксични ефекат испитиваних супстанци на ендометријалне стромалне ћелије 

(ThESC ћелијска линија) приказан је графиконом 1 А и 1 Б. Резултати представљају 

средње вредности 6 независних експеримената за сваку испитивану концентрацију ± 

стандардна девијација (SD). На Графикону 1 Б изнад вредности цитотоксичности 

приказани су бројеви 1, 2, 3 и 4 који представљају дозе испитиваних супстанци. Број 1 

представља највеће испитиване дозе за Естроген, Прогестерон и Мифепристон (Естроген 

10
-4

, Прогестерон 10
-4

 М и Мифепристон 60µМ); број 2 дозе за Естроген, Прогестерон и 

Мифепристон (Естроген 10
-7

, Прогестерон 10
-8

 М и Мифепристон 40µМ); број 3 дозе за 

Естроген, Прогестерон и Мифепристон (Естроген 10
-8

, Прогестерон 10
-9

 М и 

Мифепристон 20µМ); број 4 дозе за Естроген, Прогестерон и Мифепристон (Естроген 10
-9

, 

Прогестерон 10
-10

 М и Мифепристон 10µМ).  

 

У групи са испитиваним максималним дозама сва три лека (за Миотрексат и 

Метотрексат 16µМ и Ралоксифен10
-6

М) највећу цитотоксичност у периоду од 24 часа 

показују Миотрексат, Метотрексат потом Ралоксифен. Статистичком обрадом података 

појединачних доза испитиваних супстанци (Графикон 1 А) добијене су статистички 

значајне разлике уочавају се између доза Метотрексата од 16 и 8 µM у односу на дозу од 

1µM (p˃0.05); за Миотрексат постоји статистички значајна разлика између свих 

коришћених доза док за испитиване дозе Ралоксифена постоји статистички значајна 

разлика између доза 10
-6

 и 10
-9

М. 

Поређењем и испитивањем групних доза за Метотрексат и Миотрексат (8µМ) 

проценат цитотоксичних ћелија је био највећи за Миотрексат (27,67%) потом Метотрексат 

(20,93%) и на крају за Ралоксифен (17,24%). У овој групној концентрацији задржава се 

тренд статистички значајне разлике и цитотоксичности тако да највећи степен 

цитотоксичности показује Миотрексат (8µМ), Метотрексат (8µМ) потом Ралоксифен (10
-7

 

М).  

  За групне дозе Метотрексата и Миотрексата од 4µМ приметан је даљи тренд 

снижавања процента цитотоксичности. За Миотрексат (18,88%), Метотрексат (18,76%) и 

Ралоксифен у дози од 10
-8

М (12,78%). За испитиване дозе Метотрексата и Миотрексата не 

постоји статистичка значајност, док за поменуте лекове и њихове дозе постоји 

статистичка значајност у односу на Ралоксифен. 
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  Код ових концентрација примећује се да је највећу цитотоксичност испољавао 

Миотрексат, међутим у следећој испитиваној групној дози за Метотрексат и Миотрексат 

(1µМ) и 10
-9

М Ралоксифена, проценат цитотоксичности је највећи за Метотрексат и 

износи 9,289%, за Миотрексат 6,83% и Ралоксифен 5,099% цитотоксичних ћелија у 

периоду од 24 часа. Групно постојање статистички значајне разлике присутно је једино у 

случају Метотрексата 1µМ и Ралоксифена 10
-9

М. За све испитиване дозе поменутих 

лекова можемо закључити да постоји директна корелација између дозе и процента 

цитотоксичних ћелија. У циљу испитивања ефекта женских полних хормона и модулатора 

њихових рецептора на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата у експериментима су 

коришћене најниже дозе које за поменуте лекове испољавају најмању цитотоксичност на 

испитиваној ћелијској линији. 

На графикону 1Б) приказан је упоредни цитотоксични ефекат различтих доза 

Естрогена (10
-4

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

М), Прогестерона (10
-4

, 10
-8

, 10
-9

 и 10
-10

М) и Мифепристона 

(80µM, 40µM, 20µM и 10µM) у трајању од 24 часа на ендометријалну стромалну ћелијску 

линију. Подела различитих доза свих испитиваних супстанци органзоване су по групама 

ради лакшег тумачења као и упоређивања добијених резултата. Група 1 представља 

највише испитиване дозе за Естроген (10
-4

М), Прогестерон (10
-4

М) и Мифепристон 

(80µM), Група 2 Естроген (10
-7

М), Прогестерон (10
-8

М) и Мифепристон (40µM), Група 3 

Естроген (10
-8

М), Прогестерон (10
-9

М) и Мифепристон (20µM) и Група 4 Естроген (10
-

9
М), Прогестерон (10

-10
М) и Мифепристон (10µM). 

Појединачни цитотоксични ефекат различитих доза Естрогена није дозно зависан 

тако да при највећој дози Естроген 10
-4

М цитотоксичност износи 8.59% са израженом 

статистички значајном разликом у односу на преостале испитиване дозе Естрогена. У 

дозама Естрогена од 10
-7

 и 10
-8

М цитотоксичност је износила 24.94% и 23.77% при чему 

између ове две појединачне дозе не постоји статистички значајна разлика. Следећа 

испитивана појединачна доза Естрогена 10
-9

М испољава највећу цитотоксичност (29.68%) 

и показује постојање статистички значајне разлике у односу на предходно испитиване 

дозе Естрогена (10
-4

, 10
-7

 и 10
-8

М). Слично Естрогену, Прогестерон такође не испољава 

дозну зависност, минимална цитотоксичност износи 26.169% за дозу од 10
-8

М, док 

максимална цитотоксичност износи 44.42% при дози  Прогестерона од 10
-9

М. Уједно ова 

доза 10
-9

М показује статистички значајну разлику у односу на остале испитиване 
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појединачне дозе Прогестерона у периоду од 24 часа. Код Мифепристона је присутна 

дозна зависност која се креће од максималне цитотоксичности за дозу од 60µM (69.25%) 

до минималне за испитивану дозу од 10µM (33.74%). Присутно је постојање статистички 

значајне разлике у појединачним дејствима различитих концентрација Мифепристона 

изузев у случају поређења ефекта доза Мифепристона од 20 и 10µM између којих не 

постоји статистички значајна разлика. 

 Статистичком обрадом података групних вредности (највеће испитиване дозе 

супстанци) у групи 1 присутна је статистички значајна разлика (у цитотоксичности) 

Мифепристона и Прогестерона у односу на Естроген. У групи 2 статистичка значајност у 

цитотоксичности је присутна једино у случају Мифепристона 40µМ (55.66%) у односу на 

Прогестерон и Естроген.У групи 3 Прогестерон 10
-9

М показује статистички значајну 

разлику у цитотоксичности у односу на Естроген 10
-8

М и Мифепристон 20µМ.   

У последњој, четвртој групи не постоји статистички значајна разлика између дејства 

испитиваних супстанци. 

 

4.1.2. Појединачни и комбиновани ефекат различитих доза Естрогена и 

Ралоксифена у дози од 10
-9

 М на цитотоксичност Метотрексата и 

Миотрексата у периоду од 24 часа на ендометријалну стромалну 

ћелијску линију  

 

У циљу испитивања ефекта женских полних хормона (Естрогена и Прогестерона) 

као и њихових модулатора (Ралоксифен и Мифепристон) на цитотоксичност Метотрексата 

и Миотрексата испитиван је ефекат различитих доза Естрогена у комбинацији са дозама 

Ралоксифена (10
-9

М). Резултати указују на то да су дозе Метотрексата и Миотрексата које 

изазивају најмањи цитотоксични ефекат на ендометријалне стромалне ћелијске линије у 

периоду од 24 часа износиле 1µМ. Коришћењем МТТ теста, испитиван је цитотоксични 

ефекта комбинације лекова у циљу утврђивања најефикасније комбинације лекова и 

најмање доза која је довољна да изазове смрт ћелије.  
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Графикон 2. Појединачни и комбиновани ефекат предтретмана Естрогеном различитих 

доза и Ралоксифеном (10
-9

М)  на % цитотоксичних ћелија eндометријалне стромалне 

ћелијске линије у периоду од 24 часа. Ралоксифен 24 часа потом Естроген у различитим 

дозама у тексту су представљени као Група 1, различите дозе Естрогена 24 часа потом 

Ралоксифен у дози од 10
-9

М представљени су као Група 2 док Група 3 представља 

истовремену примену појединачних различитих доза Естрогена са фиксом дозом 

Ралоксифена 10
-9

М.  

  

На Графикону 2. приказани су цитотоксични ефекти различитих комбинација 

предтретмана Ралоксифеном потом Естрогеном (Група 1), предтретмана Естрогеном 

потом Ралоксифеном (Група 2) и Естрогеном и Ралоксифеном истовремено (Група 3) на 

ThESC ћелијску линију у периоду од 24 часа. На основу добијених резултата МТТ теста 

примећује се да све комбинације испољавају већи цитотоксични ефекат у односу на 

појединачни цитотоксични ефекат испитиваних супстанци. Предтретман Ралоксифеном у 

концентрацији од 10
-9

М потом различитим дозама Естрогена (Група 1) показује 

цитотоксичност која је од 8.34 до 6.64 пута већа у односу на појединачни ефекат 

Ралоксифена у истој концентрацији; цитотоксичност комбинације испитиваних супстанци 
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у односу на цитотоксичност различитих доза Естрогена већа је од 1.16 до 2.22 пута у 

односу на појединачни ефекат различитих доза Естрогена.  

Статистичком обрадом добијених података вршено је упоређивање цитотоксичности 

појединачних доза  Групе 1 (Ралоксифен 24 часа потом Естроген у различитим дозама), 2 

(различитие дозе Естрогена 24 часа потом Ралоксифен у дози од 10
-9

М) и 3 (истовремену 

примену појединачних различитих доза Естрогена са фиксом дозом Ралоксифена 10
-9

М) са 

цитотоксичним ефектом различитих доза Естрогена и појединачном дозом Ралоксифена 

од 10
-9

М. Добијени резултати указују на постојање статистички значајне разлике између 

све три комбинације у Групама 1, 2 и 3 при дозама Естрогена 10
-4

М у односу на 

појединачне дозе Естрогена 10
-4

М (8.59%) и Ралоксифена (5.099%).  У следећој дози 

Естрогена од 10
-7

М која је коришћена у Групама 1, 2 и 3 не постоји статистички значајна 

разлика између њиховог појединачног цитотоксичног ефекта у односу на појединачни 

цитотоксични ефекат Естрогена у дози од 10
-7

М (24.94%). Међутим у односу на 

појединачну дозу Ралоксифена постоји статистички значајна разлика у свим групама. 

Следећа доза Естрогена која је испитивана у Групама 1, 2 и 3 јесте доза од 10
-8

М која није 

показала статистички значајну разлику у односу на цитотоксични ефкат између Групе 1 и 

2. Једино у Групи 3 у односу на појединачни ефекат Естрогена у дози од 10
-8

М (23.77%). У 

односу на појединачни ефекат Ралоксифена Групе 1, 2 и 3 показују статистички значајну 

разлику.  

 За последњу испитивану дозу Естрогена 10
-9

М у Групама 1, 2 и 3 присутна је 

статистички битна разлика (р>0.05) између комбинованог и појединачног ефекта 

Естрогена исте дозе (29.68%) и Ралоксифена у дози од 10
-9

М (5.099%). На основу 

добијених резултата и њихове статистичке обраде можемо закључити да се највећи степен 

цитотоксичности од 44,96% постиже при истовременој апликацији Ралоксифена у дози од 

10
-9

 М и најниже испитиване дозе Естрогена 10
-9

 М.  

У даљем циљу испитивања цитотоксичног ефекта испитиваних супстанци 

проучавани су ефекти појединачне и комбиноване примене естрогенског модулатора 

Ралоксифена (10
-9

 М), Метотрексата и Миотрексата у дозама од 1µМ током 24 часа 

(Графикон 3). Након третмана користећи МТТ тест испитивана је и упоређивана 

комбинована цитотоксичност испитиваних супстанци у циљу проналажења највеће 

цитотоксичности при датим најнижим испитиваним концентрацијама. Такође је 
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испитивано да ли предтретман Ралоксифеном потом Метотрексатом или Миотрексатом 

утиче на % цитотоксичности ћелија у односу на њихов појединачни ефекат.   

 

         

Графикон 3. Појединачни и комбиновани ефекат Ралоксифена (10
-9

 М), Метотрексата (1 

µM) и Миотрексата (1 µM) на ендометријалне стромалне ћелије у току 24 часа. На 

графикону 3 приказан је ефекат Ралоксифена у фиксној дози од 10
-9

М на цитотоксичност 

Метотрексата и Миотрексата у дозама од 1µМ током 24 часа. Уколико се Ралоксифен 

примени у комбинацији 24 часа пре третмана Метотрексатом и Миотрексатом долази до 

смањења цитотоксичности поменутих лекова у односу на комбинацију у којој се 

примењују Метотрексат и Миотрексат 24 часа пре. Најефикасији степен цитотоксичности 

при фиксним дозама испитиваних лекова присутан је код предтретмана Метотрексатом и 

Миотрексатом 24 часа, потом Ралоксифеном (34.34% и 38.78%). 

  

На Графикону 3. испитиван је цитотоксични ефекат примене комбинација 

Ралоксифена, Метотрексата и Миотрексата на ThESC ћелијску линију. Обрадом резултата 

МТТ теста као и статистичком обрадом података резултати показују постојање 

статистички значајне разлике код комбиноване цитотоксичности у случају предтретмана 

Ралоксифеном (14.173%) и предтретмана Метотрексатом (34.348%) и Миотрексатом 



42 

 

(38.782%) у корист комбинација у којима је вршен предтретман Метотрексатом и 

Миотрексатом. Ови предтретмани Метотрексатом и Миотрексатом такође показују 

статистички значајну разлику цитотоксичности у односу на појединачни ефекат свих 

испитиваних супстанци.  

На основу резултата МТТ теста и статистичке обраде података можемо закључити 

да предтретман Метотрексатом или Миотрексатом потом Ралоксифеном 10
-9

 М повећава 

цитотоксични ефекат испитиваних комбинација у односу на појединачни ефекат 

испитиваних супстанци. 

 

Следећи задатак било је испитивање ефекта различитих концентрација женског 

полног хормона Естрогена на појединачну и комбиновану цитотоксичност Метотрексата и 

Миотрексата (који су коришћени у фиксним дозама од 1µМ) у периоду од 24 часа 

(Графикон 4.).  

 

                      

Графикон 4. Појединачни и комбиновани ефекат примене Естрогена различитих 

концентрација на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата (1µМ) у периоду од 24 

часа. МТТ тест је вршен 24 часа након третмана испитиваним супстанцама.  
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Након третмана Естрогеном различитих концентрација, ћелије су третиране 

Метотрексатом и Миотрексатом у дози од 1µМ након чега је МТТ тест урађен по напред 

описаној методологији. Резултати МТТ теста и статистичке обраде података показали су 

следеће:  

У случају предтретмана Естрогеном у дози од 10
-4

М у комбинацији са 

Метотрексатом (47.86%) и Миотрексатом (48.27%) постоји статистички значајна разлика у 

комбинованој цитотоксичности у односу на појединачни ефекат Естрогена у дози од 10
-4

 

М (8.59%). Обе комбинације у показују статистички значајну разлику у цитотоксичности у 

односу на појединачне ефекте Метотрексата (9.28%) и Миотрексата (6.83%).  

У случају предтретмана Естрогеном у дози од 10
-7

 М у комбинацији са 

Метотрексатом (33.03%) и Миотрексатом (44.92%) постоји статистички значајна разлика 

једино код комбинације са Миотрексатом у односу на појединачни ефекат Естрогена у 

дози од 10
-7

 М (24.94%). Обе комбинације показују статистички значајну разлику у 

цитотоксичности у односу на појединачне ефекте Метотрексата (9.28%) и Миотрексата 

(6.83%). 

Предтретман Естрогеном у дози од 10
-8

М у комбинацији са Метотрексатом 

(28.15%) и Миотрексатом (44.42%) показује постојање статистички значајне разлике 

једино код комбинације са Миотрексатом у односу на појединачни ефекат Естрогена у 

дози од 10
-8 

М (23.77%). Обе комбинације показују статистички значајну разлику у 

цитотоксичности у односу на појединачне ефекте Метотрексата (9.28%) и Миотрексата 

(6.83%). 

Предтретман Естрогеном у дози од 10
-9

М у комбинацији са Метотрексатом 

(40.90%) и Миотрексатом (41.32%) испољава статистички значајну разлику код обе 

комбинације у односу  на појединачни ефекат Естрогена у дози од 10
-9

М (29.68%). Обе 

комбинације показују статистички значајну разлику у цитотоксичности у односу на 

појединачне ефекте Метотрексата (9.28%) и Миотрексата (6.83%). 

