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Сажетак 

Увод: Халкони су хетероциклична једињења која представљају прекурсоре у 

биосинтези флавоноида и других биолошки активних хетероцикличних једињења. 

Хемијска структура халкона, коју карактеришу два ароматична прстена повезана α, β – 

незасићеним карбонилним системом са три угљеникова атома, омогућава широк 

спектар биолошких активности од којих су најзначајнија антитуморска, 

антиинфламаторна и антиокидативна дејства. 

Циљ: Циљ овог истраживања био је испитивање потенцијалног антитуморског ефекта 

и механизма деловања седам аналога халкона (Х1, Х2, Х3, Х4, Х5, Х6, Х7) на три 

различите врсте хуманих туморских ћелија (HeLa, HCT-116 и MDA-MB-231 ћелијске 

линије) и на здравe фибробласте као контролне ћелије (MRC-5). Као контролне 

супстанце коришћене су цисплатина (cisPt) и дехидрозингерон (ДХЗ). 

Методе: Цитотоксични ефекат анализиран је употребом МТТ теста након 24 и 48 

часовне инкубације туморских ћелија различитим концентрацијама испитиваних 

халкона Х1-Х7 и референтних супстанци (cisPt и ДХЗ). Тип ћелијске смрти одређен је 

коришћењем проточне цитометрије (flow) коришћењем бојења Annexin V-FITC/7-AAD, 

док је екпресија, активација и локализација регулаторних протеина апоптозе одређена 

коришћењем метода проточне цитометрије и имунофлуоресцентне микроскопије. Као 

део екперимента, методом проточне цитометрије анализиран је утицај аутофагије на 

промену процента цитотоксичности испитиваних халкона. 

Резултати: Испитивани халкони Х1-Х7 показују снажну антитуморску активност која 

је у већем броју параметара ефикаснија у односу цисплатину. Такође, испитивани 

халкони индукују апоптозу туморских ћелија путем активације митохондријалног 

апоптотског пута, при чему халкони резултују повећање експресије регулаторних 

апоптотских протеина у третираним туморским ћелијама у односу на нетретиране, 

контролне ћелије. Испитивани халкони у одређеној мери индукују аутофагију у 

туморским ћелијама што доприноси њиховој цитотоксичности. 

Кључне речи: Аналози халкона, антитуморски ефекат, цитотоксичност, апоптоза, 

хумане туморске ћелије.



 

 

Abstract 

Introduction: Chalcones represents precursors in the biosynthesis of flavonoids, 

isoflavonoids and other biologically active heterocyclic compounds. The chemical structure 

of the chalcones is characterized by two aromatic rings connected by α, β – unsaturated 

carbonyl system with three carbon atoms. Chemical structure of chalcones is responsible for 

their antitumor, antiinflammatory and antioxidant effects. 

Aim: The main goal of this study was examine cytotoxic and apoptotic effect of the seven 

chalcone analogues (Х1, Х2, Х3, Х4, Х5, Х6, Х7) on three different types of human tumor 

cells (HeLa - human cervical cancer, HCT-116 - human colon cancer and MDA-MB-231 - 

human breast adenocarcinoma) and healthy fibroblasts as control cells (MRC-5). 

Method: The cytotoxic effect was analyzed using the MTT assay after 24 and 48 hour 

incubation of tumor cells at different concentrations of the tested Х1-Х7 chalcones and 

reference substances (cisPt and ДХЗ). Cell death type (relative ratio of apoptotic and necrotic 

cells) was determined using flow cytometry using Annexin V-FITC / 7-AAD staining, while 

expression, activation and localization of apoptosis regulatory proteins were determined 

using flow cytometry and immunofluorescence microscopy. As part of the experiment, by 

flow cytometry was analyzed the contribution of autophagy in the process of apoptosis 

induced by the tested chalcone analogues was determined. 

Results: The examined chalcones Х1-Х7 show strong antitumor activity which is more 

effective compared to cisplatin. Also, the examined chalcones Х1-Х7 induce cell death via 

activation of apoptosis in the tumor cells. The investigated chalcones achieve an effective 

apoptotic effect by activating the mitochondrial apoptotic pathway, resulting increased in 

expression of regulatory apoptotic proteins in treated tumor cells compared to untreated, 

control cells. Also, the examined chalcones to induce autophagy in tumor cells, which 

contributes to their cytotoxicity. 

Key words: chalcone analogues, antitumor effect, cytotoxicity, apoptosis, human tumor 

cells. 
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1. Увод 
 

1.1. Канцерогенеза 
 

Канцер представља групу обољења које карактеришу нерегулисани раст, висок 

степен инвазивности и пролиферације ћелија са места њиховог настанка на друга, 

удаљена места у организму. Класификовано је преко сто врста карцинома који могу 

бити примарно локализовани у различитим ткивима. На пример, око 85% канцера 

може бити локализовано у епителним ћелијама и ови канцери се класификују као 

карциноми. Канцери који су присутни у ћелијама мезодерма (на пример ћелије костију 

и мишића) класификује се као саркоми, док се карциноми жлезданог ткива (на пример 

дојке) класификују као аденокарциноми (1). 

Све врсте канцера се класификују или према врсти ткива у коме су 

локализовани или према примарном месту њиховог настанка (2).  

Према првој класификацији, канцери су разврстани у шест главних категорија: 

карциноми, саркоми, мијеломи, леукемије, лимфоми и мешовите врсте канцера.  

1. Карциноми представљају малигне туморе епителних ћелија коже и 

слузнице, при чему најчешће захватају секреторне органе као што су 

дојка, плућа, бешика, простата и дебело црево.  

Карцином су подељени у две подгрупе: аденокарциноми (развијају се у 

секреторним жлездама) и сквамозни карциноми који представљају један 

од главних врста канцера коже. 

2. Саркоми представљају малигне туморе ћелија везивних и потпорних 

ткива, као што су мишићи, тетиве, меко ткиво, хрскавица, кости, крвни 

и лимфни судови и углавном се јављају у виду болних маса која имају 

изглед ткива у коме се развијају (3–5). 

3. Мијеломи представљају туморе плазма ћелија косне сржи. Ова врста 

канцера често се назива вишеструки мијелом (енгл. multiple myeloma). 

Настанак и развој мијелома онемогућава продукцију антитела од стране 

плазма ћелија доводећи до слабљења имунског система, развоја анемије 

и повећане подложности инфекцијама. (6,7).  
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4. Леукемије представљају туморе крвних ћелија косне сржи и лимфног 

система који се карактеришу прекомерном продукцијом незрелих 

лимфоцита. Тако, у условима канцерогенезе косна срж производи 

лимфоците који немају протективну улогу, што узрокује склоност 

организма ка инфекцији. Леукемија утиче и на црвене крвне ћелије при 

чему може доћи до високог степена згрушавања крви и умора који је 

узрокован анемијом. У зависности од тога која врста крвних ћелија је 

захваћена леукемијом разликују се: гранулоцитна леукемија, 

лимфоцитна леукемија и еритремија (8). 

5. Лимфоми представљају туморе лимфног система који се развијају у 

жлездама и лимфним чворовима. Разликују се две подгрупе лимфома: 

Хоџкинови лимфоми (енгл. Hodgkin lymphoma, код којих туморске 

ћелије замењују лимфоците при чему је компромитован имунски 

систем) и не-Хоџкинови лимфоми (енгл. Non-Hodgkin lymphoma) од 

којих су најчешћи дифузни Б-ћелијски лимфом и фоликуларни лимфом. 

Reed-Sternberg-ове ћелије које су присутне искључиво код Хоџкинових 

лимфома представљају диференцијално дијагностички маркер за две 

поменуте подгрупе лимфома (9). 

6. Мешовите врсте канцера садрже две или више компоненти канцера које 

могу бити унутар једне категорије или из више различитих категорија, 

при чему се могу разликовати аденосквамозни канцер, мешовити 

мезодермални канцер, карциносарком или тератокарцином. 

Према примарном месту настанка канцера, најчешћа места на којима се канцер 

развија су: кожа, плућа, груди, материца, колон и ректум. Ћелије канцера могу 

мигрирати кроз крвне судове и ткива што резултује њиховом инвазијом, 

размножавањем на различитим локацијама у организму (процес се назива метастаза и 

представља главни узрок смрти од канцера) (2).  

Канцери различитог порекла поседују бројне карактеристике које се огледају у 

различитим молекуларним механизмима канцерогенезе унутар сваке врсте ћелија. 

Међутим, и поред бројних молекуларних механизама који су укључени у 

канцерогенезу, крајњи циљ свих ћелија канцера је исти – инвазија, преузимање и 

модулација нормалних функција ћелије у правцу њеног потпуног уништења. Према 

овоме, све врсте канцерогених ћелија имају низ способности за преживљавање и 

избегавање механизма одбране, од којих су најпознатије: способност за аутономне 
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сигнале раста, резистентност на инхибиторе раста, способност инхибиције апоптозе, 

способност неограниченог процеса репликације, способност ангиогенезе (формирање 

нових крвних судова), као и карактеристике инвазије и метастазе (10,11). 

На ћелијској мембрани сваке ћелије присутни су бројни рецептори који 

омогућавају пренос сигнала из међућелијског простора у унутрашњост ћелије. 

Сигнални путеви трансдукције представљају међумолекулске интеракције које се 

огледају у сукцесивном преношењу сигнала унутар ћелије који доводе до промене у 

функцијама ћелије или промене у експресији одређених гена (12). Промене у 

сигналним путевима трансдукције (као што је нерегулисани раст ћелија) резултују 

трансформацијом здравих ћелија у правцу канцерогенезе. 

Процес канцерогенезе карактеришу промене на ћелијском и генетском нивоу, 

као и неконтролисана деоба ћелија. Деоба ћелија (митоза) представља физиолошки 

процес који се одвија у свим ткивима и под одређеним условима, где се одржава 

равнотежа између пролиферације и програмиране ћелијске смрти у циљу одржавања 

интегритета ткива и органа.  

Канцерогенеза настаје као последица промене у секвенци DNK молекула или 

мутације (13). Кључни корак у канцерогенези ћелија представља серија мутација 

одређених класа гена који регулишу раст и диференцијацију ћелија (као што су 

онкогени, тумор супресорски гени и microRNK гени) (14,15). Поменуте мутације гена 

могу да се јаве у виду адиције нуклеотида или одређених база DNK молекула, делеције 

хромозома или инхибиције или активације microRNK молекула који контролише 

експресију од 100 до 500 гена (16,17).  

Такође, на развој малигног фенотипа  канцерогених ћелија утичу повећана 

експресија онкогена, дисрегулација тумор супресорских гена и немогућност репарације 

DNK молекула чиме је омогућено преживљавање и неконтролисана деоба 

канцерогених ћелија (15).  Нагомилавање поменутих генетских промена, као што су 

активирање протоонкогена у онкогене, дисрегулација тумор супресорских гена и 

немогућност репарације DNK гена резултују неконтролисаним растом и 

пролиферацијом канцерогених ћелија. 

Онкогени представљају мутиране гене који кодирају синтезу нефункционалних 

протеина који су укључени у сигналне путеве неконтролисане деобе и повећане 

пролиферације канцерогених ћелија. У геному човека идентификовано је преко сто 

врста онкогена, а један од њих је RAS мутирани ген који је активиран у канцерогеним 

ћелијама плућа, јајника, колона и панкреаса (18–21).  
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RAS мутирани ген кодира синтезу Ras протеина који активира два сигнална 

механизма. Први сигнални механизам је MAPK (митоген активиран протеин киназни 

пут, енгл. mitogen-activated protein kinase) чија активација резултује транскрипцијом 

гена укључених у раст и пролиферацију ћелија (22).  

Други механизам представља активирање PI3K/AKT/mTOR сигналног пута 

(фосфатидилинозитол-3-киназни пут) који сигналном каскадом доводи до инхибирања 

процеса апоптозе (23).  

За разлику од онкогена, неки гени доприносе развоју канцерогенезе када су 

инактивирани. Ова група гена представља тумор супресорске гене при чему је у геному 

човека идентификовано више од 15 врста ових гена. Наиме, тумор супресорски гени 

кодирају синтезу протеина који имају улогу у заустављању ћелијског циклуса и деобе 

ћелија (24). Мутација ових гена резултује синтезом нефункционалних протеина који 

нису у могућности да спрече пролиферацију ћелија (25,26). 

TP53 тумор супресорски ген је најчешћи мутирани ген у хуманим канцерогеним 

ћелијама који доприноси развоју канцерогенезе (27). TP53 ген кодира синтезу 

транскрипционог фактора p53 као одговор на патогене стимулусе као што су оштећење 

DNK молекула, хипоксија, оксидативни стрес, јонизујуће зрачење и онкогена 

хиперпролиферација  (28,29).  

p53 транскрипциони фактор се синтетише у једру ћелије где се директно везује 

за DNK молекул. Након оштећења DNK молекула p53 представља регулатор који 

усмерава ћелију или ка репарацији молекула DNK или ка активирању апоптозе (30–32). 

Осим овога, p53 транскрипциони фактор има улогу у регулацији ћелијског циклуса и 

преласка ћелије из G1 у S фазу, и из G2 у M фазу ћелијског циклуса (33–35), као и 

улогу у процесима аутофагије (32,36,37), митотске катастрофе (38–40) и ангиогенезе 

(41,42). Улога p53 фактора транскрипције зависи од нивоа оштећења DNK молекула 

(Слика 1). Услед своје вишеструке улоге у ћелији p53 транскрипциони фактор је добио 

назив „чувар генома“.  
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Слика 1. Улога p53 на ниво оштећења молекула DNK. У физиолошким условима 

ћелијске пролиферације смањена је експресија p53 протеина услед његове деградације 

посредоване убиквитином. Оштећење DNK молекула резултује активацијом p53 

протеина који је активан и стабилан у свом фосфорилисаном облику. Активни p53 

протеин подстиче вијабилност ћелије покретањем ћелијског циклуса, регулише 

репарацију DNK молекула и индукује аутофагију. У условима оштећења молекула DNK 

при којима репарација није могућа, p53 протеин има про-апоптотичну улогу и 

усмерава ћелију ка активирању апоптозе, док аутофагија има улогу алтернативног 

механизма за уклањање оштећених ћелија (35). 

 

1.1.1. Учесталост канцера 

 

Kарциноми представљају главни узрок смрти у популацији широм света, иако 

Подаци Националног Центра за Здравствену Статистику у Сједињеним Америчким 

Државама извештавају непрекидан пад стопе смртности од карцинома у периоду од 

1991. до 2017. године (43). Међутим, пад стопе смртности у поменутом периоду 

испитиван је праћењем укупне стопе смртности за четири најучесталија типа 

карцинома (карцином плућа, колона, дојке и простате), при чему је пад стопе 

смртности забележен једино за карцином плућа док код остала три карцинома у 
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периоду од 2008. до 2017. године није забележен значајан напредак. Подаци 

Националног Центра за Здравствену Статистику предвиђају у 2020. години преко 1,5 

милиона нових пацијената оболелих од карцинома и преко 500,000 смртних исхода у 

Сједињеним Америчким Државама (43). 