На основу ових резултата можемо закључити да предтретман различитим дозама 

Естрогена повећава цитотоксичност ћелија у комбинацији са Метотрексатом и 

Миотрексатом у односу на њихов појединачни цитотоксични ефекат, као и у односу на 

појединачну цитотоксичност самог Естрогена. Цитотоксичност Естрогена у комбинацији 



44 

 

са Метотрексатом или Миотрексатом не показује статистички значајне разлике и праћена 

је трендом опадања цитотоксичности у случају смањења концентрације Естрогена. 

 

 

4.1.3 Појединачни и комбиновани ефекат Естрогена и Ралоксифена на 

цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата 

 

Испитивањем ефекта различитих концентрација Естрогена и селективног 

естрогенског модулатора Ралоксифена на цитотоксичност Метотрексата на основу 

добијених МТТ резултата може се закључити да је комбинована цитотоксичност 

испитиваних супстанци већа у односу на њихову појединачну цитотоксичност. Различите 

врсте комбинације лекова на Графикону 5 А обележене су као Група 1 (Естроген 24 

часа/Ралоксифен и Метотрексат), Група 2 (Естроген и Ралоксифен 24 часа/ Метотрексат) и 

Група 3 (Ралоксифен 24 часа/ Естроген и Метотрексат), а затим вршено је упоређивање 

комбинованог цитотоксичног ефекта са појединачним одговарајућим дозама Естрогена, 

Ралоксифена, и цитостатика. 
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Графикон 5. 5А) Појединачни и комбиновани ефекат различитих доза Естрогена и 

селективног модулатора естрогенских рецептора Ралоксифена (10
-9

М) на цитотоксичност 

Метотрексата на ендометријалну стромалну ћелијску линију у периоду од 24 часа. 5 Б) 

Појединачни и комбиновани ефекат различитих доза Естрогена и селективног модулатора 

естрогенских рецептора Ралоксифена (10
-9

 М) на цитотоксичност Миотрексата на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију у периоду од 24 часа. 

 

На основу статистичких података добијени резултати (Графикон 5 А) указују на то 

да Група 1 (42.03%), 2 (38.66%) и 3 (37.59%) за дозу Естрогена од 10
-4

М показују 

статистички значајне разлике у комбинованој цитотоксичности у односу на појединачни 

ефекат Естрогена исте дозе (8.59%), као и у односу на појединачне цитотоксичне ефекте 

Метотрексата (9.28%) и Ралоксифена (5.09%). У случају када су групне дозе Естрогена 10
-

7
 и 10

-8
М, статистичка значајност је испољена једино код Групе 3 (44.79% и 48.52%) у 

односу на појединачно дејство Естрогена 10
-7

М (24.94% и 23.77%). У случају када је 

групна доза Естрогена 10
-9

М статистичка значајност није испољена једино код Групе 2 

(27.63%) у односу на појединачно дејство Естрогена 10
-9

М (29.68%). Све испитиване 

групе показују висок степен статистичке значајности у односу на појединачне 
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цитотоксичне ефекте Метотрексата (9.28%) и Ралоксифена (5.099%). На основу добијених 

резултата МТТ теста и статистичке обраде података можемо закључити да највећи степен 

цитотоксичности, који је уједно праћен и високим степеном статистички значајне разлике, 

присутан је између Групе 3 у односу на појединачне и комбиноване ефекате испитиваних 

супстанци. Највећи степен комбиноване цитотоксичности при најмањим испитиваним 

концентрацијама лекова присутан је у Групи 3, предтретман Ралоксифеном 24 часа потом 

истовремена апликација Естрогена (10
-9

М) и Метотрексата у фиксној дози од 1µМ који 

износи (54.84%). Овај степен цитотоксичности већи је у односу на појединачне вредности 

комбинација приказаних на Графиконима 2, 3 и 4 што нам говори у прилог чињеници да 

предтретман Ралоксифеном (селективним модулатором естрогенских рецептора) повећава 

комбиновану и појединачну цитотоксичност  Естрогена и Метотрексата. 

 Након испитивања ефекта различитих доза Естрогена и Ралоксифена на 

цитотоксичност Метотрексата, испитиван је и њихов ефекат на цитотоксичност 

Миотрексата у дози од 1 µМ (Графикон 5 Б). Различите врсте комбинације лекова на 

Графикону 5Б обележене су као Група 1 (Естроген 24ч/Ралоксифен и Миотрексат), Група 

2 (Естроген и Ралоксифен/ Миотрексат) и Група 3 (Ралоксифен 24 часа/ Естроген и 

Миотрексат) вршено је упоређивање цитотоксичног ефекта са појединачним 

одговарајућим дозама Естрогена. На основу обраде статистичких података добијени 

резултати указују на то да Групе 1, 2 и 3 за дозу Естрогена 10
-4

М (46.47, 32.35 и 52.56 %) 

показују статистички значајну разлику у цитотоксичности у односу на појединачни ефекат 

Естрогена исте дозе (8.59%). У случају када су групне доза Естрогена 10
-7

 и 10
-8

М 

статистичка значајност није испољена једино код Групе 2 и Групе 1 (22.56% и 37.70%) у 

односу на појединачно дејство Естрогена 10
-7

М и 10
-8

М (24.94% и 23.77%). У случају када 

је групна доза Естрогена 10
-9

М статистичка значајност је испољена једино код Групе 1 

(5.36%) у односу на појединачно дејство Естрогена 10
-9

М (29.68%). Све испитиване групе 

показују висок степен статистичке значајности у односу на појединачне ефекте 

Миотрексата (6.83%) и Ралоксифена (5.099%). 

На основу добијених резултата можемо закључити да је највећи степен 

цитотоксичности уједно праћен са високим степеном статистички значајне разлике  

између Групе 3 и појединачних ефеката испитиваних супстанци. На основу добијених 

резултата као и на Графикону 5 А можемо закључити да је највећи степен 
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цитотоксичности уједно праћен са високим степеном статистички значајне разлике  

између Групе 3 и појединачних ефеката испитиваних супстанци.  

 

4.1.4. Појединачни и комбиновани ефекат различитих доза Прогестерона и 

Мифепристона на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата у периоду од 24 часа 

на ендометријалну стромалну ћелијску линију  

 

 Након испитивања ефекта различитих доза Естрогена и Ралоксифена на 

цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата, следећом групом експеримената користећи 

МТТ тест проучаван је појединачни и комбиновани ефекат различитих доза Прогестерона 

и Мифепристона на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата током 24 часа на ThESC 

ћелијској линији. Као и за Естроген и Ралоксифен, најпре је испитиван појединачни 

ефекат различитих доза Прогестерона и Мифепристона на вијабилност ендометријалне 

ћелијске линије (Графикон 6). Испитиване дозе за Прогестерон су 10
-4

, 10
-8

, 10
-9

 и 10
-10

М, 

док за Мифепристон су 60, 40, 20 и 10µМ у периоду од 24 часа. Након третмана ћелија 

појединачним различитим дозама Прогестерона и Мифепристона урађен је МТТ тест 

помоћу кога је израчунат проценат мртвих ћелија 24 часа након третмана испитиваним 

супстанцама.  
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Графикон 6. Цитотоксични ефекат различитих доза Прогестерона и Мифепристона на 

ThESC ћелијску линију у периоду од 24 часа. Група 1 представљена је највишим 

испитиваним концентрацијама Прогестерона 10
-8

М и Мифепристона 40µМ; Група 2: 

Прогестерон 10
-9

М и Мифепристон 20µМ и Група 3: Прогестерон 10
-10

М и Мифепристон 

10µМ.  

 

Након достизања конфлуентности ћелија од 85%, пребацивањем у 96 плочу, ћелије 

су третиране користећи следеће концентрације испитиваних супстанци. За Прогестерон 

(10
-8

 М, 10
-9

 М и 10
-10

 М), Мифепристон (40, 20 и 10µМ) (Графикон 6). 

Након третмана ћелија испитиваним супстанцама, коришћењем МТТ теста одређиван је 

цитотоксични ефекат испитиваних супстанци на вијабилност ћелија. Резултати добијени 

МТТ тестом који су приказани на Графикону 6 указују на то да Прогестерон и 

Мифепристон показују различит ефекат на цитотоксичност ћелија при ниским и високим 

концентрацијама у току 24 часа. Концентрације испитиваних супстанци биле су следеће: 

за Прогестерон (10
-8

, 10
-9

 и 10
-10

М) и  за Мифепристон (40, 20 и 10µМ). Добијени 

резултати указују на то да Мифепристон показује дозну зависност (за дозу од 40µМ 

цитотоксичност ј 55.66%; за 20µМ је 34.29% и за 10µМ је 33.74%) што није случај са 

Прогестероном (за 10
-8 

је 25.90% , за 10
-9 

је 46.92% и за 10
-10

М је 40.07 %) као и то да при 

најнижим испитиваним концентрацијама однос цитотоксичног дејства између 

Прогестерона и Мифепристона иде у прилог Прогестерона (Прогестерон 40.075%, а  

Мифепристон 33.74%).  

 Статистичком обрадом резултата добијених МТТ тестом, приметно је постојање 

статистички значајне разлика  у комбинованој цитотоксичности Група 1 и 2 у односу на 

појединачни цитотоксични ефекат Прогестерона и Мифепристона. За Групу 1 р<0.05 

(р=0.03) и за Групу 2 р=0.01 што указује на висок степен статистичке значајности између 

цитотоксичног ефекта испитиваних супстанци. У групи 3 (Прогестерон 10
-10

М и 

Мифепристон 10µМ) статистичком обрадом података добијени резултати указују на то да 

у овој групи не постоји статистички значајна разлика у цитотоксичном дејству између 

испитиваних супстанци (р=0.069). 

Након испитивања појединачног цитотоксичног дејства различитих доза 

Прогестерона и Мифепристона на ендометријалну стромалну ћелијску линију, испитиван 
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је утицај различитих доза Прогестерона на цитотоксичност Мифепристона и обрнуто 

(утицај Мифепристона на цитотоксичност Прогестерона).  

Резултати предтретмана Прогестероном и Мифепристоном приказани су на Графикону 7 

А и 7 Б. 

 Група 1 на Графикону 7А представљена је комбинацијама различитих доза 

Мифепристона 24 часа/Прогестерон 10
-8

М са показаном цитотоксичношћу од 21.50%, 

14.25% и 7.11 %, група 2: различите дозе Мифепристона 24 часа/Прогестерон 10
-9

М 

(17.27%, 14.18% и 7.21%) и Група 3: различите дозе Мифепристона 24 часа/Прогестерон 

10
-10

М (32.86, 2.42 и 17.14%). На основу резултата МТТ теста и статистичке обраде 

података вршено је упоређивање и утврђивање постојања статистички значајне разлике у 

цитотоксичном дејству између Групе 1, 2 и 3 у односу на одговарајуће појединачне дозе 

Прогестерона и Мифепристона.  

Добијени резултати показују постојање статистички значајне разлике у 

комбинованој цитотоксичности у групама 1, 2 и 3 у односу на појединачне тј. одговарајуће 

дозе Прогестерона (Група 1 је поређена са појединачним дејством Прогестерона 

концентрације 10
-8

М, Група 3 је поређена са појединачним дејством Прогестерона 

концентрације 10
-9 

М.) при чему је у свим комбинацијама р<0.05. 

Следеће поређење у цитотоксичном ефекту вршено је између Група 1, 2 и 3 (Графикон 

7А) са дозама Мифепристона од 40µМ (21.50, 17.27 и 32.86 %), 20 µМ (14.25, 14.18 и 

2.42%) и 10µМ (7.11, 7.21 и 17.14%) у односу на појединачни ефекат Мифепристона у 

току 24 часа  40 µМ (55.66%), 20µМ (34.29%) и 10µМ (33.74%). Статистичком обрадом 

добијених података резултати указују на постојање статистичке сигнификантности у 

цитотоксичном ефекту између Група 1, 2 и 3 у односу на одговарајуће дозе Мифепристона 

(р<0.05). 

На основу добијених резултата можемо закључити да предтретман 

Мифепристоном па Прогестероном у различитим концентрацијама статистички значајно 

смањује цитотоксично дејство у односу на цитотоксични ефекта који показују различите 

концентрације Прогестерона и Мифепристона када се примене сами. 
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Графикон 7. 7 А). Појединачни и комбиновани ефекат предтретмана различитим дозама 

Мифепристона потом Прогестерона у периоду од 24 часа на ThESC ћелијску линију. 

Група 1 на Графикону 7А. представљена је комбинацијама различитих доза 

Мифепристона (40, 20 и 10µМ) 24 часа/Прогестерон 10
-8

 М (21.50, 14.25 и 7.11 %), Група 2 

различите дозе Мифепристона (40, 20 и 10µМ) 24 часа/Прогестерон 10
-9

 М (17.27, 14.18 и 

7.21%) и Група 3 различите дозе Мифепристона (40, 20 и 10µМ) 24 часа/Прогестерон 10
-10

 

М (32.86, 2.42 и 17.14%). 7 Б) Појединачни и комбиновани ефекат предтретмана 
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различитим дозама Прогестерона потом Мифепристона у периоду од 24 часа на ThESC 

ћелијску линију.  Група 1 на Графикону 7Б. представљена је комбинацијом Прогестерон 

10
-8

 М/Мифепристон (40, 20 и 10µМ) током 24 часа (39.73, 38.02 и 34.61 %), Група 2 

комбинацијом Прогестерон 10
-9

М/Мифепристон (40, 20 и 10µМ) током 24 часа (55.80, 

29.83 и 11.45%),  и Група 3 комбинацијом Прогестерон 10
-10

М/Мифепристон (40, 20 и 

10µМ) током 24 часа (46.26, 61.33 и 37.19%). 

 

Статистичком обрадом података који су приказани на Графикону 7Б. вршено је 

упоређивање цитотоксичног ефекта Групе 1 (различите дозе Мифепристона са 

Прогестероном 10
-8

М) најпре у односу на појединачну цитотксичност Прогестерона 10
-8

М 

(25.90%) при чему је утврђено присуство статистички значајне разлике у цитотоксичном 

ефекту између Групе 1 и Прогестерона 10
-8

М (р=0.001, 0.01 и 0.017).  Групе 2 и 3 у односу 

на појединачни цитотксични ефекат Прогестерона одговарајућих концентрација (Група 

2/Прогестерон 10
-9

М 24 часа и Група3/Прогестерон 10
-10

М 24 часа) не показују 

статистички значајну разлику код групе 2 за концентрацију Мифепристона од 20µМ 

(р=0.150) и Групу 3 за концентрацију Мифепристона од 10µМ (р=0.531).  У случају када 

се предтретман изврши различитим дозама Прогестерона (Графикон 7 Б) потом 

различитим дозама Мифепристона примећује се да је проценат цитотоксичних ћелија при 

истим испитиваним дозама обе супстанце мањи или исти у односу на њихово појединачно 

цитотоксично дејство. 
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Графикон 8. Ефекат истовремене примене различитих доза Прогестерона и 

Мифепристона на ендометријалну стромалну ћелијску линију у периоду од 24 часа. Група 

1 представља Прогестерон 10
-8

М и Мифепристон у дозама од 40, 20 и 10 µМ током 24 

часа, Група 2 Прогестерон 10
-9

М и Мифепристон у дозама од 40, 20 и 10 µМ током 24 часа 

и Група 3 Прогестерон 10
-10

М и Мифепристон у дозама од 40, 20 и 10 µМ током 24 часа. 

 

Након третмана ендометријалних стромалних ћелијских линија различитим дозама 

Прогестерона и Мифепристона који су додати истовремено током 24 часа коришћењем 

МТТ теста одређивана је комбинована цитотоксичност испитиваних супстанци у циљу 

утврђивања најефикасније дозе лекова која испољава највећи проценат цитотоксичности 

(Графикон 8). На основу МТТ теста и статистичком обрадом података вршено је 

упоређивање Групе 1 (Прогестерон 10
-8

М и Мифепристон у дозама од 40, 20 и 10µМ 

током 24 часа) са појединачном дозом Прогестерона 10
-8

М при чему је показано и 

утврђено постојање статистички значајне разлика код Групе 1 за дозе Мифепристона од 20 

и 10µМ (17.20 и 15.77% р=0.012 и 0.001) и Прогестерона 10
-8

М у односу на појединачно 

дејство Прогестерона одговарајуће дозе од 10
-8

М (25.901%). Група 1 такође показује 
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статистички значајну разлику у цитотоксичности у односу на појединачне различите дозе 

Мифепристона (р=0.002, 0.003 и 0.000). 