У Србији oд 1999. до 2009. године забележена је највиша стопа смртности од 

канцера у Европи и четврта највећа стопа смртности у свету. Међутим, у периоду од 

2009. године стопа смртности од канцера у Србији била је смањена за око 0,9% 

годишње али и даље Србија заузима исту позицију као четврта земља са највећом 

стопом смртности од канцера у свету (44).  

Највећи пораст инциденце и морталитета код мушке популације у Србији у 

периоду од 2011. до 2015. године забележен је за канцер плућа (31%), колона (13%) и 

простате (8,4%), док је највећи пораст инциденце и морталитета код женске популације 

у Србији забележен за канцер дојке (18,3%), плућа (15,4%), колона (11,5%) и цервикса 

(4,9%) (44,45). 

С обзиром на то да Национални Центар за Здравствену Статистику предвиђа у 

2030-ој години повећан број оболелих од малигнитета у свету на 23,6 милиона и 

повећан број преминулих на 13 милиона годишње, неопходно је пронаћи ефикасније 

начине за правовремено дијагностиковање и ефикасно лечење малигних тумора (46). 

Услед повећане учесталости канцера у Србији, циљ овог истраживања био је да се 

обухвате карциноми различитих ткива: цервикса, колона и дојке, чија је учесталост у 

Србији повећана. Обзиром да канцерогене ћелије имају способност инхибиције 

програмиране ћелијске смрти, што резултује пролиферацијом неопластичних ћелија, 

напредак у лечењу карцинома усмерен је ка развоју нових супстанци које индукују 

програмирану ћелијску смрт искључиво канцерогених ћелија. 

 

1.2. Програмирана ћелијска смрт 
 

Термин „програмирана ћелијска смрт“ представља строго регулисан процес 

смрти ћелије који је контролисан од стране ванћелијских и унутарћелијских сигнала. 

Контролисан процес смрти ћелија има значајну улогу у развоју, одржавању хомеостазе 

ткива, неоплазији и дегенерацији (47–50). Процес програмиране ћелијске смрти први је 

уочио Walther Flamming крајем 19. века и описао га као облик спонтане ћелијске смрти 

који се разликује од других облика ћелијске смрти  (51). Овај облик спонтане ћелијске 

смрти 1972. године Kerr и сарадници су описали као апоптозу (52). 
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Апоптоза се одвија током развоја, хомеостазе, старења као и одбрамбени 

механизам попут имунских реакција или реакција при оштећењу ћелија (53,54). 

Апоптоза представља енергетски зависан процес који подразумева активирање цистеин 

аспартил протеаза које се називају каспазе (енгл. caspases; cystein-dependent aspartate-

specific proteases) (55). До 2000. године  процес апоптозе био је поистовећен са појмом 

програмиране ћелијске смрти, међутим новија истраживања су показала да постоје не-

апоптотични облици програмиране ћелијске смрти, као што су аутофагија, некроптоза 

и параптоза (56). 

Аутофагија је процес програмиране ћелијске смрти који може бити индукован у 

свим еукариотским ћелијама и представља процес динамичког преуређивања, 

рециклирања субцелуларних мембрана, цитоплазме и органела, формирања 

аутофагозома који се у лизозомима разграђује. Процес аутофагије је енергетски 

зависан процес који зависи од континуиране синтезе протеина и не зависи од 

активности каспаза (57,58). 

Некроптоза (запаљенска ћелијска смрт) представља процес контролисане или 

програмиране некрозе који се индукује истим сигналима као и апоптоза, али се јавља 

искључиво у условима при којима је апоптоза генетски или хемијски инхибирана 

(56,59). Према овоме, апоптотски и некроптотски механизми могу обухватати 

заједничке сигналне молекуле попут активатора или инхибитора механизма деловања. 

Неколико рецептора смрти, као што су Fas и TNFR рецептори, осим апоптозе индукују 

и некроптозу. Процес некроптозе представља вирусни одбрамбени механизам који не 

зависи од каспаза и који у присуству инхибитора вирусне каспазе ограничава 

репликацију вируса (60,61). 

Sperandio и сарадници 2000. године (62) описали су један алтернативни облик 

програмиране ћелијске смрти који се назива параптоза. Параптоза се морфолошки и 

биохемијски разликује од апоптозе, независна је од инхибитора каспазе и активира се 

алтернативним путем активирања каспазе-9 који је независан од протеина Apaf-1. 

Параптоза се индукује током развоја, у трансгеним моделима Хaнтингтонове болести и 

амиотрофичној латералној склерози (63–65). 

 

1.2.1. Апоптоза 

 

Процес апоптозе карактеришу различите морфолошке промене ћелије праћене 

сузбијањем органела, фрагментацијом DNK молекула, бубрењем плазмалеме и 
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пикнозом која представља најзначајнију морфолошку карактеристику апоптотичне 

ћелије. Настале морфолошке промене последично доводе до фрагментације ћелије на 

мање делове који су окружени мембраном и настанка апоптотских тела (61,66). 

Апоптотска тела се уклањају фагоцитозом од стране макрофага, паренхимских или 

неопластичних ћелија и деградирају се унутар фаголизозома. Овим начином 

деградације апоптотских тела онемогућено је ослобађање њиховог садржаја у 

интерстицијско ткиво. Фагоцитозом апоптотских тела долази до инхибиције 

секундарне некрозе и одсуства продукције анти-инфламаторних цитокина (67). 

Поред морфолошких промена, апоптозу карактеришу одређене биохемијске 

промене ћелије које подразумевају екстернализацију фосфатидилсерина и активирање 

каспаза што резултује ослобађањем ћелијских компоненти и лизе ћелија (68,69). 

Нарушена регулација ћелијске смрти може довести до развоја различитих 

обољења као што су канцер, синдром аутоимунске дефицијенције, 

неуродегенеративних болести као што су Паркинсонова (70,71), Алцхајмерова (72) и 

Хaнтингтонова болест, као и развоја амиотрофичне латералне склерозе (73–75). 

Поменута патолошка стања могу бити последица сузбијања процеса апоптозе (канцер) 

или пак могу настати као резултат прекомерне активације апоптозе (аутоимунске, 

неуродегенеративне болести и исхемија).  

Током канцерогенезе, канцерогене ћелије садрже бројне молекулске механизме 

који доводе до сузбијања процеса апоптозе. Тако, један од првих и најјачих 

одбрамбених механизама којим туморске ћелије стичу отпорност на апоптозу је 

повећана експресија анти-апоптотичних протеина, као што је Bcl-2 или смањена 

експресија про-апоптотичних протеина, као што је Bax. 

 Експресију Bcl-2 и Bax-а регулише p53 тумор супресорски ген који представља 

најчешћи мутирани ген у хуманој канцерогенези (76). Такође,  p53 тумор супресорски 

ген регулише ћелијски циклус (односно зауставља ћелијски циклус у G1/S фази у 

регулационој тачки за препознавање оштећеног DNK молекула), активира протеине за 

репарацију DNK молекула и уводи ћелију у апоптозу уколико није могућа репарација 

DNK молекула (77,78). 

 

1.2.1.1. Каспазе 

 

Бројни физиолошки и патолошки фактори индукују процес апоптозе путем 

активирања каспаза. Каспазе представљају групу специфичних цистеин аспартил 
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протеаза чија је главна улога иницијација и егзекуција процеса апоптозе. Ове 

специфичне протеазе представљају ендопептидазе које су локализоване у цитосолу 

ћелије и чији цистеински бочни ланац врши каталитичко раскидање пептидних веза 

супстрата који садрже аспарагинску аминокиселинску секвенцу. 