У случају Групе 2 (Прогестерон 10
-9

М и Мифепристон у дозама од 40, 20 и 10 µМ током 

24) и појединачне дозе Прогестерона 10
-9

М резултати МТТ теста и статистичке обраде 

података указују на то да не постоји статистички значајна разлика у цитотоксичном 

дејству поменуте Групе у односу на појединачно дејство Прогестерона 10
-9

М што је и 

случај са различитим дозама Мифепристона. 

Група 3 (Прогестерон 10
-10

М и Мифепристон у дозама од 40, 20 и 10µМ током 24) у 

односу на појединачно дејство Прогестерона у дози од 10
-10

М показује присуство 

статистички значајне разлике (43.43, 51.66 и 61.99 % р=0.005, 0.0017 и 0.001)  што је и 

случај са различитим дозама Мифепристона. На основу добијених резултата можемо 

закључити да је највећи степен цитотоксичности при најнижим испитиваним 

концентрацијама лекова присутан у Групи 3, тј у групи у којој су дозе Прогестерона 10
-

10
М и Мифепристона 10µм (61.99%) тј. да се највећи степен цитотоксичности при 

најнижим испитиваним дозама постиже код истовремене апликације најнижих доза 

Прогестерона и Мифепристона у односу на све испитиване комбинације као и у односу на 

њихов појединачни ефекат.   

Графикон 9. 9 А). Комбиновани и појединачни ефекат различитих доза Мифепристона и 
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Метотрексата (1 µМ) у периоду од 24 часа на ThESC ћелијску линију. 9 Б). Комбиновани и 

појединачни ефекат различитих доза Мифепристона и Миотрексата (1 µМ) у периоду од 

24 часа на ThESC ћелијску линију. 

Следећим МТТ тестом (Графикон 9) вршено је утврђивање ефекта предтретмана 

различитих доза Мифепристона на цитотоксичност Метотрексата (Графикон 9А) и 

Миотрексата (Графикон 9Б) који су коришћени у фиксним концентрацијама од 1µМ током 

24 часа. Након третмана ћелија испитиваним супстанцама, коришћењем МТТ теста 

одређивана је цитотоксичност испитиваних супстанци у циљу утврђивања најмање дозе 

лекова која испољава највећи проценат цитотоксичности. 

  

 На Графикону 9 А  приказани су резултати МТТ теста у коме је испитиван ефекат 

различитих доза Мифепристона на цитотоксичност Метотрексата. Резултати МТТ теста и 

статистичке обраде података показују да Група 1 (Мифепристон различитих 

концентрација па Метотрексат) (35.12%, 36.40 % и 38.76%)  показују статистички значајну 

разлику у цитотоксичности у односу на групу 2 (Метотрексат у фиксној дози праћен 

различитим дозама Мифепристона; 53.58, 44.78 и 42.41%), док у односу на 

цитотоксичност појединачних доза Мифепристона не показује статистички значајну 

разлику (55.66, 34.29 % и 33.74%) при чему је р за дате Групу 1 р=0.000. Група 1 такође 

показује статистички битну разлику у цитотоксичности у односу на појединачно дејство 

Метотрексата (9.28%). У Групи 2 једина статистички битна разлика у односу на 

појединачну дозу Мифепристона од 20µМ присутна је код комбинације Метотрексат 24 

часа потом Мифепристон 20µМ и она износи р=0.001. Група 2 такође показује присуство 

статистички значајне разлике у односу на појединачну вредност цитотоксичности 

Метотрексата (9.289). 

Добијени резултати указују на то да се цитотоксични ефекат повећава у случају 

када се предтретман обави најпре Метотрексатом а потом Мифепристоном различитих 

концентрација.   

 Ефекат комбиноване, истовремене и појединачне примене различитих доза 

Мифепристона и Миотрексата (1 µМ) на степен цитотоксичности ендометријалних 

стромалних ћелија приказан је на графикону 9 Б. У случају комбинација Мифепристон па 

Миотрексат (Група 1) и Миотрексат па Мифепристон (Група 2) статистичка обрада 
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података указује на то да постоји разлика између цитотоксичног ефекта у обе групе 

(Мифепристон па Миотрексат 52.07, 50.89 и 49.40% и Миотрексат па Мифепристон 21.41, 

23.88 и 25.46%) у односу на појединачно дејство Миотрексата (6.83%). Група 1 у односу 

на појединачне различите дозе Мифепристона испољава статистички значајну разлику у 

смислу повећања цитотоксичности, док Група 2 показује статистички значајну разлику у 

смислу смањења цитотоксичности у односу на појединачне ефекте Мифепристона. На 

основу добијених резултата можемо закључити да предтретман Мифепристоном потом 

Миотрексатом повећава цитотоксичну ефикасност у односу на појединачни ефекат 

испитиваних лекова.  

Добијени резултати указују на то да се цитотоксични ефекат испитиваних 

супстанци повећава у оба случаја, али највећи проценат цитотоксичних ћелија при свим, 

укључујући и најмање дозе Мифепристона присутан је на Графикону 9Б код кога је 

предтретман ендометријалних стромалних ћелија вршен различитим дозама 

Мифепристона 24 часа потом фиксном дозом Миотрексата. 

Поред испитивања ефекта различитих комбинација Мифепристона на 

цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата у дозама од 1µМ, испитиван је и ефекат 

различитих доза Прогестерона на цитотоксичност поменутих супстанци. Резултати су 

приказани на Графикону 10. Група 1 (Прогестерон па Метотрексат) и Група 2 

(Прогестерон па Миотрексат). 

Коришћењем резултата добијених МТТ тестом као и статистичком обрадом 

података, резултати указују на то да Група 1 и Група 2 показују статистички значајну 

разлику у односу на појединачно дејство Метотрексата и Миотрексата, међутим у односу 

на појединачне дозе Прогестерона, статистички значајна разлика није присутна једино у 

случају када је у Групама 1 и 2 Прогестерон у дози од 10
-9

М. 

На основу ових резултата можемо закључити да Прогестерон примењен у 

испитиваним дозама повећава цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата. 

Најефикаснија комбинација која при најмањим дозама испитиваних лекова постиже 

највећи степен цитотоксичности (60.11%)  резервисана је за Групу 2 (Прогестерон 24ч 

праћен Миотрексатом). 
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 Графикон 10. Ефекат различитих доза Прогестерона на цитотоксичност Метотрексата 

(1µМ) и Миотрексата (1µМ) на ThESC ћелијској линији у периоду од 24 часа. Група 1 

представљена је различитим дозама Прогестерона током 24 часа потом Метотрексатом у 

дози од 1µМ и Група 2 представљена је различитим дозама Прогестерона током 24 часа 

потом Миотрексатом у дози од 1µМ. 
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Графикон 11. Комбиновани и појединачни ефекат различитих доза Прогестрона на 

истовремену примену Мифепристона различитих доза и Метотрекста (1µМ) у 

ендометријалној стромалној ћелијској линији. Група 1 представљена је предтретманом 

Прогестероном у дози од 10
-8

М током 24 часа након чега је уследио третман различитим 

дозама Мифепристона и фиксном дозом Метотрексата; Група 2 представљена је 

предтретманом Прогестероном у дози од 10
-9

М током 24 часа након чега је уследио 

третман различитим дозама Мифепристона и фиксном дозом Метотрексата и Група 3 

представљена је предтретманом Прогестероном у дози од 10
-10

М током 24 часа након чега 

је уследио третман различитим дозама Мифепристона и фиксном дозом Метотрексата. 

 

Следећим МТТ тестом испитиван је ефекат предтретмана различитим дозама 

Прогестерона на истовремени комбиновани ефекат различитих доза Мифепристона и 

фиксне дозе Метотрекста у циљу проналаска најефикасније дозе комбинације ових лекова 

која испољава највећи степен цитотоксичности на ендометријалну стромалну ћелијску 

линију у периоду од 24 часа (Графикон 11).  

На Графикону 11. приказани су резултати МТТ теста у коме је испитиван ефекат  

различитих доза Прогестерона на цитотоксичност истовремене примене Мифепристона и 
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Метотрексата. На основу резултата приказаних на Графикону 11, примећујемо да не 

постоји статистички значајна разлика у цитотоксичности код Групе 1 (комбинација у којој 

је доза Прогестерона 10
-8

М 48.64%) у односу на појединачну цитотоксичност 

Мифепристона и Прогестерона (55.66 и 25.90%). Цитотоксичност свих комбинација у 

односу на појединачну цитотоксичност Метотрексата је статистички значајно већа. На 

основу добијених резултата и статистичком обрадом истих може се закључити да 

предтретман различитим дозама Прогестерона не мења у многоме цитотоксичност 

испитиваних комбинација у односу на појединачне ефекте исипитиваних лекова. 

 

                         

  

Графикон 12. Комбиновани и појединачни ефекат различитих доза Прогестрона на 

истовремену примену Мифепристона различитих доза и Миотрекста (1µМ) на 

ендометријалној стромалној ћелијској линији. Група 1 представљена је предтретманом 

Прогестероном у дози од 10
-8

М током 24 часа наком чега је уследио третман различитим 

дозама Мифепристона и фиксном дозом Миотрексата; Група 2 представљена је 

предтретманом Прогестероном у дози од 10
-9

М током 24 часа наком чега је уследио 

третман различитим дозама Мифепристона и фиксном дозом Миотрексата и Група 3 
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представљена је предтретманом Прогестероном у дози од 10
-10

М током 24 часа наком чега 

је уследио третман различитим дозама Мифепристона и фиксном дозом Миотрексата. 

 

На Графикону 12. приказани су резултати МТТ теста у коме је испитиван ефекат 

Прогестерона на цитотоксичност истовремене примене Мифепристона и Миотрексата. На 

основу резултата приказаних на Графикону 12 и њихове статистичке обраде најефикаснија 

комбинација која показује статистички значајно повећање цитотоксичности у односу на 

остале комбинације као и појединачне цитотоксичности испитиваних супстанци 

представља Група 2 (комбинација Прогестерон 10
-9

М/Мифепристон и Миотрексат 

истовремено, 44.73, 73.04 и 74.14%). Ова група такође показује и највећи степен 

цитотоксичности који је постигнут при најнижим концентрацијама испитиваних лекова.  
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Графикон 13.  А. Ефекат предтретмана различитим дозама Мифепристона током 24 часа 

на дејство истовремене апликације различитих доза Прогестерона и Метотрексата у дози 

од 1µМ. 

Следећим МТТ тестом утврђиван је ефекат појединачне примене различитих доза 

Мифепристона као и комбиновани ефекат истовремене примене различитих доза 

Мифепристона и Прогестерона на цитотоксичност Миотрексата. Појединачним и 

комбинованим предтретманима Мифепристоном и његовом комбинацијом са 

Прогестероном у раличитим концентрацијама коришћењем МТТ теста испитивано је да 

ли постоји промена у степену цитотксичности уколико се врше комбиновани 

предтретмани. Циљ овог као и осталих комбинованих експеримената базиран је на 

проналаску идеалне комбинације поменутих лекова који при најнижим испитиваним 

концентрацијама узрокују највећи степен цитотоксичности у односу на појединачну 

цитотоксичност испитиваних супстанци. 

На Графикону 13 А. Комбинације су подељене на следећи начин: Група 1 

(Мифепристон различитих доза 24 часа потом Прогестерон у дози од 10-8М и 

Метотрексат 1µМ); Група 2 (Мифепристон различитих доза 24 часа потом Прогестерон у 

дози од 10-9М и Метотрексат 1µМ) и Група 3 (Мифепристон различитих доза 24 часа 

потом Прогестерон у дози од 10
-10

М и Метотрексат 1µМ). Резултати добијени 
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коришћењем МТТ теста и статистичке обраде података указују на то да постоји 

статистички значајна разлика између цитотоксичности Метотрексата у дози од 1µМ у 

односу на Групе 1 и 3 (р<0.05) док не постоји разлика у односу на цитотоксичност Групе 2 

и појединачни ефекат Метотрексата. За Групе 2 и 3 добијени резултати показују постојање 

статистички значајне разлике у цитотоксичности у односу на одговарајуће појединачне 

дозе Мифепристона (р<0.05).  Статистичком обрадом података за Групу 1, 2 и 3 присутна 

је статистички значајна разлика у цитотоксичном ефекту свих група у односу на 

појединачне дозе Прогестерона (р<0.05). 

На основу свих добијених резултата можемо закључити да предтретман 

различитим дозама Мифепристона праћен третманом Прогестероном различитих доза и 

Метотрексата у фиксној дози статистички значајно смањује цитотоксичност у односу на 

појединачне ефекте испитиваних супстанци. 

У случају када се предтретман врши истовременом апликацијом различитих доза 

Мифепристона и Прогестерона (Графикон 13 Б) распоред група је исти као у предходним 

графиконима, обрадом података примећено је да Група 1 (31.84, 9.44 и 18.42%) показује 

статистички значајну разлику у односу на цитотоксичност различитих доза 

Мифепристона, и појединачних доза Миотрексата и Прогестерона у дози од 10
-8

М 

(р<0.05).  У Групи 2 стстистичка значајност (р<0.05)  је присутна у односу на појединачну 

дозу Прогестерона 10
-9

М, свих доза Мифепристона али не и у односу на Миотрексат. Дозе 

из Групе 2 које не показују статистички значајну разлику у односу на појединачни ефекат 

Миотрексата показују следеће цитотоксичности- 9.93 и 4.98%. 

За Групу 3 не постоји статистички значајна разлика у односу на појединачне ефекте 

испитиваних супстанци. 

Свеобухватна анализа Гарфикона 13 као и Графикона 14 говори у прилог 

чињеници да предтретмани различитим дозама Мифепристона (самостално) и 

Мифепристон-Прогестерон, смањују цитотоксичност у односу на појединачни ефекат 

испитиваних супстанци. 
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 Графикон 14. А.) Ефекат предтретмана различитим дозама Мифепристона током 24 часа 

на дејство истовремене апликације различитих доза Прогестерона и Миотрексата у дози 

од 1µМ. Б.) Ефекат предтретмана различитим дозама Мифепристона и Прогестерона 

током 24 часа на цитотоксичност Миотрексата у дози од 1µМ. 
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          4.1.5. Естроген, Ралоксифен, Метотрексат и Миотрексат индукују 

апоптозу у ендометријалној стромалној ћелијској линији (ThESC 

ћелијска линија) 

 

          Пошто су добијени МТТ резултати показали да испитиване супстанце испољавају 

како појединачни тако и комбиовани цитотоксични ефекат на ендометријалну стромалну 

ћелијску линију, наредним експериментима је испитивано да ли је цитотоксичност ових 

супстанци у појединачном и комбинованом дејству последица некрозе или апопозе 

ендометријалних стромалних ћелијских линија.  

          Након третирања ThESC ћелијске линије Ралоксифеном (10
-6

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

М), 

Естрогеном (10
-4

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

М), Прогестероном (10
-4

, 10
-8

, 10
-9

 и 10
-10

М), 

Мифепристоном (60, 40, 20 и 10µМ), Метотрексатом (16µM; 8µM; 4µM; 2µM и 1µM) и 

Миотрексатом (16µM; 8µM; 4µM; 2µM и 1µM) у трајању од 24 часа на 37C° у атмосфери 

5%CO2  ћелије смо бојили Annexin V-FITC-ом и пропидијум-јодидом и FACS анализом 

одређивали проценат апоптотичних ћелија. Приликом испитивања апоптотичног ефекта 

различитих концентрација испитиваних супстанци један од циљева био је и утврђивање, 

тачније испитивање дозе поменутих лекова која изазива апоптотични ефекат до 10% ради 

утврђивања, детекције, локализације протеина који су кључни за механизам апоптозе 

(метода Имунофлуоросценције). Проценат апоптотичних ћелија одређиван је на следећи 

начин: 

 

 

Укупна апоптоза=А2 (рана апоптоза)+А4 (касна 

апоптоза) 

 

Укупна ћелијска смрт=Укупна апоптоза+ А1 

(некроза) 
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Графикон 15. Апоптотични ефекат различитих доза Ралоксифена на ендометријалну 

стромалну ћелијску линију (ThESC ћелијска линија) током 24 часа. Ћелије (5x10
5
 

ћелија/800µl) су третиране различитим концентрацијама Ралоксифена (10
-6

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-

9
M) у трајању од 24 часа на 37C° и 5%CO2. По завршеној инкубацији и бојењу ћелија 

Annexin V-FITC-ом и пропидијум-јодидом, FACS анализом је одређиван проценат 

апоптотичних ћелија.  Резултати укупне ћелијске смрти представљају збир процената свих 

Annexin V позитивних ћелија (ћелије у раној и касној апоптози) и некротичних (Annexin V 

негативних ћелија) а изражени су као средње вредности 3 независна експеримената за 

сваку испитивану концентрацију ± стандардна девијација (SD). 