Каспазе се синтетишу у ћелијама у неактивном или зимогеном облику који је 

познат под називом про-каспаза (79–81). Про-каспазе садрже четири домена: NH2-

терминални продомен чија се дужина аминокиселинског остатка разликује у 

зависности од каспазе; велике субјединице дужине од око 20 килодалтона (kDa); мале 

субјединице дужине од око 10 kDa; и региона који повезује малу и велику субјединицу, 

при чему неке каспазе не садрже овај везујући регион.  

Активирање каспаза подразумева протеолитичко раскидање пептидних веза које 

резултује раздвајањем велике и мале субјединице уз формирање хетеротетрамерног 

комплекса који се састоји од две велике и две мале субјединице (82,83). 

Каспазе се разликују по дужини NH2-терминалног продомена који може бити 

дужи или краћи. Дужи NH2-терминални продомен садржи регион који је неопходан за 

везивање адаптерних молекула као што су домен ефектора смрти (DED – death effector 

domains) и домен регрутовања каспаза (CARD – caspase recruitment domains) (Слика 2) 

(84). Процес активирања каспаза остварује се хидрофобним интеракцијама путем DED-

DED контакта или електростатичким интеракцијама путем CARD-CARD контакта 

(82,85,86). 
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Слика 2. Каспазе (цистеин аспартил специфичне протеазе) представљају специфичне 

протеазе које врше каталитичко разлагање супстрата који садржи аминокиселински 

остатак аспарагинске киселине. Каспазе које учествују у апоптози означене су 

цревеном бојом (ефекторне каспазе) и љубичастом бојом (иницијаторне каспазе). 

Положај раскидања пептидних веза и раздвајања каспаза на велику и малу субјединицу 

обележен је великом стрелицом, док су остали рестрикциони положаји обележени 
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мањим стрелицама. Све каспазе садрже четири петље које формирају каталитички 

простор и означене су са L1, L2, L3 и L4 , док је каталитички цистеински остатак 

означен црвеном линијом на почетку L2 петље (85). 

 

На основу своје функције каспазе се могу поделити на две основне групе:  

- Инфламаторне каспазе – које учествују у процесу инфламације, односно 

активирању цитокина (каспазе -1, -4, -5, -11, -12, -13 и -14) и  

-   Апоптотске каспазе – које учествују у процесу апоптозе (каспаза -2, -3, -6, -7, 

-8, -9, и -10) (Слика 2).  

Каспазе које учествују у процесу апоптозе могу се поделити на иницијаторне 

каспазе (каспазе-2, -8, -9, и -10) и егзекуторске (ефекторне) или извршилачке каспазе 

(каспазе-3, -6 и -7). 

У свом неактивном, зимогеном облику, иницијаторне каспазе су неактивни 

мономери који се активирају хомодимеризацијом. Свака иницијаторна каспаза има 

своју активациону платформу, односно регион на NH2-терминалном про-домену за 

који се везује адаптерни молекул. Тако, про-каспаза-8 и/или -10 садржи домен 

ефектора смрти (DED) којим се везују за свој адаптерски молекул FADD и/или TRADD 

који такође садржи DED чиме долази до њихове олигомеризације и активирања у 

каспазу-8 и/или -10. Про-каспазе-2 и -9 садрже домен CARD преко кога се вржи њихова 

димеризација и активирање (86,87). 

Ефекторне каспазе у зимогеном облику представљају неактивне хомодимере за 

чију су активацију неопходне активне иницијаторне каспазе, као што су каспаза-8 

и/или -9. Иницијаторна каспаза врши протеолитичко раскидање пептидне везе 

неактивне егзекуторне каспазе при чему је дели на велику и малу субјединицу 

омогућавајући конформационе промене и њено активирање. Иницијаторна каспаза је 

неопходна за активирање прве егзекуторне каспазе у процесу каспазне каскаде, док се 

остале егзекуторне каспазе активирају аутопротеолизом или ограниченом протеолизом 

(82,88). 

Активност каспаза представља регулисан процес у циљу одржавања ћелијске 

хомеостазе. Смањена активност апоптотских каспаза доводи до неадекватне ћелијске 

смрти што резултује развојем канцерогенезе, док прекомерна активност ових протеаза 

доводи до развоја неуродегенеративних болести. Такође, смањена активност 

инфламаторних каспаза може узроковати већу склоност ка инфекцији, док њихова 

прекомерна активност може узроковати повећану инфламацију. Иако је активност 
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каспаза од кључног значаја за развој канцерогенезе у хуманим туморским ћелијама 

није честа мутација гена који кодирају синтезу каспаза.  

Резултати бројних истраживања су показали да инактивирање појединих 

каспаза често није довољно да се спречи каспазна каскада или да се механизам усмери 

на алтернативни не-апоптотични механизам ћелијске смрти (89–94). 

Процес апоптозе могу индуковати различити спољашњи и унутрашњи агенси. 

Спољашњи агенси могу бити физички (зрачење, физичке трауме и хемотерапијски 

лекови) и инфективни (вируси и бактерије), док у унутрашње агенсе убрајамо аблације 

трофичног хормона, лечење глукокортикоидима или одсуство фактора раста (95–99). 

Механизам апоптозе подразумева два основна активациона пута: спољашњи 

апоптотски пут (посредством рецептора смрти) и унутрашњи (митохондријални) 

апоптотски пут. 

 

1.2.1.2. Спољашњи апоптотски пут 

 

Спољашњи апоптотски пут индукује се везивањем лиганда за одговарајући 

рецептор смрти који је инкорпориран у ћелијску мембрану (Слика 3). 

Tрансмембрански рецептори смрти који су највише проучавани припадају породици 

протеина фактора некрозе тумора, TNF (Tumor Necrosis Factor), као што су TNF-

R1/CD120/DR1; Fas/CD95/Apo1/DR2; TRAMP/Apo3/Wsl1/DR3; TRAIL-R1/DR4; TRAIL-

R2/DR5 и DR6 (100). 

Лиганди представљају трансмембранске протеине са N-терминалним доменом 

који је оријентисан ка ванћелијском простору и C-терминалним доменом који је 

оријентисан ка унутарћелијском простору.  

C-терминални домен лиганда садржи очувану TNF хомологију са доменом који 

се везује за рецепторе смрти. Сви поменути рецептори смрти који припадају породици 

TNF цитокинских рецептора садрже домен смрти (DD, 80 аминокиселинских јединица) 

који је локализован у цитосолу ћелије. Након везивања лиганда за рецептор смрти 

долази до активирања DD и везивања адаптерног протеина FADD (Fas Associated Death 

Domain) за који се везују иницијаторне про-каспазе-8 (или 10), при чему се формира 

сигнални комплекс DISC (Death Inducing Signaling Complex) (101,102). DISC сигнални 

комплекс, који садржи адаптерни протеин FADD и про-каспазу-8, сукцесивно резултује 

активацијом каспазе-8. Активна каспаза-8 протеолитичким ракидањем пептидне везе 

активира про-касапазу-3 на активну каспазу-3 или активира про-апоптотични Bid 
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протеин који формира поре на мембрани митохондрија која ослобађа интрамембранске 

протеине у цитосол ћелије, што доводи до каспазне каскаде и активирања ефекторне 

каспазе-3 (101,103,104).  

Самим тим каспаза-8 представља рестрикциону тачку преклапања спољашњег и 

митоходријалног апоптотског пута, где процес апоптозе може наставити да се одвија у 

цитосолу ћелије путем заобилажења митоходрија или може преко активирања Bid 

протеин наставити да се одвија митохондријалним апоптотским путем. 

 

Слика 3. Спољашњи апоптотски пут преко рецептора смрти и унутрашњи 

(митоходријални) апоптотски пут који подразумева улогу Bcl-2 групе протеина (105). 

 

1.2.1.3. Митохондријални апоптотски пут 

 

Митохондријални апоптотски пут може бити активиран великим бројем 

егзогених и ендогених стимулуса као што су оштећење DNK молекула, оксидативни 

стрес, зрачење и лечење цитотоксичним лековима (Слика 3) (105).  
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Bcl-2 група протеина има кључну улогу у активирању митохондријалног 

апоптотског пута. Mитохондријални апоптотски пут активира се као последица 

смањене експресије анти-апоптотичних протеина (на пример Bcl-2 протеина) и 

повећане експресије про-апоптотичних протеина ( на пример Bax протеина). Услед 

тога, на основу улоге у процесу апоптозе Bcl-2 група протеина дели се на три подгрупе 

(Слика 4):  

- анти-апоптотичне протеине (Bcl-xl, Bcl-2, Mcl-1, Bcl-w, Bfl-1) који садрже 

четири хомологa домена (BH – BH1, BH2, BH3 и BH4) и инхибирају процес апоптозе;  

- про-апоптотичнe протеини који садрже три BH домена (уз одсуство BH4 

домена) као што су Bax, Bak и Bok, који се називају ефекторски протеини и формирају 

поре на спољашњој мембрани митохондрија што доводи до ослобађања апоптотичних 

молекула, као што је цитохром c;  

и про-апоптотичне протеине који садрже само BH3 домен (који се називају 

иницијаторни протеини, Bim, Bid, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk) (86,106). 

 

Слика 4. Структура Bcl-2 групе протеина који учествују у активацији 

митохондријалног апоптотског пута. А) Три групе Bcl-2 протеина: анти-апоптотични 
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са четири BH домена (BH1-BH4); про-апоптотични који не садрже BH4 домен; и про-

апоптотични који садрже само BH3 домен (BH3-only). TM представља 

трансмембрански домен Bcl-2 групе протеина преко ког се остварује контакт са 

спољашњом мембраном митохондрија. Б) Структура про-апоптотичног Bax протеина 

који формира поре на спољашњој мембрани митохондрија, где црвени круг представља 

место везивања за про-апоптотични Bim протеин (86,107). 

 

Интеракција између Bcl-2 групе протеина у циљу регулисања митохондријалног 

апоптотског пута може се вршити путем два механизма.  

Први механизам представља индиректно активирање про-апоптотичних 

протеина Bax-a и Bak-a, где се про-апоптотични протеини који садрже само BH3 домен 

као што су Bad и Noxa везују за анти-апоптотичне протеине што резултује ослобађање 

и активирање Bax-a и Bak-a. 

Други механизам представља могућност директног везивања осталих BH3 

протеина, као што су Bim, Bid и Puma за Bak и Bax што доводи до њихове 

олигомеризације (107). Bax и Bak протеини локализовани су у цитосолу ћелије на 

спољашњој митохондријалној мембрани при чему олигомеризацијом постају активни и 

формирају поре на спољашњој мембрани митохондрија. Формирањем пора на 

спољашњој мембрани митохондрија ослобађају се интрамембрански протеини међу 

којима је најзначајнији цитохром c. Ослобођени цитохром c у цитосолу ћелије са 

деоксиаденозинтрифосфатом (dATP) формира комплекс који активира апоптотску 

протеазу (Apaf-1 – apoptotic protease activating factor 1) за који се везује иницијаторна 

про-каспаза-9.  

Овако формирани мултипротеински комплекс (који се састоји од цитохрома c, 

Apaf-1 и про-каспазе-9) се назива апоптозом. Функција апоптозома јесте хидролиза 

аденозинтрифосфата (ATP) у циљу добијања енергије за протеолитичко активирање 

каспазе-9 (108). Про-каспаза-9 је преко свог CARD домена везана за  Apaf-1 који у 

односу на остале иницијаторне каспазе у току апоптозе остаје везан за апоптозом и 

задржава своју каталитичку активност. 

Иницијаторна каспаза-9 сукцесивно активира (сече) про-каспазу-3 чиме се 

активира егзекуторна каспаза-3, што представља коначну тачку митохондријалног 

апоптотског пута (109,110). Једном активирана егзекуторна каспаза-3 каспазном 

каскадом активира све остале егзегуторне каспазе (аутопротеолитички каспазу-3 и 

каспазе-6 и 7) након чега процес апоптозе није могуће инхибирати. Покренута каспазна 
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каскада резултује инфилтрирањем ефекторних каспаза у једро ћелије и разградњом 

структурних и сигналних протеина, као и протеина који регулишу репликацију и 

транскрипцију DNK молекула. Као крајњи резултат долази до фрагментације DNK 

молекула ендонуклеазама које врше каталитичко раскидање нуклеинских киселина у 

структури молекула DNK (111–113). 

Улога анти-апоптотичних протеина јесте да се везује за активне форме Bax-a и 

Bak-a чиме се спречава њихова олигомеризација. Овим деловањем анти-апоптотичних 

протеина инхибира се митохондријални апоптотски пут. Међутим, Bcl-2 група 

протеина која садржи само BH3 домен везује се за анти-апоптотичне протеине и 

онемогућава њихово везивање за Bax и Bak чиме се активира митохондријални 

апоптотски пут (Слика 5). Према томе, активирање или инхибирање процеса апоптозе 

зависи од тога да ли је у цитосолу ћелије равнотежа померена у смеру повећане 

експресије про-апоптотичних или анти-апоптотичних протеина. 

 

Слика 5. У малигно неизмењеним ћелијама Bax и Bcl-xl протеини локализовани су у 

цитосолу ћелије и транслоцирају се на спољашњу мембрану митохондрија где долази 



17 

 

до њихове димеризације и транслокације овог димера у цитосол ћелије. За овај процес 

неопходнa је доступност BH3 домена Bax-а. Деловање апоптотског стимулуса доводи 

или до каталитичког раскидања овог димера од стране про-апоптотичних протеина 

(BH3-only) или до њиховог везивања за слободни Bcl-xl протеин што у оба случаја 

омогућује доступност домена Bax протеина и истовремено блокирање домена Bcl-xl 

протеина за који би се везао Bax. Овако слободан, односно активни Bax формира поре 

на спољашњој мембрани митохондрија и омогућује ослобађање про-апоптотичних 

молекула као што је цитохром c (107). 

 

Недостатак гена који кодира синтезу ефекторних протеина (Bax-a и Bak-a) у 

ћелијама доводи до знатне отпорности ћелија на апоптозу. Резултати истраживања које 

су вршили Lindsten и сарадници (114) показали су да мишеви који су дефицитарни 

ефекторним протеинима имају повећан број мијелоидних и лимфоидних ћелија што 

доводи до увећања слезине и лимних чворова и инфилтрације лимфоцита у периферне 

органе. Лимфоцити мишева који су дефицитарни протеинима Bax и Bak су отпорни на 

активаторе митохондријалног апоптотског пута, укључујући смањење цитокина, 

етопозида и зрачење. 

Bcl-2 протеин представља први члан подгрупе анти-апоптотичних Bcl-2 

протеина. Прекомерна синтеза Bcl-2 протеина доводи до неконтролисане 

пролиферације ћелија и канцерогенезе, а такође омогућава опстанак ћелија без 

ћелијске пролиферације. Прва истраживања која описују улогу Bcl-2 протеина у 

апоптози вршена су на мишјим моделима. С тим у вези, прекомерна синтеза Bcl-2 

протеина код мишева доводи до аутоимуности, док одсуство гена који кодира синтезу 

Bcl-2 протеина доводи до веће сензитивности ћелија на апоптотичне стимулусе 

(115,116).  