 

На Графикону 15. Коришћењем FACS анализе одређиван је апоптотични ефекат 

различитих доза Ралоксифена (10
-6

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

M) на ThESC ћелијску линију током 24 

часа. На основу резултата FACS анализе примећује се да је највећи проценат 
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апоптотичних ћелија присутан при највећој испитиваној концентрацији Ралоксифена 10
-

6
=19.21% и да проценат апоптотичних ћелија опада са смањењем концентрације 

Ралоксифена. Најнижа испитивана концентрација Ралоксифена 10
-9

M показује 

апоптотични ефекат од 5.75% од укупног броја ћелија. Резултати који су добијени FACS 

анализом потврђују резултате МТТ теста у којима Ралоксифен испољава дозно зависни 

цитотоксични ефекат на на ThESC ћелијску линију. Статистичком обрадом података 

показано је да најнижа испитивана доза Ралоксифена 10
-9

М показује статистички значајну 

разлику у апоптотичном ефекту у односу на преостале испитиване дозе Ралоксифена.  

Испитивањем апоптотичног ефекта различитих доза Миотрексата и Метотрексата 

(Графикон 16 А и Б) коришћењем FACS анализе добијени резултати указују на то да оба 

испитивана лека показују дозну зависност као и то да Миотрексат при највећој 

испитиваној дози од 16µМ показује апоптотични ефекат 40.51% који је статистички 

значајно већи (p=0,004) у односу на апоптотични ефекат Метотрексата исте концентрације 

(26.79%). Најнижи степен апоптотичног дејстава показују најниже испитиване 

концентрације Миотрексата и Метотрексата од 1µМ које износе 6.55% и 9.03%. Управо 

ове концентрације Метотрексата и Миотрексата (1µМ) су у позитивној корелацији са 

резултатима МТТ теста и оне су услед изазивања најмањег оштећења ћелије биле 

коришћене као фиксне дозе у даљим експериментима у циљу утврђивања утицаја женских 

полних хормона и њихових модулатора на њихов цитотоксични и апоптотични ефекат. 

 

Графикон 16. А и Б). Графички приказ апоптотичног ефекта различитих доза 

Миотрексата и Метотрексата на ендометријалну стромалну ћелијску линију (ThESC 

ћелијска линија) током 24 часа. Ћелије (5x10
5
 ћелија/800µl) су третиране различитим 



66 

 

концентрацијама Миотрексата и Метотрексата (16, 8, 4 и 1µM) у трајању од 24 часа на 

37C° и 5%CO2. По завршеној инкубацији и бојењу ћелија Annexin V-FITC-ом и 

пропидијум-јодидом, FACS анализом је одређиван проценат апоптотичних ћелија.   

Испитивањем апоптотичног ефекта различитих доза Естрогена (Графикон 17) 

коришћењем FACS анализе добијени резултати указују на то да Естроген не испољава 

дозну зависност као и то да је његов апоптотични ефекат највећи при најмањој 

испитиваној дози 10
-9

М=30.9%. Резултати који су добијени МТТ тестом потврђују 

резултате који су добијени FACS анализом. У циљу даљег испитивања утицаја женског 

полног хормона Естрогена и његовог модулатора Ралоксифена на апоптотични ефекат 

Метотрексата и Миотрексата, коришћене су концентрације Естрогена које показују 

најнижи и највећи степен апоптотичности (10
-4

 и 10
-9

М) на ендометријалну стромалну 

ћелијску линију током периода од 24 часа.  

              

                           

 

Графикон 17. Апоптотични ефекат различитих доза Естрогена на ендометријалну 

стромалну ћелијску линију (ThESC ћелијска линија) током 24 часа. Ћелије (5x10
5
 

ћелија/800µl) су третиране различитим концентрацијама Естрогена (10
-4

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

M) 

у трајању од 24 часа на 37C° и 5%CO2 . По завршеној инкубацији и бојењу ћелија Annexin 

V-FITC-ом и пропидијум-јодидом, FACS анализом је одређиван проценат апоптотичних 

ћелија.  
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Након утврђивања апоптотичног ефекта Естрогена као и његових доза које ће се 

користити у даљем истраживању, следеће је било утврђивање апоптотичног ефекта 

различитих доза Прогестерона и његовог модулатора Мифепристона у ThESC ћелијској 

линији након третмана од 24 часа (Графикон 18 А и Б). 

За Прогестерон (Графикон 18 А) испитиване дозе су биле (10
-4

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

M) 

док за Мифепристон (Гарфикон 18 Б) испитиване дозе су биле (60, 40, 20 и 10µМ) у 

трајању од 24 часа на 37C° и 5%CO2. FACS анализом показано је да у случају 

Прогестерона не постоји дозна зависност и корелација са процентом апоптотичних ћелија 

након третмана од 24 часа. Највећи степен апоптотичног дејства присутан је у најнижој 

испитиваној дози Прогестерона од 10
-10

М (49.50%), док је најнижи апоптотични ефекат 

био заступљен код дозе Прогестерона од 10
-8

М (25.82%). Статистичком обрадом резултата 

FACS анализе показано је да постоји статистички значајна разлика у апоптотичном ефекту 

између доза Прогестерона од 10
-8

 и 10
-10

М при чему су ове дозе Прогестерона коришћене 

у даљем испитивању његовог ефекта на цитотоксичност Миотрексата и Метотрексата.  

 На Графикону 18 Б приказан је апоптотични ефекат различитих доза 

Мифепристона на ендометријалну стромалну ћелијску линију у периоду од 24 часа. 

Испитиване дозе Мифепристона показују дозну зависност, при чему се највећи 

апоптотични ефекат постиже при дози Мифепристона од 60µМ (69.29%). Ова доза 

Мифепристона која показује највеће апоптотично дејство премашује опсеге нашег 

предмета истраживања и изостављена је у даљим експериментима. Наиме циљ 

истраживања јесте тај да се испита ефекат женских полних хормона и њихових 

модулатора на цитотоксични и апоптотични ефекат Миотрексата и Метотрексата, при 

чему се користе дозе цитостатика које показују најмањи степен оштећења ћелије. Вођени 

овим циљем истраживања, испитује се и упоређује ефекат најнижих али и највиших 

концентрација женских полних хормона и њихових модулатора на апоптотични ефекат 

фиксних и најнижих доза Миотрексата и Метотрексата у циљу проналаска комбинације 

оне концентрације лекова који појединачно не узрокују апоптозу али који при заједничкој 

апликацији узрокују највећи степен ћелијске смрти.  

 На основу добијених резултата и вођени основним циљем истраживања, користиће 

се дозе Мифепристона које испољавају највиши и најнижи степен ћелијске смрти - 40 

(55.61%) и 10 µМ (30.44%). 
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Графикон 18. А и Б) Апоптотични ефекат различитих доза Прогестерона и 

Мифепристона на ендометријалну стромалну ћелијску линију (ThESC ћелијска линија) 

током 24 часа. Ћелије (5x10
5
 ћелија/800µl) су третиране различитим концентрацијама 

Прогестерона (10
-4

, 10
-7

, 10
-8

 и 10
-9

M) и Мифепристона (60, 40, 20 и 10µМ) у трајању од 24 

часа на 37C° и 5%CO2. По завршеној инкубацији и бојењу ћелија Annexin V-FITC-ом и 

пропидијум-јодидом, FACS анализом је одређиван проценат апоптотичних ћелија.   

 

4.1.6. Ефекат комбиноване примене Естрогена и Ралоксифена на 

апоптотичност Миотрексата и Метотрексата у ендометријалној 

стромалној ћелијској линији у периоду од 24 часа 

 

 У циљу утврђивања ефекта Естрогена и Ралоксифена на апоптотични ефекат 

Миотрексата и Метотрексата, FACS анализом је најпре испитан ефекат истовремене 

примене Естрогена (10
-4

 и 10
-9

М) и Ралоксифена (10
-9

М) у односу на дејство њихових 

појединачних доза (Графикон 19). Након третмана ендометријалних стромалних 

ћелијских линија истовременом апликацијом различитих доза Естрогена (10
-4

 и 10
-9

М)  са 

Ралоксифеном (10
-9

М), добијени резултати указују на то да истовремена апликација 

испитиваних лекова статистички значајно повећава проценат апоптотичних ћелија 

(Естроген10
-4

М+Ралоксифен10
-9

 М=23.01%) у односу на ефекат који се постиже 

појединачном апликацијом испитиваних супстанци (Естроген од 8.61% и Ралоксифен 
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5.75%) као и то да не постоји статистички значајна разлика између апоптотичног ефекта 

комбинованих доза и процента апоптотичних ћелија.  

                  

Графикон 19. Апоптотични ефекат појединачног и комбинованог дејства различитих доза 

Естрогена и Ралоксифена у дози од 10
-9

М на ендометријалну стромалну ћелијску линију 

(ThESC ћелијска линија) током 24 часа. Ћелије (5x10
5
 ћелија/800µl) су третиране 

различитим концентрацијама Естрогена (10
-4

 и 10
-9

M) у трајању од 24 часа на 37C° и 

5%CO2. По завршеној инкубацији и бојењу ћелија Annexin V-FITC-ом и пропидијум-

јодидом, FACS анализом је одређиван проценат апоптотичних ћелија.   

 

4.1.7 Комбиновани ефекат посттретманом Ралоксифеном на 

апоптотични ефекат Миотрексата и Метотрексата. 

 

 Приликом испитивања ефекта Ралоксифена на цитотоксичност Метотрексата и 

Миотрексата коришћењем МТТ теста показано је постојање повишеног цитотоксичног 

ефекта код комбинације Ралоксифен 10
-9

М 24 часа/Метотрексат 1µМ и Ралоксифен 10
-9

М 

24/Миотрексат 1µМ у односу на појединачни ефекат испитиваних супстанци. Међутим 

иако постоји повећање цитотоксичног ефекта, статистички значајнији ефекат се постиже у 

случају када се предтретман врши најпре цитостатицима (Миотрексатом и 
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Метотрексатом) па потом Ралоксифеном. У складу са овом чињеницом, FACS анализом 

обухваћена је комбинација код које је одређиван апоптотични ефекат комбинација које су 

праћене предтретманима Миотрексатом и Метотрексатом, потом Ралоксифеном 

(Графикон 20). Добијени резултати FACS анализе потврђују и позитивно корелирају са 

резултатима МТТ теста. FACS анализом показано је да се најефикаснији апоптотични 

ефекат постиже у комбинацији Миотрексат 1µМ 24 часа/Ралоксифен 10
-9

М (40.11%) у 

односу на појединачне ефекте испитиваних супстанци и комбинације Миотрексат 1µМ 24 

часа/Ралоксифен 10
-9

М (35.87%).  

                      

 

Графикон 20. Апоптотични ефекат појединачног и комбинованог дејства Ралоксифена, 

Метотрексата и Миотрексата на ендометријалну стромалну ћелијску линију (ThESC 

ћелијска линија) током 24 часа. Ћелије (5x10
5
 ћелија/800µl) су третиране фиксним дозама 

Ралоксифена (10-9 М), Метотрексата и Миотрексата (1µМ) у трајању од 24 часа на 37C° и 

5%CO2. По завршеној инкубацији и бојењу ћелија Annexin V-FITC-ом и пропидијум-

јодидом, FACS анализом је одређиван проценат апоптотичних ћелија.   

 

 Следећи експеримент обухватио је испитивање ефекта појединачне и комбиноване 

примене различитих доза Естрогена (10
-4

 и 10
-9

М) и његововг модулатора Ралоксифена 

(10
-9

М) на апоптотични ефекат Метотрексата и Миотрексата (Графикон 21). Обрадом 
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резултата добијених FACS анализом примећује се да Естроген примењен у обе дозе (10
-4

 и 

10
-9

М) статистички значајно повећава и доприноси апоптотичном ефекту Метотрексата и 

Миотрексата у поређењу са појединачним ефектима испитиваних супстанци као и у 

односу на третман у коме су примењени Естроген и Ралоксифен истовремено праћени 

фиксним дозама Метотрексата и Миотрексата.  

               

 

Графикон 21. Апоптотични ефекат појединачног и комбинованог дејства Ралоксифена, 

Метотрексата,  Миотрексата и различитих доза Естрогена на ендометријалну стромалну 

ћелијску линију (ThESC ћелијска линија) током 24 часа. Ћелије (5x10
5
 ћелија/800µl) су 

третиране фиксним дозама Ралоксифена (10
-9

М), Метотрексата и Миотрексата (1µМ) и 

Естрогена (10
-4

 и 10
-9

М) у трајању од 24 часа на 37C° и 5%CO2. По завршеној инкубацији 

и бојењу ћелија Annexin V-FITC-ом и пропидијум-јодидом, FACS анализом је одређиван 

проценат апоптотичних ћелија 

Добијени резултати указују на то да Естроген позитивно утиче и повећава 

апоптотични ефекат Миотрексата и Метотрексата, док примењен у комбинацији са 

Ралоксифеном то повећање степена ћелијске смрти не показује статистички значајну 

разлику у односу на појединачно дејство Естрогена концентрације од 10
-9

М. 
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4.1.8 Појединачни и комбиновани ефекат примене различитих доза 

Прогестерона и његовог модулатора Мифепристона на апоптотични 

ефекат Метотрексата и Миотрексата 

 

Након испитивања ефекта појединачне и комбиноване примене различитих доза 

Естрогена и његовог модулатора Ралоксифена на апоптотични ефекат Миотрексата и 

Метотрексата, следеће испитивање обухватило је истраживање ефекта појединачне и 

комбиноване примене различитих доза Прогестерона и његовог модулатора 

Мифепристона на апоптотични ефекат Миотрексата и Метотрексата (Графикон 22). 

 Обрадом резултата добијених након појединачне и комбиноване примене 

различитих доза Прогестерона и Мифепристона на апоптотичне ефекте Миотрексата и 

Метотрексата, на основу добијених резултата можемо закључити да се најефикаснији 

апоптотични ефекат постиже при најнижим испитиваним концентрацијама лекова 

истовременом применом Прогестерона 10
-10

М и Мифепристона 10µМ (62.13%). Уколико 

се у комбинацијама испитиваних лекова користио Мифепристон у дози од 10µМ, 

примећује се смањење апоптотичог ефекта комбиноване примене лекова (10.11, 17.56 и 

17.01%) у односу на појединачни ефекат Мифепристона исте концентрације (33.44%). 

Вредности апоптотичног ефекта у случају комбиноване примене лекова Прогестерон 10
-8

 

и 10
-10

М током 24 часа/Мифепристон 10µМ (35.11 и 37.92%) не показују статистички 

значајну разлику у односу на појединачни апоптотични ефекат Мифепристона у 

концентрацији од 10µМ (33.44%). Такође све испитиване комбинације лекова у којим је 

коришћен Мифепристон у дози од 40µМ, показују смањење степена ћелијске смрти у 

односу на појединачни апоптотични ефекат Мифепристона 40µМ (55.61%). 
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Графикон 22. Апоптотични ефекат појединачног и комбинованог дејства различитих доза 

Прогестерона (10
-8

 и 10
-10

М) различитих доза Мифепристона (40 и 10µМ) на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију (ThESC ћелијска линија) током 24 часа. 

Третман ћелија (5x10
5
 ћелија/800µl) извршен је Прогестероном у дозама од 10

-8
 и 10

-10
М 

24 часа, потом Мифепристоном у дозама 40 и 10µМ и обрнуто (предтретман 

Мифепристоном од 40 и 10µМ током 24 часа, потом Прогестероном у дозама од 10
-8

 и 10
-

10
М) на 37C° и 5%CO2. По завршеној инкубацији и бојењу ћелија Annexin V-FITC-ом и 

пропидијум-јодидом FACS анализом је одређиван проценат апоптотичних ћелија. 

 

Приликом испитивања ефекта Прогестерона 10
-10

М и Мифепристона на 

апоптотични ефекат Миотрекстат и Метотрексата, резултати добијени FACS анализом 

(Графикон 23.) и статистичком обрадом података показују да највећи степен 

комбинованог апоптотичног дејства у односу на појединачно дејство испитиваних 

супстанци постиже се у случају када се третман ћелија изврши Прогестероном 10
-10

М 24 

часа потом Миотрексатом у дози од 1µМ (62.17%), потом предтретман Мифепристоном 

10µМ 24 часа праћен Миотрексатом у дози од 1µМ (51.02%). 
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Добијени резултати указују на то да Прогестерон и Мифепристон испољавају 

позитиван ефекат на апоптотично дејство Миотрексата у односу на ефекат који имају на 

Метотрексат. 

        

 

Графикон 23. Апоптотични ефекат појединачног и комбинованог дејства различитих доза 

Прогестерона (10
-8

 и 10
-10

М) и Мифепристона на апоптотични ефекат фиксних доза 

Миотрексата и Метотрексата (1µМ) на ендометријалну стромалну ћелијску линију (ThESC 

ћелијска линија) током 24 часа. Третман ћелија (5x10
5
 ћелија/800µl) извршен је 

Прогестероном у дозама од 10
-8

 и 10
-10

М 24 часа потом Метотрексатом или Миотрексатом 

(1µМ), Мифепристоном у дозама 40 и 10µМ током 24 часа потом Метотрексатом и 

Миотрекстаом (1µМ) и Прогестероном у дозама од 10
-8

 и 10
-10

М 24 часа потом 

комбинацијом различитих доза Мифепристона (40 и 10µМ) са фиксном дозама 

Метотрексата или Миотрексата истовремено на 37C° и 5%CO2. По завршеној инкубацији 

и бојењу ћелија Annexin V-FITC-ом и пропидијум-јодидом FACS анализом је одређиван 

проценат апоптотичних ћелија. 
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4.2. Механизам апоптозе индуковане Ралоксифеном, Естрогеном, 

Прогестероном, Мифепристоном и комбиноване примене Ралоксифен-

Естроген истовремено на ендометријалну стромалну ћелијску линију 

(ThESС ћелијска линија) 

   

4.2.1. Ралоксифен, Естроген, Прогестерон, Мифепристон и комбинована 

примена Ралоксифена-Естрогена истовремено узрокује смањење 

цитоплазматске експресије Bcl-2  протеина у ThESС ћелијској линији. 

 

          Након утврђивања апоптотичног дејства појединачне и комбиноване примене 

испитиваних лекова помоћу FACS анализе, следећи корак је било утврђивање механизама 

апоптозе помоћу којих испитивани лекови у одређеним дозама индукују смрт 

ендометријалне стромалне ћелијске линије. Наиме за утврђивање механизама апоптозе, 

тачније утврђивања нивоа експресије одређених про и анти апоптотичних протеина, 

проценат апоптотичног дејства испитиваних супстанци неопходан је да буде у опсегу до 

40%. Резултати FACS анализе који су у складу са овим правилом предстваљају следеће 

дозе испитиваних лекова: Ралоксифен у дози од 10
-9

М (5.75%), Естроген 10
-4

М (8.6%), 

Прогестерон 10
-4

М (30.09%), Мифепристон 10µМ (30.4%) као и комбинована истовремена 

примена Ралоксифена 10
-9

М и Естрогена 10
-4

М (23.01%). Вођени овом чињеницом након 

двадесет и четворочасовног третмана ендометријалних стромалних ћелијскх линија 

Ралоксифеном у дози од 10
-9

М, Естрогеном 10
-4

М, Прогестероном 10
-4

М, Мифепристоном 

10µМ као и комбинованом истовременом применом Ралоксифена 10
-9

М и Естрогена 10
-4

М 

експресија Bcl-2  протеина у ThESС ћелијској линији била је одређивана методом 

имунофлуоросценције. Такође је битно напоменути да су појединачне експресије Bcl-2 , 

BAX и каспазе 3 код третмана ендометријалних стромалних ћелија Метотрексатом и 

Миотрексатом приказани у докторској дисертацији Татјане Кастратовић (57). У 

доступним резултатима истраживања које је испитивало појединачне ефекте Метотрексата 

и Миотрексата али у концентрацијама од 8µМ испитиваних супстанци на експресију 

цитоплазматског Bcl-2 протеина показано је да се експресија Bcl-2 протеина смањује у 

ендометријалној стромалној ћелијској линији. Експресија Bcl-2 протеина у ћелијама 
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тертираним Метотрексатом у концентрацији од 8µМ износила је 19.54% док за 

Миотрексат исте концентрације проценат експресије Bcl-2 протеина износио је 71.35%  

(57). Ефекти Метротрексата и Миотрексата на експресију каспазе 3 и активног BAXa у 

истоименом истраживању били су следећи: Експресија активне каспазе 3 за Метотрексат 

8µМ (7.75%) и Миотрексат (37.36%), експресија активног BAXa за Метотрексат 8µМ 

(22.9%) и Миотрексат (32.42%) (57). 

Bcl-2  припада групи анти-апоптотичних протеина који инхибирају процес апоптозе. 

Њихова повећана експресија ћелијама омогућава ћелијско преживљавање. Дејством 

различитих стимулса који ћелију уводе у апоптозу експресија овог протеина се смањује. 

Као резултат стимулације, третмана ендометријалне стромалне ћелијске линије 

Ралоксифеном у дози од 10
-9

М, Естрогеном 10
-4

М, Прогестероном 10
-4

М, Мифепристоном 

10µМ као и комбинованом истовременом применом Ралоксифена 10
-9

М и Естрогена 10
-4

М 

експресија Bcl-2  протеина је смањена у односу на контролне (нетретиране ћелије) чиме се 

потврђује да испитивани лекови индукују апоптотзу у ThESС ћелијској линији (Слика 12). 

Највећи степен смањење експресије Bcl-2  протеина примећен је код истовремене 

апликације Ралоксифена 10
-9

М и Естрогена 10
-4

М током 24 часа до 37.17%. Овај резултат 

говори да истовремена примена Ралоксифена и Естрогена у датим концентрацијама 

представља најачи индуктивни агенс за процес апоптозе испитиван на ендометријалној 

стромалној ћелијској линији. Преостали испитивани агенси су такође изазвали смањење 

експресије Bcl-2  протеина у односу на контролну, нетретирану групу ћелија код које је 

експресија била 96.53%.  
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Слика 12. Имунофлуоресцентни приказ експресије анти-апоптотичног протеина Bcl-2  у 

ендометријалној стромалној ћелијској линији (ThESС ћелијска линија). Након третирања 

ћелија (2x10
4
 ћелија/400µl) Ралоксифеном 10

-9
М, Прогестероном 10

-4
 М, Естрогеном 10

-

4
М, Мифепристоном 10µМ и истовременом применом Ралоксифена 10

-9
 М и Естрогена 10

-

4
М у периоду од 24 часа на 37 C° и 5% CO2. Након третирања ћелија испитиваним 

лековима, вршено је њихово бојење са анти- Bcl-2 антителом. Поступак бојења је описан у 

поглављу Материјал и методе. Ћелије су посматране под увеличањем X 100. Анализа 

нивоа активације овог протеина у третираним и нетретираним ћелијама вршена је на 

подједнаком броја ћелија у три различита видна поља  ImageJ софтвером. Статистичка 

анализа вршена је Mann-Whitney-евим тестом за независне узорке a статистичка 

значајност одређивана је за ниво p<0,05. 
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4.2.2. Ралоксифен, Естроген, Прогестерон, Мифепристон и комбинована 

примена Ралоксифена-Естрогена истовремено, узрокујe повећање  

експресије активног BAX протеина у ThESС ћелијској линији. 

За индукцију процеса апоптозе поред смањења експресије анти апоптотичних 

протеина, неопходно је повећање експресије (и/или активацијa проапоптотичних) 

протеина који врше промоцију апоптозе. Један од таквих протеина чија експресија се 

мења индукцијом апоптозе, тј мења се из правца цитоплазма (здрава ћелија, повишена 

експресија) у правцу митохондрије (ћелија која подлеже процесу апоптозе са изменом у 

пермеабилности митохондријалне мембране, смањена цитоплазматска експресија) јесте 

BAX. Након третмана испитиваним лековима одређивани су експресија као и проценат 

активног N терминалног BAX протеина у ендометријалној стромалној ћелијској линији 

(Слика 13). 
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Слика 13. Имунофлуоресцентни приказ експресије анти-апоптотичног протеина BАX у 

ендометријалној стромалној ћелијској линији (ThESС ћелијска линија). Након третирања 

ћелија (2x10
4
 ћелија/400µl) Ралоксифеном 10

-9
М, Прогестероном 10

-4
М, Естрогеном 10

-4
М, 

Мифепристоном 10µМ и истовременом применом Ралоксифена 10
-9

М и Естрогена 10
-4

М у 

периоду од 24 часа на 37 C° и 5% CO2. Након третирања ћелија испитиваним лековима, 

вршено је њихово бојење са анти- BАX антителом. Поступак бојења је описан у поглављу 

Материјал и методе. Ћелије су посматране под увеличањем X 100. Анализа нивоа 

активације овог протеина у третираним и нетретираним ћелијама вршена је на 

подједнаком броја ћелија у три различита видна поља  ImageJ софтвером. Статистичка 

анализа вршена је Mann-Whitney-евим тестом за независне узорке a статистичка 

значајност одређивана је за ниво p<0,05. 

На основу добијених резултата примећује се смањење експресије активног BAX 

протеина у смеру од контролне група (2.18%) ка истовремено третираним ћелијама 

Ралоксифеном и Естрогеном (32.11%).  

 

4.2.3. Aпоптозa индукованa Ралоксифеном, Естрогеном, Прогестероном, 

Мифепристоном и истовременом применом Ралоксифена-Естрогена током 24 часа на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију каспазно је зависна 

 

          Да би дошло до активације каспазе 3 неопходан предуслов је излазак цитохрома ц из 

интермембранског простора митохондрија. Цитохром ц заједно са Apaf 1 и 

иницијаторском прокаспазом- 9 изграђује апоптозом чиме се активира прокаспаза- 9 у 

каспазу- 9 што резултује активацијом нисходне, ефекторске каспазе 3.  Активна каспаза 3 

узрокује цепање актинских влакна, дезинтеграцију цитоскелета ћелије и стварање 

апоптотичних тела. Промене на цитоскелету третираних ендометријалних стромалних 

ћелија уочавају се на слици 14. 
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Слика 14. Имунофлуоресцентни приказ експресије ефекторне каспазе 3 у ендометријалној 

стромалној ћелијској линији (ThESС ћелијска линија). Након третирања ћелија (2x10
4
 

ћелија/400µl) Ралоксифеном 10
-9

М, Прогестероном 10
-4

М, Естрогеном 10
-4

М, 

Мифепристоном 10µМ и истовременом применом Ралоксифена 10
-9

М и Естрогена 10
-4

М у 

периоду од 24 часа на 37 C° и 5% CO2 вршено је њихово бојење анти-β-актином и анти-

активном каспазом 3 као што је описано у поглављу Материјал и методе. Анализа нивоа 

активације каспазе 3 у третираним и нетретираним ћелијама вршена је на подједнаком 

броја ћелија у три различита видна поља ImageJ софтвером. Статистичка анализа вршена 

је Mann-Whitney-евим тестом за независне узорке a статистичка значајност одређивана је 

за ниво p<0,05.   

 

Резултати добијени одређивањем експресије активне каспазе 3 указују на увећање 

апоптотичног дејства и могућности индукције апоптозе која је приказана у растућем низу 

(Слика 14). Највећа експресија активне каспазе 3 у односу на контролне ћелије (1.91%) 

примећена је код истовременог третмана Ралоксифеном и Естрогеном током 24 часа 

(35.05%), што говори у прилог чињеници да ова комбинација лекова представља најачи 

индуктор апоптозе за ендометријалну стромалну ћелијску линију.  
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4.2.4. Посттретман Ралоксифеном у дози од 10
-9

М у комбинацији са Метотрексатом 

или Миотрексатом у дози од 1µМ смањује експресију цитоплазматског Bcl-2 

протеина и повећава експресију активног BAX протеина у ендометријалној 

стромалној ћелијској линији 

 

Још један од резултата који је добијен током експерименталног рада представља 

резултат дејства постеретмана Ралоксифеном у фиксној дози од 10
-9

М на цитотоксични 

ефекат Метотрексата и Миотрекста у дозама од 1µМ. Наиме на основу резултата 

цитотоксичности примећено је да посттретман Ралоксифеном у дози од 10
-9

М статистички 

значајно повећава цитотоксични ефекат Метотрексата и Миотрексата (34.34% и 38.78%) у 

односу на њихов појединачни цитотоксични ефекат као и у односу на појединачни 

цитотоксични ефекат Ралоксифена. На основу резултата МТТ теста код ћелија које су 

третиране Ралоксифеном након третмана Метотрексатом и Миотрексатом 

имунофлуоросцентном методом одређивана је експресија Bcl-2 и BAX протеина (Слика 

15).  
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Слика 15. Имунофлуоресцентни приказ експресије анти-апоптотичног протеина Bcl-2  у 

ендометријалној стромалној ћелијској линији (ThESС ћелијска линија). Након третирања 

ћелија (2x10
4
 ћелија/400µl) Метотрексатом и Миотрексатом 1µМ потом Ралоксифеном 10

-

9
 М у периоду од 24 часа на 37 C° и 5% CO2. Након третирања ћелија испитиваним 

лековима, вршено је њихово бојење са анти- Bcl-2  антителом. Поступак бојења је описан 

у поглављу Материјал и методе. Ћелије су посматране под увеличањем X 100. Анализа 

нивоа активације овог протеина у третираним и нетретираним ћелијама вршена је на 

подједнаком броја ћелија у три различита видна поља  ImageJ софтвером. Статистичка 

анализа вршена је Mann-Whitney-евим тестом за независне узорке a статистичка 

значајност одређивана је за ниво p<0,05. 37.92 I 64.17 
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 Након третирања ћелија комбинованом применом Метотрексата и Миотрексата са 

Ралоксифеном примећено је статистички значајно смањење цитоплазматксе експресије 

Bcl-2 протеина у свим третираним групама. У контролној групи ћелија експресија Bcl-2 

протеина износила је 74.17% док прилоком појединачног третмана Ралоксифеном у дози 

од 10
-9

М цитоплазматска ескпресија Bcl-2 протеина смањује на вредност од 21.81%. У 

доступним резултатим истраживање које је испитивало појединачне ефекте Метотрексата 

и Миотрексата али у концентрацијама од 8µМ испитиваних супстанци на експресију 

цитоплазматског Bcl-2 протеина показало је такође да се експресија Bcl-2 протеина 

смањује у ендометријалној стромалној ћелијској линији за Метотрексат у концентрацији 

од 8µМ износи 19.54% док за Миотрексат исте концентрације проценат експресије износи 

71.35%  (57). Третман Метотрексатом или Миотрексатом праћен третманом 

Ралоксифеном (15.99% и 13.22%) статистички значајно смањује експресију Bcl-2 протеина 

у цитоплазми ендометријалних стромланих ћелија што говори у прилог чињеници да су 

одбрамбени мехаизми под комбинованим дејством испитиваних лекова у великој мери 

инхибирани.  

 Поред смањења експресије цитоплазматског Bcl-2 протеина, код истоимене 

комбиноване примене испитиваних лекова одређивана је и експресија BAX протеина ради 

прецизнијег одређивања механизма апоптозе (Слика 16). 



85 

 

                 

 

Слика 16. Имунофлуоресцентни приказ експресије анти-апоптотичног протеина BАX у 

ендометријалној стромалној ћелијској линији (ThESС ћелијска линија). Након третирања 

ћелија (2x10
4
 ћелија/400µl) Метотрексатом и Миотрексатом 1µМ потом Ралоксифеном 10

-

9
М у периоду од 24 часа на 37C° и 5%CO2. Након третирања ћелија испитиваним 

лековима, вршено је њихово бојење са анти- Bcl-2  антителом. Поступак бојења је описан 

у поглављу Материјал и методе. Ћелије су посматране под увеличањем X 100. Анализа 

нивоа активације овог протеина у третираним и нетретираним ћелијама вршена је на 

подједнаком броја ћелија у три различита видна поља  ImageJ софтвером. Статистичка 

анализа вршена је Mann-Whitney-евим тестом за независне узорке a статистичка 

значајност одређивана је за ниво p<0,05. 
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Након третирања ћелија комбинованом применом Метотрексата и Миотрексата у 

дозама од 1µМ потом Ралоксифеном 10
-9

М примећено је статистички значајно повећање 

експресије активног BAX протеина у свим третираним групама осим у контролној групи 

ћелија (2.01%). Прилоком појединачног третмана Ралоксифеном у дози од 10
-9

М 

ескпресија BAX протеина повећава се на вредност од 19.14%. Третман Метотрексатом или 

Миотрексатом праћен третманом Ралоксифеном (57.12% и 60.01%) статистички значајно 

повећава експресију активног BAX протеина у ендометријалним стромланним ћелијама 

што говори у прилог чињеници да су поред инхибираних одбрамбених механизама 

активирани апоптотични механизми који уводе ћелију у смрт. 