Други анти-апоптотични протеин који припада подгрупи Bcl-2 протеина, Mcl-1 

протеин, има значајну улогу улогу у регулацији апоптозе, при чему његова прекомерна 

синтеза доприноси канцерогенези и резистентности на бројне антиканцерогене 

терапеутике. Недостатак гена који кодира синтезу Mcl-1 протеина доводи до 

инсуфицијенције косне сржи и смањења броја хематопоетских матичних ћелија (HSC) 

код мишева што доводи до смртног исхода у периоду од неколико недеља (117). 

Такође, Mcl-1 протеин има кључну улогу у одржавању имуносупресивних Т ћелија при 

чему одсуство овог протеина код експерименталних мишева резултује губитком 

тежине, инфламаторним процесима и смрћу у периоду од 4 до 8 недеља (118). 
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Остали анти-апоптотични Bcl-2 протеини су мање значајни у хомеостази у 

односу на Bcl-2 и Mcl-1 протеине. Тако, Bcl-xl има минималан утицај на опстанак Т 

ћелија лимфоцита, односно смањена експресија овог протеина резултује смањењем 

дупло позитивних тимоцита али не доводи до значајног смањења периферних 

лимфоцита. Повећана експресија Bfl-1 протеина присутна је код неколико типова 

хуманих карцинома укључујући и хроничну лимфоцитну леукемију, али није 

забележена значајна отпорност на апоптотске стимулусе (119,120). 

Активност про-апоптотичних протеина који садрже само BH3 домен регулисана 

је на различите начине. Активност протеина Noxa и Puma регулисана је 

транскрипцијом гена који регулише синтезу p53 протеина, при чему оштећење 

молекула DNK резултује повећаном синтезом ових протеина. Bad се инактивира путем 

сигналног рецептора фактора раста који подразумева фосфорилацију 

аминокиселинског остатка серина (Ser-136) Bad-a и одвајања 14-3-3 протеина. 

Ослобођени 14-3-3 протеин се везује за Bad доводећи до накндадне фосфорилације Ser-

155 остатка BH3 домена Bad протеина чиме је онемогућенa његовa про-апоптотична 

активност односно везивање Bad-a за Bcl-2 или Bcl-xl протеин.  

Осим поменутих про-апоптотичних протеина који садрже само BH3 домен, ова 

група про-апоптотичних протеина укључује Bim протеин који је везан за микротубуле 

и Bmf протеин који је везан за микрофиламенте при чему поремећај цитоскелета 

узрокује повећану експресију ових протеина (121,122). Повећано лучење фактора раста 

стимулише фосфорилацију Bim-а који је неактиван у фосфорилисаном облику, док 

смањено лучење фактора раста доводи до повећане експресије овог про-апоптотичног 

протеина. Недостатак гена који кодира синтезу Bim-a доводи до повећања лимфоидних 

и мијелоидних ћелија, оштећења у развоју тимоцита и значајну отпорност ћелија на 

различите апоптотске стимулусе (123).  

Овој групи Bcl-2 протеина (BH3-only) (Слика 4) припада Bid протеин чија је 

структура слична анти-апоптотичним протеинима и представља протеин укрштања 

спољашњег и унутрашњег митохондријалног пута. Каспаза-8 која се активира 

спољашњим апоптотским путем активира Bid у t-Bid (активна форма Bid-a) који даље 

усмерава апоптозу путем митохондрија. Активна форма Bid-а, t-Bid има могућност 

везивања за анти-апоптотични Bcl-2 протеин чиме га инхибира, али се такође везује за 

про-апоптотични Bax чиме га активира. Код експерименталних мишева, недостатак 

гена који кодира синтезу Bid-a доводи до хематопоетског малигнитета који је сличан 

хроничној хуманој мијеломоноцитној леукемији (124) (125). 
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1.2.2. Аутофагија 

 

Термин „аутофагија“ први пут је применио белгијски биохемичар Christian de 

Duve у другој половини 20. века и дефинисао аутофагију као биохемијски процес који 

се одвија у лизозомима (126). Аутофагија је позната као тип 2 програмиране ћелијске 

смрти и представља механизам протеолитичке деградације оштећених компоненти 

цитоплазме (органела и протеина) унутар лизозома (127) у циљу одржања ћелијске 

хомеостазе у условима гладовања, инфекције, кардиоваскуларних болести и неоплазије 

(128–130). Тако, аутофагија представља механизам одржавања ћелијске хомеостазе 

уклањањем онкогених протеинских супстрата, оштећених протеина и органела чиме се 

спречава трансформација неизмењених ћелија у канцерогене ћелије (131,132). Стога, 

аутофагија представља облик програмиране ћелијске смрти који има улогу у 

превенцији настанка карцинома (133). Међутим, након настанка малигног тумора, 

индукција аутофагије омогућава туморској ћелији раст и пролиферацију. У ћелијама 

сисара су присутна три основна типа аутофагије: макро-аутофагија, микро-аутофагија 

и аутофагија посредована шаперонима (134,135). Макро-аутофагија представља процес 

где изолациона двослојна мембрана (фагофора или тзв. пре-аутофагозомална 

мембрана) окружује цитосолне компоненте чиме се формира аутофагозом који са 

лизозомом формира аутолизозом (Слика 6). Након формирања аутолизозома одвојене 

цитосолне компоненте се разграђују каталитичким дејством лизозомалних ензима из 

фамилије протеаза (136) (137). Супротно макро-аутофагији, микро-аутофагија 

представља процес где цитосолне компоненте преузима лизозом инвагинацијом 

лизозомалне мембране. Карактеристично за оба типа аутофагије јесте то да путем 

селективних и неселективних механизама окружују структурно велике цитосолне 

компоненте.  

Аутофагија посредована шаперонима (протеини пратиоци) представља процес 

где шаперони допремају циљне цитосолне протеине до лизозома где долази до њихове 

транслокације у унутрашњост лизозома и последично њихове деградације. У условима 

гладовања аутофагија представља неселективан процес који резултује формирањем 

аутолизозома и разградњом цитосолних компоненти, док у условима стреса аутофагија 

има цитопротективну улогу где аутофагијски рецептори (SAR) препознају оштећене 

ћелијске компоненте, као што су оштећене митохондрије (митофагија), 

интрацелуларне патогене (патофагија) или протеинске агрегате (агрефагија) (137). 
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Најбоље испитани аутофагијски SAR протеини су протеини који припадају групи 

p62/SQSTM1 рецепторских протеина које садрже шест протеина: p62/SQSTM1 

нуклеарни протеин; калцијум везујући протеин 2 (CALCOCO2); опинеурин (кога 

кодира OPTN ген); протеин чију синтезу кодира ген NBR1, који се налази у близини 

тумор супресорског гена BRCA1; Tak1 везујући протеин; и Toll интерагујући протеин 

(138). 

Процес ћелијске смрти посредоване аутофагијом већ дуже време представљен је 

као тип ћелијске смрти путем прекомерне цитосолне вакуолизације, али такође је 

утврђено да је примарна улога аутофагије заштитни механизам који доводи до 

повећања вијабилности ћелија путем одржавања интегритета ћелије, обнављањем 

метаболичких прекурсора и уклањањем унутарћелијских деградационих компоненти 

(128). Према томе, аутофагична ћелијска смрт не сматра се обликом програмиране 

ћелијске смрти, већ се сматра механизмом који је укључен у процес ћелијске смрти као 

неконтролисани разарајући процес (139). Ипак, утврђено је да аутофагија има улогу 

регулатора других облика ћелијске смрти. Тако, аутофагија представља механизам који 

регулише процес некроптозе у ћелијама патогених болести. На пример, у ћелијама 

дечје акутне лимфобластне леукемије је неопходна индукција процеса некроптозе која 

зависи од аутофагије у циљу превазилажења резистентност на глукокортикоиде (140) 

или у ендотелним ћелијама где инхибиција аутофагије одређује ток процеса 

некроптозе која је индукована палмитинском киселином (141). На основу овога, 

установљено је да аутофагија представља генетски контролисан процес који има важну 

улогу у одржавању хомеостазе ћелија. 

Процес аутофагије може бити индукован различитим стимулусима, као што су 

недостатак хранљивих материја, хипоксија, реактивне кисеоничне врсте (ROS), 

агрегација протеина и оштећење органела (142,143) и регулисан је генима који 

кодирају синтезу Atg групе протеинских киназа (Autophagy-related proteins). Данас је 

познато више од 30 еволуционо очуваних Atg киназа. Након индуковања аутофагије 

Atg1 комплекс (који садржи Atg1/ULK, Atg13, Atg17, Atg29, Atg31 киназе) се 

транслоцира на фагофору што доводи до активирања фосфатидилинозитол 3-киназног 

комплекса (PI3K) (који садржи Vps34 (Vacuolar protein sorting 34), Vps15, Beclin1/Atg6 

и Atg14) (144). Комплекс PI3K активира ефекторну киназу Atg18 која формира 

комплекс са Atg2 који учествује у формирању аутофагозома и контролише величину 

везикуле. У фази елонгације и затварања изолационе мембране учествују два 

протеинска комплекса: један комплекс који садржи Atg12, Atg5 и Atg16 киназе и други 
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фосфатидилетаноламински комплекс (PE) који садржи Atg8 (LC3) и 

фосфатидилетаноламин. Фузијом формираног аутофагозома и лизозома формира се 

аутофаголизозом у коме се одвија деградација цитосолних компоненти (Слика 6). Тако, 

активација аутофагије поменутим стимулусима и посредством Atg групе протеина 

обухвата више сигналних путева. Рапамицин (mTOR) представља серин/треонин 

киназу који има улогу негативног регулатора аутофагије (127). Према томе, у условима 

ситости, када је ћелија богата хранљивим материјама, mTOR је активан и фосфорилише 

протеин Atg13 смањујући његов афинитет за везивање за Atg1 и формирање комплекса, 

док у условима недостатка хранљивих материја mTOR је инхибиран при чему је 

омогућено формирање Atg1 комплекса (145–148). 

 

Слика 6. Механизам и регулација аутофагије. Аутофагију индукују различити 

стимулуси, као што су аминокиселине, недостатак енергије и ROS. У условима у којим 

је ћелија богата хранљивим материјама аутофагија је инхибирана посредсвом 

фосфатидилинозитол-3-киназног сигналног пута где mTOR и Beclin1 представљају 

главне регулаторне протеине аутофагије (148). 
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Киназа Beclin1 (Atg6) која учествује у формирању PI3K комплекса представља 

централну тачку у регулацији процеса аутофагије (149). Ова протеин киназа има улогу 

да катализује фосфорилацију хидроксилне групе на положају 3 инозитолског прстена 

при чему настаје фосфатидилинозитол-3-фосфат. Beclin1 киназа има улогу у супресији 

тумора, регулисању ћелијске смрти, развоју ембриона и спречавању развоја 

неуродегенеративних и срчаних болести (150). Осим mTOR протеина, још једна група 

негативних регулатора аутофагије су анти-апоптотични Bcl-2 протеини, као што је Bcl-

xl који се везују за BH3 домен протеина Beclin1 и инхибирају његову активност, 

односно инхибирају формирање PI3K комплекса (151,152). Присуство про-

апоптотичних Bcl-2 протеина који садрже само BH3 домен имају улогу активатора 

аутофагије при чему се везују за анти-апоптотични Bcl-2 протеине и блокирају њихово 

везивање за Beclin1. Осим тога, протеин киназа (DAPK - death-associated protein kinase) 

индукује аутофагију фосфорилацијом BH3 домена Beclin1 протеина што резултује 

дисоцијацију димера Beclin1-Bcl-xl. Такође, битно је поменути да анти-апоптотични 

Bcl-2 протеини инхибирају процес аутофагије једино у одсуству про-апоптотичних Bcl-

2 протеина Bax-a и Bak-a (148,153,154). 

На основу досадашњих сазнања аутофагија има двоструку улогу у иницијацији 

и прогресији тумора, при чему се и репресија и стимулација аутофагије треба сматрати 

терапијским приступом у лечењу карцинома. Многи антитуморски лекови активирају 

процес аутофагије, односно тренутно нису познати терапеутици који немају никакав 

утицај на аутофагију. Многобројна синтетисана органска једињења индукују процес 

аутофагије у туморским ћелијама, док мањи број једињења представљају инхибиторе 

аутофагије, као што је хлорокин. С тим у вези, халкони представљају хетероциклична 

органска једињења која могу индуковати и апоптозу и аутофагију туморских ћелија. 

 

1.3. Халкони 
 

Фитоконституенти који су присутни у воћу, поврћу и зачинима представљају 

биолошки активне супстанце који имају широку примену као потенцијални 

терапеутици за лечење многих болести од којих су најзначајнија малигна обољења. 

Једни од оваквих фитоконституената су халкони, ароматични кетони, који 

представљају прекурсоре за биосинтезу флавоноида, изофлавоноида и других 

биолошки активних хетероцикличних једињења (155). Халкони су заступљени у 
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намирницама биљног порекла, најчешће у форми флоретина, халконарингенина и 

арбутина, где представљају интермедијере за биосинтезу флавоноида под 

каталитичким дејством ензима халкон синтазе (156,157). Бензилиденацетофенон 

представља примарно једињење које чини основу у хемијској структури халкона. 

Бензилиденацетофенон у својој структури садржи два ароматична прстена (А и Б 

прстен) који су повезани α, β – незасићеним карбонилним системом са три угљеникова 

атома (158) (Слика 7). Осим своје заступљености у биљкама, халкони се у 

лабораторијским условима могу синтетисати реакцијом алдолне кондензације (Claisen-

Schmidt – ове кондензације), односно кондензацијом арил кетона са ароматичним 

алдехидима у присуству одговарајућих кондензационих средстава. Халкони могу 

егзистирати у различитим конформацијама, док њихова биолошка активност зависи од 

погодне супституције прстена и од присуства α, β – незасићене кетонске групе. Према 

томе, двострука веза између два угљеникова атома (C=C) може бити присутна у (E) – 

или (Z) – конфигурацији у зависности од тога да ли су супституенти виших приоритета 

на супротним странама двоструке везе (Е – entgegen – супротно) или са исте стране 

двоструке везе (Z – zusammen – заједно). Већина халкона изолована је као (Е) – изомер 

због тога што (Е) – конфигурација представља термодинамички најстабилнију 

конфигурацију. Ипак, основни (Е) – халкон (Слика 1), халкон који не садржи ниједну 

супституисану функционалну групу, није пронађен као природни производ али су из 

природних производа изоловани његови једноставни деривати, као што су 4ʹ-хидрокси-

халкони (из биљке рода Citrus) и 4ʹ-метокси-халкони (из биљке рода Flemingia) 

(159,160). С тим у вези, природни деривати халкона могу имати супституенте на оба 

ароматична прстена, а такође могу бити изоловани у слободном облику или у облику 

O- или C-гликозида. Е – халкони као и њихови деривати и аналози испољавају 

ефикасне фармаколошке ефекте од којих су најзначајнији антитуморски (161–164), 

антиоксидативни (164–167), антиинфламаторни (168–170), антимикробни 

(165,171,172), и антифунгални ефекат (173,174). 
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Слика 7. Структурна формула халкона. 