 

5. ДИСКУСИЈА 

 
Неопходан предуслов за развој процеса ендометријалне хиперплазије представљају 

постојање хормонског дисбаланса и нарушавање физиолошке морфологије ћелијских 

ентитета ендометријума (жлезданих и стромалних ћелија). Генерално говорећи у терапији 

хиперплазије ендометријума примаран је медикаментозни и хируршки приступ који за 

циљ има смањење обима крварења као и стабилизацију и умањење величине 

хиперпластичне промене. У основи медикаментозних приступа који се користе за лечење 

ендометријалних хиперплазија лежи основни процес програмиране ћелијске смрти, 

апоптозе. Најчешћи узрок за развој ендометријалне хиперплазије представља повишен 

ниво и продужено деловање полног хормона естрогена са изостанком прогестеронског 

дејства локално (у утерусу). Током последње деценије истраживања везана за 

медикаментозни приступ третмана ендометријалне хиперплазије усмерена су у правцу 

регулисања узрока обољења кључних за настанак ових промена. У терапији ових промена 

користе се лекови који умањују дејство естрогена модулацијом естрогенских рецептора 

(SERM-селективно модулатори естрогенских рецептора), који продужавају дејство 

Прогестеронске компоненте (SPRМ-селективни модулатори прогестеронских рецептора), 

GnRH комбинованих агониста или применом ниских доза Метотрексата (клиничка студија 

спроведена од стране Живановића и сарадника) који доводи до смањивања величине 
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промене узроковане хиперплазијом, смањује менструално крварење, инциденцу 

хистеректомија и других инвазивних метода (26, 27, 28, 39).  

Предмет овог истраживања било је испитивање ефекта женских полних хормона и 

модулатора њихових рецептора на цитотксичност Метотрексата и Миотрексата на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију.         

Резултати добијени овом in vitro експерименталном студијом показују да 

Ралоксифен, Метотрексат и Миотрексат испољавају појединачни цитотоксични ефекат на 

ендометријалној стромалној ћелијској линији (ThESС  ћелијска линија) и да је њихово 

цитотоксично дејство дозно-зависно (Графикон 1 А). У ранијим истраживањима који 

обухватају ову ћелијску линију показано је да Метотрексат и Миотрексат испољавају 

цитотоксични ефекат након 24 часа деловања (57), као и да је тај цитотоксични ефекат 

дозно зависан. Резултати овог истраживања који су добијени МТТ тестом потврђују да 

испитиване супстанце имају цитотоксични ефекат који показује дозну зависност као и то 

да је цитотоксични ефекат Миотрексата већи при испитиваним вишим дозама у односу на 

испитиване дозе Метотрексата. Тренд цитотоксичности између Миотрексата и 

Метотрексата мења се у корист Миотрексата почевши од испитиване дозе од 4µМ. У 

резултатима истраживањима која су обухватила остале ћелијске линије дојке, 

хепатоцелуларног карцинома, ћелијским линијама леукемије, ћелијској линији хуманог 

хориокарцинома  (33, 44, 45, 54, 55, 56) показано је да Метотрексат свој цитотоксични 

ефекат остварује активацијом процеса апоптозе као и то да је његов механизам дејства 

превасходно усмерен ка С фази ћелијског циклуса која је резервисана за процес синтезе 

молекула ДНК.  

Литературни подаци везани за ефекте Ралоксифена на вијабилност ћелија, указују 

на то да испитивани лек показује значајан инхибиторни ефект на пролиферацију великог 

броја ћелијских линија у које убрајамо: хумана ћелијска линија карцинома простате и 

колона (59, 60) и примарно изолована ћелијска линија миома утеруса (63). Везивањем за 

естрогенске рецепторе (са 4 пута већим афинитетом према естрогенском алфа рецептору у 

односу на ЕР бета) Ралоксифен врши модулацију рецептора и активира транскрипцију 

гена одговорних за синтезу протеина који узрокују смрт или пролиферацију ћелије (67, 68 

и 69). У свом истраживању Gulia Dayan et al., истичу да структурна карактеристика 

Ралоксифена која узрокује формирање водоничне везе терцијарног амина са 
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каробоксилном групом аспарагина у положају 351 лиганд везујућег домена (LBD) 

естрогенског рецептора алфа је битна разлика у односу на Тамоксифен који не формира 

водоничне везе са поменутом аминокиселином у лиганд везујућем домену (69, 71). На 

основу овога као и на основу истраживања у којима је извршена делеција или замена 

кључне аминокиселине у положају 351 код различитих ћелијских култура (HeLa-хумана 

ћелијска линија карцинома грлића материце, Ishikawa-хумана ћелијска линија 

ендометријалног аденокарцинома, MCF-7- хумана естроген алфа позитивна ћелијска 

линија карцинома дојке) резултати указују да антиестрогенска активност Ралоксифена у 

ћелијским линијама карцинома цервикса, дојке и ендометријалног аденокарцинома потиче 

од присуства водоничних везе између терцијарног амина и аспарагинске киселине у 

положају 351 лиганд везујућег домена естрогенског рецептора алфа (69, 71). Ове 

структурне карактеристике Ралоксифена у литератури пружају објашњење за 

антиестрогенске карактеристике Ралоксифена у ткиву утеруса.  

Наши резултати указују на то да Ралоксифен примењен појединачно испољава 

цитотоксични ефекат на ендометријалну стромалну ћелијску линију (Графикон 1А), као и 

то да је његов цитотксични ефекат дозно зависан. Ефекат којим Ралоксифен инхибира 

пролиферацију великог броја ћелијских линија које обухватају велики број различитих 

органа који експримирају естрогенске рецепторе, везан је најпре за својство Ралоксифена 

да модулацијом естрогенских рецептора узрокује инактивацију гена који су одговорни за 

пролиферативни циклус ћелија. У истраживању које су спровели Williams-Brown MY et al 

(70) испитиван је појединачни цитотоксични ефекат Ралоксифена и Тамоксифена на 

Ishikawa ћелијску линију. Као један од могућих разлога за антагонистичке ефекте између 

Тамокисфена и Ралоксифена на пролиферацију Ishikawa ћелијске линије, аутори су као 

једно од објашњења цитотоксичног ефекта Ралоксифена дали мишљење да услед 

постојања различите структуре, конформационих промена, начина удруживања 

коактиватора као и постојања различитиог афинитета према естрогенских рецепторима 

Тамоксифен и Ралоксифен узрокују промоцију различитих гена који учествују у 

метаболизму Естрогена и његових метаболита. Ово истраживање такође је показало да 

Ралоксифен испољава цитотоксични ефекат док Тамоксифен узрокује пролиферацију 

Ishikawa ћелијске линије. У истраживању које је обухватило испитивање ефекта 

појединачно примењеног Ралоксифена на вијабилност примарне ћелијске линије 
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изоловане из миома утеруса Jin Liu et al., (63) добијени резултати укуазују на то да 

Ралоксифен примењен у концентрацијама од 10
-7

 и 10
-8

М активира пролиферацију ћелија, 

док при нижој концентрацији (10
-9

М) Ралоксифен смањује пролиферацију ћелија.   

У складу са тим, резултати нашег истраживања указују на то да Ралоксифен 

испољава највећи степен цитотоксичности при највећој испитиваној дози 10
-5

М (18.04%) 

(Графикон 1А) док се тај ефекат смањује три пута и при испитиваној дози од 10
-9

М износи 

5.09% у односу на контролне ћелије. Иако је цитотксични ефекат Ралоксифена при дози од 

10
-9

М низак он не може бити занемарен.  

 Поред испитивања ефекта поменутих супстанци на вијабилност ендометријалне 

стромалне ћелијске линије у доступној литературни нема информација о дејству 

различитих доза Естрогена, Прогестерона и Мифепристона на вијабилност ThESC ћелија. 

За естроген и прогестерон познато је да делују преко својих једарних рецептора при чијем 

везивању долази до димеризације рецептора, везивања за секвенцу ДНК (ЕРЕ), 

асоцијације са једарним транскрипционим факторима чиме се ствара стабилни комплекс 

који мења активност РНК полимеразе у правцу активације или инхибиције процеса 

транскрипције и последично активације или инхибиције процеса транслације тј активације 

или инхибиције пролиферације ћелија (105, 106, 107).  

Наиме на експериментима који су вршени на епителу утеруса мишева који су 

позитивни и негативни на експресију естрогенских рецептора, Cook et al., указују на то да 

је пролиферативни процес епитела утеруса индиректно стромално зависан. Другим 

речима повећана експресија естрогенског рецептора алфа која је локализована највећим 

делом у строми, задужена и заслужна је за пролиферативне ефекте које естроген испољава 

на епител (84). Резулати студије коју су обавили Jin et al., (63) указују на постојање 

пролиферативног ефекта појединачне дозе Естрогена у дози од 10
-7

М (без испитивања 

ефекта различитих доза) на примарно изолованој култури ћелија које воде порекло из 

миома утеруса. Као један од водећих проблема везаних за примену хормонске терапије 

представља постојање појаве резистентности на хормонске лекове. У складу са тим 

истраживања која су рађена на Ishikawa ћелијској линији указују на то да деловањем 

прогестина долази до појаве резистенције и смањења експресије естрогенског рецетора 

алфа и прогестеронског рецептора бета чиме се повећава степен пролиферације ћелија 

(183). У другом истраживању које обављено на Ishikawa ћелијској линији (184) добијени 
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резултати указују на то да постоји смањење у вијабилности ћелија које су третиране 

Мегестрол ацетатом и да је тај ефекат резултат активације апоптотичног пута. 

Резултати нашег истраживања указују на то да Естроген и Прогестерон примењени 

у различитим дозама испољавају цитотоксични ефекат (Графикон 1Б) али да тај ефекат 

није дозно зависан. Наиме при високим дозама Естрогена 10
-4

М цитотоксични ефекат је 

био најнижи и износио је 8.59% цитотоксичних ћелија за Прогестерон 10
-4

М 69.25%; 

смањењем дозе Естрогена цитотоксични ефекат се повећавао тако да при дози Естрогена 

од 10
-9

М он је износио 29.68% цитотоксичних ћелија. Повећање дозе Прогестерона 

смањивало је цитотоксични ефекат тако да при дози од 10
-10

М цитотоксични ефекат је 

износио 33.74%.  

Добијени резултати у складу су са литературним подацима у којима се такође 

потврђује да ниске дозе естрогена инхибирају пролиферацију ћелија (60).  

Током последње две деценије, истраживања су усмерена у правцу испитивања и 

проналаска идеалне медикаментозне комбиноване терапије која се заснива на садејству 

два лека у циљу смањења хиперпластичних промена као и заустављању процеса њихове 

малигне трансформације. 

У нашем истраживању испитиван је комбиновани ефекат пред и постретмана 

испитиваним супстанцама. Наиме један од новијих трендова и приступа медикаментозној 

терапији представља стварање ткивно-специфичних естрогенских комплекса код којих се 

ефекат мешовитог естрогенског дејства у појединим ткивима постиже комбиновањем 

неког од SERМ представника са коњугованим естрогенима (185). У истраживању које је 

спроведено од стране Paszkiewicz и сарадника испитиван је ефекат примене SERМ-а 

(Тамоксифена и Ралоксифена) у комбинацији са естрогенима на експресију МUC1 

(трансмембрански протеин чија је експресија стероидно регулисана и чија је основна 

улога у везивању патогена и спречавању њиховог контакта са ћелијом) на Ishikawa 

ћелијској линији (186, 187). Резултати ове студије указују на то да Тамоксифен примењен 

сам или у комбинацији са естрогеном инхибира синтезу МUC1, док Ралоксифен примењен 

сам (10
-5

,10
-6

, 10
-7

 и 10
-8

М) и у комбинацији са Естрогеном 10
-7

М стимулише и активира 

синтезу МUC1 на испитиваној Ishikawa ћелијској линији. На животињском моделу 

менопаузе зеца, испитиван је ефекат комбиноване примене Ралоксифена, Аспирина и 

Естрогена на липидни статус, тежину утеруса, агрегацију тромбоцита као и промене које 
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захватају млечне жлезде и патолошке промене на зидовима аорте (188). Резултати овог 

истраживања указују на то комбинована примена поменутих лекова испољава позитивно 

дејство на инихибицију атеросклеротских промена, инхибирају се пролиферативни 

процеси ткива дојке и утеруса као и то да поменута комбинација лекова смањује степен 

агрегације тромбоцита (188). Такође у студијама које испитују ефекат комбиноване 

примене Ралоксифена и Естрогена на вазомоторне симптоме као и на промене у ткиву 

ендометријума (189, 190) примећено је да комбиновани ефекат Ралоксифена и Естрогена 

смањује степен ендометријалне стимулације као и вазомоторне симптоме у односу на 

појединачни ефекат оба лека. На ћелијској линији тумора дојке MCF-7 појединачним 

коришћењем Ралоксифена у ниским дозама (1 и 4µМ) примећено је смањење синтезе 

колагена за 50%, док повећање дозе Ралоксифена је умањило синтезу колагена за 25% 

(191). Комбинованом апликацијом најпре 2nM Естрогена потом Ралоксифеном у нижим 

дозама, примећено је да ова комбинација инхибира синтезу колагена, док у случају 

примене Естрогена у комбинацији са високим дозама Ралоксифена долази до активације 

процеса синтезе колагена у туморској ћелијској линији. Овим експериментом аутори су 

показали да Ралоксифен може да се користи у циљу превенције развоја карцинома дојке 

(191). Поред ових испитивања аутори Wang et al., и Xiang et al., (192, 193, 194) испитивали 

су ефекте комбиноване примене различитих доза Ралоксифена и 17 бета естрадиола на 

степен пролиферације на примарно изолованој васкуларној глатко мишићној ћелијској 

култури, хуманој ћелијској линији ендотела дојке као и у експерименталном моделу 

атеросклерозе зеца на аортном зиду и у ткиву дојке. Резултати ових истраживања 

показали су да је ефекат комбиноване примене различитих доза Ралоксифена и 17 бета 

естрадиола на пролиферацију инхибиран код свих испитиваних ћелијских линија у односу 

на појединачни пролиферативни ефекат испитиваних супстанци. Још једна од студија која 

је спроведена у циљу испитивања успешности комбиноване примене Естрогена и 

Ралоксифена објављена је у истраживању које су спровели Valiati и сарадници (195) који 

наглашавају да комбинованом применом 17 бета естрадиола (перкутано) и Ралоксифена 

долази до испољавања протективног дејства комбиноване примене поменутих лекова на 

ендометријум. У нашем истраживању коришћене су најниже испитиване концентрације 

Ралоксифена (фиксна доза 10
-9

М) у комбинацији са различитим дозама Естрогена. Поред 

коришћења различитих доза Естрогена, експериментима су обухваћени различити облици 
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третмана (Предтретман Ралоксифеном, посттретман Ралоксифеном и истовремена 

апликација Ралоксифена и Естрогена) у циљу испитивања најефикасније комбинације која 

постиже највећи цитотоксични ефекат (60). На основу резултата нашег експеримента 

добијени резултати указују на то да комбинованом применом најпре Ралоксифена у 

концентрацији од 10
-9

М потом Естрогена у различитим дозама долази (33.88%, 37.12%, 

42.03% и 42.52%) до повећања цитотоксичног ефекта у односу на појединачни ефекат 

испиваних супстанци (Графикон 2). Резултати нашег експеримента су у складу са 

литературним подацима који указују на већу ефикасност у смислу инхибиције 

пролиферације у случају комбиноване примене Ралоксифена и естрогена у односу на 

њихов појединачни ефекат. У односу на све испитиване комбинације, предтретман 

Ралоксифеном потом Естрогеном разичитих доза, посттретман Ралоксифеном коме је 

предходио третман различитим дозама Естрогена и истовремена апликација оба лека, 

примећено је да је највећи степен цитотоксичности при фиксној дози Ралоксифена и 

променљивим дозама Естрогена присутан у комбинацији предтретман Ралоксифеном 

потом Естрогеном различитих доза. 

Још један од новијих трендова у медикаментозној терапији тумора који су 

хормонски зависни, предстваља комбиновање цитостатских лекова са лековима који 

испољавају различите ефекте у различитим ткивима у циљу проналаска идеалне 

комбинације лекова која испољава цитотксични ефекат на туморске ћелије а истовремено 

не изазива оштећење осталих ткива и органа. Нека од истраживања која су испитивала 

цитотоксични и протективни ефекат комбиноване медикаментозне терапије вршена су на 

туморским ћелијама карцинома дојке и ћелијама коштане сржи (196, 197). У овим 

истраживањима испитиван је цитотоксични ефекат комбиноване терапије Ралоксифеном, 

5 флуоро урацилом и Метотрексатом у циљу проналажења редоследа примењиваних 

лекова који показују највећи степен цитотоксичности. Резултати ових истраживања 

показали су да се највећи степен цитотоксичности на MCF-7 туморској линији карцинома 

дојке и истовремени протективни ефекат на ћелије коштане сржи постиже када је 

редослед примењених лекова следећи: 5флуоро-урацил/Метотрексат потом Ралоксифен. У 

резултатима истраживања које су спровели De Soto и сарадници на MCF-7 ћелијској 

линији показано је да администрација Ралоксифена (10µМ) испољава антагонистички 

ефекат и умањује цитотоксично дејство Метотрексата (198). Поред комбиноване терапије 
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Метотрексата и Ралоксифена у литератури се приказују такође и резултати 

цитотоксичности у случају комбиноване терапије Метотрексата и Тамоксифена 

(представник СЕРМ-а) на MCF-7 туморској линији карцинома дојке (199). Резултати овог 

истраживања потврђују резултате који су показани у студији са Ралоксифеном, наиме 

предтретман Тамоксифеном потом Метотрексатом умањује цитотксични ефекат који 

Метотрексат испољава на MCF-7 туморској линији карцинома дојке. У случају када је 

испитиван ефекат Ралоксифена на цитотоксичност Метотрексата и Миотерксата на ThESC 

ћелијској линији добијени резултати указују на то да се највећи степен цитотксичности 

испољава у случају комбинације Метотрексат потом Ралоксифен (34.34%) као и 

Миотрексат-Ралоксифен (38.78%) (у литератури за Миотрексат нема података) (Графикон 

3). У случају када се испитивани лекови примене поединачно у фиксним дозама њихова 

цитотоксичност је практично занемарљива. Међутим комбинованом применом 

испитиваних лекова (предттретмани и посттретмани Ралоксифеном) примећено је да се 

цитотоксичност лекова примењених у комбинацији повећава од 3 до 5 пута. 

Регулацијом процеса синтезе протеина хормони учествују у процесу регулације 

метаболичких активности репродуктивних органа жене (31). Као антиметаболит, 

Метотрексат инхибира синтезу нуклеинских киселина и протеина при чему не показује 

ткивну специфичност. Једно од питања које се поставља јесте комбиновани утицај 

Естрогена на цитотоксичност Метотрекста и Миотрексата. Литературни подаци указују на 

то да комбинована примена Естрогена и Метотрексата представља једну од могућих 

комбинација лекова за решење ургентних стања у гинекологији која обухватају placenta 

accreta и placenta increta (200). Остали доступни литературни подаци указују на то да 

комбинована примена Естроген и Метотрексата позитивно делује на појаву резистенције 

туморских ћелијских линија дојке (МСF-7) према Метотрексату (201), узрокује смањење 

интрацелуларног нивоа антиметаболита као и то да се флуидност ћелијских мембрана у 

случају комбиноване примене ова два лека умањује (202). Резултати истраживања која су 

вршена на утерусу пацова указују на то да примена 17 бета естрадиола и Метотрексата 

показује неспецифичну реакцију као и појаву инхибиторног дејства, тј умањења степена 

цитотоксичности Метотрексата (203). У литератури нема доступних података за 

комбиновану примену Естрогена и Миотрексата. На основу резутата који су добијени у 

нашем истраживању можемо закључити да комбинована примена Естрогена-
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Метотрекста/Миотрексата (Графикон 4) повећава цитотоксични ефекат (дозно зависан) на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију у односу на појединачни ефекат који ови 

лекови испољавају. 

Испитивањем цитотоксичног и апоптотичног ефекта Прогестерона, Мифепристона 

као и њхихове комбинације са Метотрексатом и Миотрексатом, литературни подаци 

показују различитост у односу на врсту ћелијске линије на којој су експерименти вршени. 

Најновији литературни подаци указују на то да предтретман Мифепристоном потом 

Прогестероном ативира развој Пуркињевих ћелија (204). Међутим остали доступни 

литературни подаци указују на то да Прогестерон и Мифепристон када се примене 

појединачно испољавају цитотоксични и апоптотични ефекат који се знатно смањује када 

се ови лекови примене у комбинацији (205, 206, 207). На ћелијским линијама хуманог 

малигног глиома U87MG, хуманог остеосаркома U-2OS и SAOS-2, хуманог карцинома 

простате LNCaP и PC-3 карцинома дојке MCF-7 и MDA-MB 23, као и карцинома 

оваријума SK-OV3 и OVCAR-3 испитиване дозе Мифепристона износиле су 5, 10, 20 и 

40µМ (205, 206). При овим испитиваним концентрацијама Мифепристона показано је 

постојање цитотоксичног ефекта и инхибиције раста свих ћелијских линија при чему је 

ћелијска линија тумора дојке MDA-MB 23 захтевала веће концентрације Мифепристона за 

постизање истог цитотоксичног ефекта као на другим ћелијским линијама (205). 

Појединачни цитотоксични ефекат  Мифепристона литературно је приказан у 

истраживању које је спроведено на ћелијској линији холоангиокарцинома FRH-0201 (207) 

док његов комбиновани ефекат са Прогестероном приказан је у истраживањима која су 

рађена на Ishikawa ћелијској линији  (208, 209). У овим истраживањима показано је да 

комбинованом применом Мифепристона и Прогестерона цитотоксични и апоптотични 

ефекти се не мењају у значајном смислу.  

Испитивањем цитотоксичног и апоптотичног ефекта различитих појединачних и 

комбинованих доза Прогестерона и Мифепристона наши резултати указују на то да се 

цитотоксични и апоптотични ефекат комбиноване примене ова два лека не мења 

статистички значајно у односу на појединачни цитотоксични и апоптотични ефекат 

Мифепристона и Прогестерона (Графикон 7 А, Б, Графикон 8 и Графикон 22). 

Различитиости у литературним подацима које су везане за цитотоксичне и апоптотичне 

ефекте Мифепристона на различитим ћелијским линијама могу бити објашњена и 
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карактеристикама које Мифепристон показује према прогестеронским али и 

глукокортикоидним рецепторима. Приликом испитивања ефекта комбиноване примене 

Мифепристона и Кортизола на степен повећања броја цитотоксичних утерусних НК 

ћелија Yuezhou и сарадници су показали да комбинована примена оба лека смањује број 

НК ћелија у односу на то када се Мифепристон примени појединачно. У складу са овим 

резултатима аутори наглашавају да се повећање броја цитотоксичних утерусних НК 

ћелија које настаје као резултат самосталне примене Мифепристона развија услед његових 

анти прогестеронских и анти глукокортикоидних својстава (208). Мифепристон своје 

дејство остварује везујући се за прогестеронске, гликокортикоидне и андрогене рецепторе 

на ћелији (209). Везујући се за прогестеронске рецепторе Мифепристон узрокује 

различите конформационе промене рецептора које се у знатноме разликују од оних 

промена које су настале као резултат везивања Прогестерона за прогестеронске рецепторе. 

Наиме везивањем Прогестерона за прогестеронске рецепторе долази до конформационих 

промена новонасталог комплекса, везивања хроматина и активације гена одговорних за 

транскрипцију и синтезу протеина. Везивањем Мифепристона за прогестеронске 

рецепторе долази до формирања комплеса али изостаје активација гена одговорних за 

транскрипцију. Активација гена одговорних за траснкрипцију одвија се преко 

прогестеронског рецептора Б не преко PR-А који делује као репресор како за PR-B 

одговорну транскрипцију тако и за естроген рецептор посредујућу транскрипцију чиме се 

објаснити антиестрогенски ефекат неких прогестеронских антагониста (209). Још једно од 

истраживања које показује антагонистичке ефекте комбиноване примене прогестерона и 

Мифепристона спровели су Jain и сарадници који су у свом истраживању испитивали 

ефекат комбиноване примене депо медроксипрогестерон ацетата потом Мифепристона на 

експресију естрогенских и прогестеронских рецептора на ћелијама ендометријума које су 

добијене биопсијом (210). Резултати овог истраживања указују на то да посттретман 

Мифепристоном узрокује повећање експресије ендометријалног естрогенског рецептора 

алфа и прогестеронског рецептора Б што за резултат има активацију и пролиферацију 

ћелија (210). У сличном истраживању које су спровели Meng и сарадници испитиван је 

ефекат Мифепристона на експресију естрогенских и прогестеронских рецептора на 

епителијалним и стромалним ендометријалним ћелијама (211). Резултати овог 
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истраживања показали су да Мифепристон узрокује повећање експресије естрогенског 

бета и прогестеронског Б рецептора на епителијалним ендометријалним ћелијама. 

Литературни подаци указују на то да појава смањења цитотоксичног ефекта код 

комбиноване примене Мифепристона и Прогестерона највероватније настаје као резултат 

промене експресије естрогенских рецептора алфа и прогестеронских рецептора што 

последично резултује појавом пролиферативног ефекта уместо синергистичког, адитивног 

цитотоксичног ефекта на ћелије. 

Резултати нашег истраживања указују на то да се цитотоксични и апоптотични 

ефекти комбиноване примене Прогестерона са Метотрексатом и Миотрексатом увећавају 

једино у случају комбиноване примене Прогестерона са Миотрексатом (Графикон 23). У 

случају комбиноване примене Прогестерона и Метотрексата не постоји промена у 

цитотоксичном и апоптотичном дејству у односу на појединачни ефекат испитиваних 

супстанци.  Комбинованом применом Прогестерона и Метотрексата литературни подаци 

указују на то да Прогестерон смањује пропустљивост ћелијске мембране чиме смањује и 

сам цитотоксични ефекат Метотрексата на ћелијској линији тумора дојке (212, 213).  

Најновија истраживања која су вршена на ћелијској линији карцинома оваријума 

HO-8910 указују на то да Прогестерон умањује цитотоксични и апоптотични ефекат 

цисплатине (214). Након комбинованог третмана Прогестероном и Цисплатином 

резултати су показали смањење експресије прогестеронских рецептора и прогестеронске 

рецепторске мембранске компоненте 1 (PGRMC1) и повећање у експресији  

прогестеронске рецепторске мембранске компоненте 2 (PGRMC2). Самостална примена 

Цисплатине резултовала је повећањем експресије прогестеронских рецептора и 

прогестеронске рецепторске мембранске компоненте 1 (PGRMC1) док је примећено 

смањење експресије прогестеронске рецепторске мембранске компоненте 2 (PGRMC2). 

Улога PGRMC1 огледа се и у смањењу експресије гена који учествују у процесу апоптозе 

(Bad, Caspase-3, Caspase-4) тако да је његова експресија измењена код синдрома 

полицистичних јајника и инфертилитета (215).  

Комбинована примена Мифепристона са Метотрексатом у литератури је назначена 

као медикаментозни начин за решавање ектопичних и тубарних трудноћа (216, 217, 218) 

док литературни подаци комбинације Мифепристон-Миотрексат нису доступни. На 

основу наших резултата можемо закључити да комбинација лекова Мифепристон-
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Метотрексат повећава цитотоксични и апоптотични ефекат у односу на појединачни 

ефекат који испољавају оба лека (Графикон 23) као и то да су ефекти комбинације 

Мифепристон-Миотрексат статистички значајнија у поређењу са комбинованом применом 

Мифепристон-Метотрексат и појединачним ефектом испитиваних лекова. 

Након утврђивања цитотоксичних и апоптотичних ефеката испитиваних лекова као 

и улоге женских полних хормона и модулатора њихових рецептора на цитотоксичност 

Метотрексата и Миотрексата на ендометријалну стромалну ћелијску линију, неопходно је 

утврдити механизам којим поменути лекови индукују ћелијску смрт-апоптозу. Такође је 

битно напоменути да су појединачне експресије Bcl-2, BAX и каспазе 3 код третмана 

ендометријалних стромалних ћелија Метотрексатом и Миотрексатом приказани у 

докторској дисертацији Татјане Кастратовић (57). У доступним резултатим истраживање 

које је испитивало појединачне ефекте Метотрексата и Миотрексата али у 

концентрацијама од 8µМ испитиваних супстанци на експресију цитоплазматског Bcl-2 

протеина показано је да се експресија Bcl-2 протеина смањује у ендометријалној 

стромалној ћелијској линији. Експресија Bcl-2 протеина у ћелијама тертираним 

Метотрексатом у концентрацији од 8µМ износила је 19.54% док за Миотрексат исте 

концентрације проценат експресије Bcl-2 протеина износио је 71.35%  (57). Ефекти 

Метротрексата и Миотрексата на експресију каспазе 3 и активног BAXa у истоименом 

истраживању били су следећи: Експресија активне каспазе 3 за Метотрексат 8µМ (7.75%) 

и Миотрексат (37.36%),експресија  активног BAXa за Метотрексат 8µМ (22.9%) и 

Миотрексат (32.42%) (57). Како сваки процес у нашем организму има одређену функцију 

и позитивне као и негативне последице, тако и ћелијска смрт не може да се посматра као 

процес са искључиво негативним последицама. Литературни подаци указују на 

вишеструку корист апоптозе под којима подразумевамо одржавање хомеостазе, у периоду 

интраутериног развоја учествује у формирању органа, формира отиске прстију и 

уништавање оболелих ћелија (131, 219) и многи други процеси. Негативне стране 

апоптозе које за резултат имају настанак обољења као што су малигни тумори или 

бенигни тумори и промене (у које убрајамо и ендометријалне хиперплазије) велики број 

обољења AIDS, неуродегенеративне болести- Алцхајмерова болест, Паркинсонова болест, 

шлог или аутоимунске болести) настају као резултат прекомерне активације или чак 

изостанка процеса апоптозе (219). 
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Баланс између прекомерне активације или изостанка апоптотичног процеса јесте 

баланс који је важан фактор одлуке између болести и здравља. Механизми који учествују 

у овој контроли представљени су протеинима који индукују и протеинима који 

инхибирају процес апоптозе.  

Један од протеина који штите ћелију и индукују пут преживљавања као резултат 

борбе против претећих агенаса јесте цитоплазматски антиапоптотични Bcl-2 протеин. 

Наиме, као резултат одговора ћелије на дејство апоптотичних агенаса експресија 

цитоплазмаског Bcl-2 протеина се смањује што резултира губитком механизама за 

одржавање ћелије у животу и на крају активацијом и егзекуцијом апоптотичног процеса. 

Главне карактеристике тумора (миоми утеруса) у стању без индуковане апоптозе као и 

при индукцији апоптозе помоћу лекова јесте повећана експресија цитоплазматског Bcl-2 

протеина (220, 221). Као резултат повећане експресије Bcl-2 ћелија активира пут 

преживљавања и заобилази механизме којима се може деловати на њу.  

У циљу утврђивања механизама апоптозе који до сада ниси показани на 

ендометријалној стромалној ћелијској линији неопходно је одредити експресију следећих 

протеина Bcl-2, BAX и каспазе 3, а који играју кључну улогу у процесу активације и 

егзекуције апоптозе.  

Један од циљева нашег истраживања било је утврђивање цитоплазматске 

експресије Bcl-2 протеина у ендометријалној стромалној ћелијској линији након третмана 

испитиваним лековима (Ралоксифен, Естроген, Прогестерон, Мифепристон и 

комбинована истовремена примена Ралоксифена и Естрогена) (Слика 12). У истраживању 

које је спроведено од стране Jin Liu и сарадника показано је да Ралоксифен у дози од 10
-

9
М изазива смањење експресије Bcl-2 протеина у примарној култури ћелија изолованих из 

леомиома утеруса (63) док је повећање експресије Bcl-2 протеина примећено у случају 

апликације Прогестерона у ћелијама хуманог утерусног леомиома (222).  Резултати 

истраживања које је вршено на Ishikawa ћелијској линији указују на то да Ралоксифен 

индукује апоптозу ових ћелија (221). До сличних резултата који су везани са смањену 

експресију Bcl-2 протеина на ћелијским линијама карцинома јајника OVCAR-3, SKOV-3 и 

3AO под дејством Мифепристона дошли су Fauvet (206), Li (223), Wang (224) са 

сарадницима. Наши резултати који се односе на експресију Bcl-2 протеина у цитоплазми 

ендометријалних стромалних ћелијских линија након третмана Ралоксифеном 10
-9

М 
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(процентуална експресија Bcl2 61.41%) и Мифепристоном 10µМ (процентуална 

експресија Bcl2 50.45%) (Слика 12) у позитивној су корелацији са литературним 

подацима. Литературни подаци везани за ефекте Прогестерона и Естрогена на способност 

индукције апоптозе објављени су у истраживању које је вршено од стране Viqar и 

сарадника (225) и Formby (226)  у чијим резултатима Прогестерон у дози од 10
-6

М 

индукује апоптозу у малигним епителијалним ћелијама оваријума и ћелијској линији 

карцинома дојке. У нама доступној литератури нема резултата ефекта женских полних 

хормона на експресију Bcl-2 протеина и индукцију апоптозе у ThESC ћелијској линији. 

Наши резултати указују на то да се експресија Bcl-2 протеина смањује након третмана 

Естрогеном 10
-4

 М (48.13%)  и Прогестероном 10
-4

М (51.91%). Интересантно је постојање 

најмање експресије Bcl2 протеина у случају истовременог комбинованог дејства 

Ралоксифена 10
-9

М и Естрогена 10
-4

М (31.17%).  

У циљу утврђивања механизама апоптозе неопходно је одредити експресију BAX a 

и експресију активне (егзекуторне каспазе 3) у ендометријалним стромалним ћелијским 

линијама након третмана испитиваним лековима (Слика 13 и Слика 14).  

Истраживање које је спроведено на ћелијским линијама карцинома простате (227) 

указује на то да Ралоксифен и Естроген узрокују повећање експресије каспазе 3 са 

пратећим смањењем експресије Bcl-2 протеина (што је у позитивној корелацији са 

добијеним резултатима). Истраживања која су везана за експресију BAXа у нормалном 

ткиву дојке и ткиву тумора дојке (228, 229) указују на то да третман Ралоксифеном не 

мења експресију  BAXа у оба испитивана случаја. Резултати нашег истраживања који су 

добијени одређивањем експресије BAXа у ThESC ћелијској линији након појединачног 

третмана Ралоксифеном у дози од 10
-9

М (Слика 13) у супротности су са наведеним 

литературним подацима 228 и 229. Наиме експресија BAXа након третмана Ралоксифеном 

повећана је у односу на контролне ћелије и износи 19.97% док највећи степен експресије 

BAXа присутан је код истовременог комбинованог третмана Ралоксифеном и Естрогеном 

(32.11%). У истраживању које су спровели Palomba и сарадници (230) показано је да 

Ралоксифен узрокује промену у односу Bcl-2/BAX чиме фаворизује и идукује апоптотзу у 

леомиомима утеруса постменопаузалних жена. 
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Резултати нашег истраживања указују на то да након третмана ћелија испитиваним 

супстанцама расте експресија N терминалног тј. активног BAXа (Слика 13) 

(карактеристичан за митохондрије). 

Истраживање спроведено на Ishikawa ћелијској линији (221), ћелијској линији 

карцинома простате показало (227, 232) је да Ралоксифен узрокује повећање експресије 

егзекуторне каспазе 3 и узрокује реализацију апоптотичног пута зависног од 

митохондрија. Слични резултати који су везани за повећање експресије и егзекуцију 

апоптозе од стране активне каспазе 3 узроковану третманом Мифепристоном добијени су 

у истраживањима која су обухватила лутенуизирајуће гранулоза ћелије (233), ћелије 

карцинома дојке (234) и Прогестероном за Jurkat (235) ћелије и хумане сперматозое (236). 

Литературни подаци наглашавају улогу Естрогена у процесу апоптозе у in vivo моделима  

анти-хормонске резистенције (237, 238). Активација апоптозе од стране Естрогена заснива 

се на промени пермеабилитета митохондријалне мембране као и промени у експресији 

Bcl-2 протеина (239). На основу резултата нашег истраживања (Слика 14) можемо 

закључити да се експресија активне каспазе 3 повећава почевши од Ралоксифеном 

третираних ћелија (15.42%) до највећег степена експресије активне каспазе 3 који је био 

присутан код истовременог комбинованог третмана Ралоксифеном и Естрогеном (35.05%). 

На основу резултата нашег истраживања можемо закључити да све испитиване 

супстанце индукују апоптозу у ендометријалној стромалној ћелијској линији као и то да је 

највећи степен апоптотичног дејства (при најнижим токсичним дозама) присутан у случају 

истовремене апликације Ралоксифена и Естрогена. Овим можемо рећи да се пут којим 

испитивани лекови индукују апоптотзу остварује смањењем експресије Bcl-2, повећањем 

експресије BAXа и активацијом каспазе 3, што указује на индукцију апоптозе од стране 

митохондријалног пута. Такође резултати указују на то да Естроген повећава 

цитотоксични ефекат Ралоксифена, Метотрексата и Миотрексата. У вези са другим 

полним хормоном, Прогестероном, резултати нашег истраживања указују на то да 

Прогестерон смањује или не мења значајно цитотоксични ефекат Мифепристона, 

Метотрексата и Миотрексата када се примени у пред или посттретману. 

Међутим у резултатима се показује да посттретман Ралоксифеном појачава 

цитотоксични ефекат Метотрексата и Миотрексата који они појединачно испољавају на 

ендометријалну стромалну ћелијску линију. Наши резултати су у позитивној корелацији 
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са резултатима истраживања које су објавили Fryar (196) и Das (197) који су показали да 

постретман Ралоксифеном увећава цитотоксични ефекат Метотрексата и 5 флуоро 

урацила на ћелије карцинома дојке и коштане сржи. У циљу испитивања механизама 

апоптотичног дејстав поменутих комбинација одређивана је експресија Bcl-2 и BAX 

протеина након тертмана испитиваним супстанцама у периоду од 24 часа (Слика 15). 

Добијени резултати су у позитивној корелацији са нивоима експресије испитиваних 

протеина као и механизму апоптотичног дејства. Наиме експресија Bcl-2 протеина у 

ћелијама које су третиране Метотрексатом или Миотрексатом у дозама од 1µМ потом 

Ралоксифеном у дози од 10
-9

М, била је смањена у односу на контролну групу ћелија. За 

комбинацију Метотрексат-Ралоксифен износила је 15.99% док је за комбинацију 

Миотрексат-Ралоксифен износила 13.22%. 

 Одређивање експресије BAX код ћелија карцинома стомака (240) показала су да 

Метотрексат изазива повећање експресије овог протеина. У истраживању које је 

спроведено на пацовима примећено је да апликација Метотрексата зауставља процес 

сперматогенезе и индукује апоптозу germ ћелија променом у односу експресије Bcl-2/BAX 

у корист BAXа. Резултати експресије Bcl-2 и BAXа након посттретмана Ралоксифеном 

(предходио третман Метотрексатом или Миотрексатом) које смо добили у нашем 

експерименту позитивно корелирају са литературним подацима и указују на активацију 

апоптотичног пута митохондријалним механизмом. 

 

6. ЗАКЉУЧАК 

На основу резултата који су били предмет истраживања докторске дисертације донети су 

следећи закључци: 

- Све испитиване супстанце испољавају цитотоксични ефекат на ендометријалну 

стромалну ћелијску линију 

- Ефекат женског полног хормона Естрогена и селективног модулатора естрогенских 

рецептора Ралоксифена  на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата усмерена 

је у правцу повећања цитотоксичног ефекта (могући механизам у смислу узајамног 

синергистичког ефекта) 
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- Апликацијом нетоксичних доза Метотрексата или Миотрексата потом у 

Ралоксифена у дози од 10
-9

М долази до појаве повећања цитотоксичног ефекта 

Метотрексата или Миотрексата (интерреакција Метотрексата или Миотрексата са 

Ралоксифеном амплификује и значајно повећава цитотоксични ефекат) 

- Прогестерон и модулатор прогестеронског рецептора Мифепристон, комбинованом 

применом умањују цитотоксичне ефекте испитиваних супстанци (могући 

антагонистички ефекат) 

- Механизам апоптозе испитиваних супстанци одвија се активацијом 

митохондријалног пута (смањењем експресије цитоплазматског Bcl-2 протеина, као 

и повећањем у експресији BAXпротеина и активне каспазе3) 

- Потребно је испитати механизме активације и индукције апоптотичних механизама 

који се одвијају под дејством испитиваних лекова на осталим ћелијским линијама 

тумора као и на животињским моделима људских болести. 
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ендометријалне хиперплазије представљају повишени ниво и продужено деловање 

естрогена са изостанком прогестеронског дејства у утерусу.  

Циљ: Циљ овог истраживања било је утврђивање појединачног и комбинованог ефекта 

испитиваних лекова (Ралоксифен, Мифепристон) и женских полних хормона (Естроген и 

Прогестерон) на цитотоксични и апоптотични ефекат Метотрексата и Миотрексата као и 

утврђивање механизама апоптозе у ендометријалној стромалној ћелијској линији. 

Методе: Ћелијска линија која је коришћена за испитивање представља хумане 

ендометријалне стромалне ћелије налик на фибробласте ThESC ћелијска линија. Ћелије су 

биле подељене на две групе- експериментална група ћелија (ћелије третиране 

испитиваним супстанцама) и контролна група ћелија (ћелије без третмана). Ћелије су 

третиране растворима различитих концентрација испитиваних супстанци Ралоксифен, 

Мифепристон, Естроген, Прогестерон, Метотрексат и Миотрексат у периоду од 24 часа. 

Након третмана испитиваним супстанцама (појединачно и у комбинацијама) од 24 часа 

користећи МТТ тест одређиван је цитотоксични ефекат испитиваних супстанци, потом 

коришћењем методе Annexin V FITC одређиван је проценат апоптотичних ћелија 

експерименталне групе и методом имунофлуоросценције одређиване су експресија и 

локализација кључних протеина за апоптозу. Упоређивање добијених резултата 

спроведених метода вршено је између експериметалне и контролне групе ћелија. Методом 

имунофлуоросценције утврђен је и механизам апоптотичног дејства испитиваних 

супстанци што до сада у истраживањима није показано. 

Резултати: Уочава се да Метотрексат, Миотрексат и Ралоксифен испољавају цитотоксични 

ефекат који је у позитивној корелацији са концетрацијама ових супстанци. Највећи степен 

цитотоксичности је у дози од 16 µМ за Миотрексат (41,23%) и Метотрексат (26,66%). 

Појединачни цитотоксични ефекат различитих доза Естрогена није дозно зависан тако да 

при највећој дози Естроген 10
-4

М цитотоксичност износи 8.59% са израженом статистички 

значајном разликом у односу на преостале испитиване дозе Естрогена. Доза Естрогена 10
-

9
М испољава највећу цитотоксичност (29.68%) и показује постојање статистички значајне 

разлике у односу на предходно испитиване дозе Естрогена (10
-4

, 10
-7

 и 10
-8

М). Код 

комбиноване примене, предтретман Ралоксифеном у комбинацији са најнижом дозом 

естрогена показује цитотоксичност 42.53% док предтретман најнижом дозом естрогена 

потом Ралоксифеном даје цитотоксичност која износи 34.73%. Комбинација оба 

испитивана лека има већу цитотоксичност у односу на обе појединачне цитотоксичности 

естрогена и Ралоксифена (29.09 и 5.09%). У случају када је предтретман вршен најнижом 



дозом цитостатика (Метотрексат, Миотрексат) потом Ралоксифеном у фиксној дози 

цитотоксичности су показивале веће вредности (34.34 и 38.78%) у односу на појединачне 

цитотоксичности лекова као и у односу на цитотоксичност која је била присутна уколико 

се предтретман врши са Ралоксифеном (14.17 и 6.44%). Естроген дат 24 часа пре 

Метотрексата и Миотрексата у значајном повећава цитотокисчност (40.90-48.27%) у 

односу на појединачни ефекат испитиваних лекова (6.82-29.68%). Комбинована примена 

Ралоксифена-Естрогена и Метотрексата испољила је највећи степен цитотоксичности у 

односу на цитотоксични ефекат који је испољен када се третман врши у комбинацијама 

естроген 24 часа потом Ралоксифен и Метотрексат-Миотрексат и у случају Естроген и 

Ралоксифен 24 часа потом Метотрексат или Миотрексат. Прогестерон и модулатор 

прогестеронског рецептора Мифепристон, комбинованом применом умањују 

цитотоксичне ефекте испитиваних супстанци. 

Закључак: На основу резултата који су били предмет истраживања докторске дисертације 

донети су следећи закључци: 

- Све испитиване супстанце испољавају цитотоксични ефекат на ендометријалну 

стромалну ћелијску линију. 

- Ефекат женског полног хормона Естрогена и селективног модулатора естрогенских 

рецептора Ралоксифена  на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата усмерена 

је у правцу повећања цитотоксичног ефекта. 

- Апликацијом нетоксичних доза Метотрексата или Миотрексата потом у 

Ралоксифена у дози од 10
-9

М долази до појаве повећања цитотоксичног ефекта 

Метотрексата или Миотрексата. 

- Прогестерон и модулатор прогестеронског рецептора Мифепристон, комбинованом 

применом умањују цитотоксичне ефекте испитиваних супстанци. 

- Механизам апоптозе испитиваних супстанци одвија се активацијом 

митохондријалног пута (смањењем експресије цитоплазматског Bcl-2 протеина, као 

и повећањем у експресији BAXпротеина и активне каспазе3).  
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Aim: The aim of this study was to investigate single and combined effects of Raloxifene, 

Mifepristone, female sex hormones (Estrogen and Progesterone) on both cytotoxic and apoptotic 

effect of Methotrexate and Myotrexate and to the determinate their apoptotic mechanism in the 

endometrial stromal cell line. 
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Method: The cell line used for the experiments represents fibroblast like, human endometrial 

stromal cell line, ThESC cell line. The cells were divided into two groups- experimental group 

(cells treated with investigated substances) and control group of the cells (untreated cells). 

Treatment of the cells was performed with solutions of investigated substances (Raloxifene, 

Mifepristone, Estrogen, Progesterone, Methotrexate and Myotrexate) with different 

concentrations for 24 hour period. After 24 hour of single and combined treatment with 

investigated substances MTT assay was used in order to determine cytotoxic effect, followed by 

Annexin V FITC assay for determination of the percentage of apoptotic cells and by using 

immunofluoroscence method both expression and localization of key regulatory apoptotic 

proteins were determined.  Results obtained using all methods were compared between 

experimental and control group of the cells. Using immunofluoroscence method the precise 

apoptotic mechanism was determined which by now had not been showed in ongoing 

experiments. 

Results: Obtained result show that cytotoxic effect of Methotrexate, Myotrexate and Raloxifene 

had dose dependant manner. The highest cytotoxic effect was present in 16 µМ dose both for 

Myotrexate and (41.23%), Methotrexate (26.66%). Single cytotoxic effect for estrogen did not 

express dose dependence, for the highest estrogen dose 10
-4

М cytotoxicity was 8.59% and it 

showed statistically significant difference compared to other doses of estrogen. The most 

cytotoxic dose of estrogen 10
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М (29.68%) showed statistically significant difference compared 

to other investigated doses of estrogen (10
-4

, 10
-7

 и 10
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М). Combined effect of Raloxifene 

pretreatment followed with lowest estrogen dose expressed cytotoxic effect of 42.53%, while 

cytotoxic effect in the case of estrogen pretreatment followed by Raloxifene was 34.73%. 

Combined use of both investigated drugs had higher cytotoxic effect compared to their single 

cytotoxic effect (29.09 and 5.09%). In the case when the pretreatment was conducted with the 

lowest dose of cytostatic (Methotrexate, Myotrexate) followed with Raloxifene, cytotoxic effect 

of used combination was statistically higher (34.34 and 38.78%) compared to single cytotoxic 

effects of investigated drugs and also in the case when pretreatment was conducted with 

Raloxifene (14.17 и 6.44%) followed by Methotrexate or Myotrexate. Estrogen application 24 

hour prior to Methotrexate or Myotrexate statistically higher cytotoxic effect (40.90-48.27%) 

compare to the single cytotoxic effect of investigated drugs (6.82-29.68%). Following 

combination Raloxifene 24h-Estrogen and Methotrexate had highest cytotoxic effect compared 

to the cytotoxic effect of other combinations that included Estrogen 24h followed by Raloxifene 

and Methotrexate or Myotrexate. Both progesterone and Mifepristone caused lowering of the 

cytotoxic effect of investigated drugs when being used in combination. 

Conclusion: Based on the results conducted in this doctoral thesis research the following 

conclusions were obtained: 

- All investigated substances have cytotoxic effect on endometrial stromal cell line 



- Both estrogen and Raloxifene express positive effect, by increasing cytotoxicity effect of 

both Methotrexate and Myotrexate. 

- Pretreatment with non toxic doses of both Methotrexate and Myotrexate followed by 

Raloxifene 10
-9

М cause amplification in cytotoxicity of both drugs.    

- Progesterone combined with Mifepristone caused lowering of the cytotoxic effects of 

investigated substances (Methotrexate and Myotrexate). 

- Investigated substances induce apoptosis by activation of mitochondrial apoptotic 

pathway (lowering in the expression of cytoplasmic Bcl-2 and over expression of both 

BAX and caspase 3).  
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