 

Због њихове једноставне структуре халкони су категорисани у групу мањих 

флавоноида заједно са флаванонима и дихидрохалконима. Ова подкласа флавоноида је 

веома битна за биљке као конституент њиховог прилагођавања, а такође и за животиње 

и човека, при чему услед флаксибилне конформације молекула и једноставне хемијске 

структуре имају значајну биохемијску и фармаколошку улогу. Халкони су првобитно 

пронађени у биљкама као жути и жутоцрвени цветни пигменти Coreopsis-a и 

Compositae-a, а касније су пронађени и у другим биљним породицама као што су 

Solanaceae, Piperaceae, Apiaceae и друге (175,176). Велики број халкона је изолован из 

породица биљака Compositae и Leguminosae, док су 6ʹ-деоксихалкони присутни у 

махунаркама и пренилхалкони у биљкама хмеља. Највећи број халкона који се налази у 

природи је полихидроксилован, при чему ароматични прстенови представљају 

положаје супституисаних хидроксилних група. Код већине халкона хидроксилна група 

је смештена на положајима C-2, C-4 и C-6 ароматичног А прстена, јер се биосинтеза 

ароматичног А прстена врши преко малонат-ацетатног пута, док Б прстен халкона 

углавном садржи хидроксилну групу на положају C-4. Овакав полихидроксилни 

халкон представља интермедијер и крајњи производ у биосинтези флавоноида, делује 

као одбрамбено једињење, учествује у интеракцији биљака и инсеката и доприноси 

лековитости биљака. 

 

1.3.1. Биосинтеза халкона 

 

 Биосинтеза халкона се врши комбиновањем ацетат-малонатног и шикимског 

пута, при чему се малонил-CoA синтетише из ацетил-CoA, док се p-кумароил-CoA 

синтетише од фенилаланина у шикимском путу. У првом кораку биосинтезе халкона 
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долази до кондензације p-кумароил-CoA са три молекула малонил-CoA при чему 

настаје тетракетидни интермедијер. У другом кораку долази до циклизације 

тетракетидног интермедијера у присуству ензима халкон синтазе (Слика 8). Биосинтеза 

6ʹ-деоксихалкона се такође врши истим механизмом с тим што се формирани 

тетракетидни интермедијер прво редукује у присуству NADPH зависне халкон 

редуктазе и потом редуковани интермедијер циклизује у присуству халкон синтазе 

(177). 
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Слика 8. Биосинтеза халкона. 
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1.3.2. Биолошка активност халкона 

 

 Услед широке заступљености халкона у воћу, зачинима, чају и намирницама на 

бази соје, циљ исцрпних научних истраживања био је усмерен у правцу утврђивања 

њихове биолошке активности. Резултати многобројних истраживања показали су да 

халкони могу преваладати недостатке досадашњих антиканцерогених терапеутика, као 

што су неселективност терапеутика према малигно неизмењеним ћелијама, развој 

резистентности туморских ћелија на терапеутике и друге потенцијалне нежељене 

ефекте (супресија косне сржи, крварење, опадање косе, кожне реакције, мучнина, 

повраћање и друго). Многобројни досадашњи терапеутици испољавају генотоксичност 

услед интеракције са амино групама нуклеинских киселина DNK молекула, међутим 

халкони услед своје флексибилне структуре имају слабију интеракцију са DNK 

молекулом и низак ризик од мутагености (178). Такође, резултати многобројних 

истраживања показују да халкони испољавају цитотоксично дејство и индукују 

апоптозу (и/или аутофагију) туморских ћелија (179–192).  

 Један природни 6ʹ-деоксихалкон као што је Изоликуиритигенин представља 

пример халкона чији је антитуморски ефекат најчешће испитиван. Овај природни 

халкон испољава ефикасно антитуморско дејство на различите типове туморских 

ћелија као што су туморске ћелије колона (HCT-116 ћелијска линија) (179), простате 

(PC-3) (193), бубрега (Caki) (194), цервикса (CaSki и HeLa) (195) и лимфоцитне 

леукемије (HL-60) (196). Резултати ових истраживања, као и ранијих истраживања in 

vitro и in vivo показали су да Изоликуиритигенин испољава ефикасан цитотоксични 

ефекат на хумане туморске ћелије, индукује апоптозу поменутих ћелија и зауставља 

ћелијски циклус у G2/M фази. Следећи природни халкон, Ксантохумол (који је 

присутан у Humulus lupulus L., Sophora flavescens L. и Medicago sativa L.) представља 

прениловани флавоноид биљног порекла који испољава широк спектар 

фармаколошких активности, укључујући и антиканцерогено дејство. Овај природни 

халкон испољава ефикасан цитотоксични ефекат на туморске ћелије дебелог црева 

(HT-29 ћелијска линија) (180), желуца (AGS, SGC-7901 и MGC-803) (197), дојке (MCF-7 

и MDA-MB-231) и јетре (ћелије хуманог хепатоцелуларног карцинома, HepG2) (198).  

Осим Изоликуиритигенина и Ксантохумола из биљака су изоловани и други 

природни халкони који показују ефикасан антитуморски ефекат на различите туморске 

ћелије, као што су Ликохалкон А (185,199,200), Милепацин (186,201), Флавокаваин Б 

(187,188,202) и други. Резултати истраживања показали су да готово сви поменути 
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природни халкони индукују апоптозу туморских ћелија при чему смањују експресију 

анти-апоптотичног Bcl-2 протеина и повећавају експресију про-апоптотичног Bax-a 

што доводи до активације егзекуторне каспазе-3 (189,203,204). Такође, готово сви 

поменути природни халкони инхибирају пролиферацију туморских ћелија 

заустављањем ћелијског циклуса у G2/M фази (189,193,205). 

 Изоловањем природних халкона из биљака и накнадном синтезом једне или 

више функционалних група на А и/или Б ароматичном прстену могу се добити 

деривати халкона, док de novo синтезом једињења која имају сличну хемијску 

структуру као и природни халкони могу се синтетисати аналози халкона. 

Резултати многобројних истраживања показали су да деривати и аналози 

халкона испољавају ефикасније антитуморско дејство у односу на природне халконе. 

Једно од таквих истраживања вршили су Stompor и сарадници (198) чији су резултати 

истраживања показали да деривати Ксантохумола испољавају ефикаснији 

антитуморски ефекат у односу на природни Ксантохумол. Наиме, два деривата 

Ксантохумола, од којих један садржи кондензовани молекул биотина на 4. положају 

ароматичног Б прстена а други садржи два кондензована молекула биотина на 4. 

положају оба ароматична прстена, испољавају ефикаснији цитотоксични ефекат на 

ћелије хуманог карцинома дојке (MCF-7, MDA-MB-23 и MCF-10A) у односу на 

природни Ксантохумол који је изолован из биљака.  

Следећи халкони који поткрепљују поменуту тврдњу су аналози Милепацина, 

где Милепацин представља природни халкон изолован из биљке Millettia Pachycarpa. 

Тако, резултати истраживања које су вршили An и сарадници (201) су показали да сви 

аналози Милепацина, који су de novo синтетисани од 2-хидрокси-4-

метоксибензалдехида, испољавају ефикаснији цитотоксични ефекат на хумане 

туморске ћелије плућа (A-549), цервикса (HeLa), колона (HCT-116), јајника (A2780) и 

желуца (MGC-803) у односу на природни Милепацин. 

 

1.3.3. Ванилин 

  

Ванилин представља ароматични алдехид који учествује у реакцији синтезе 

халкона, при чему се применом различите врсте арил или алкил кетона може 

синтетисати широк спектар аналога халкона. Ванилин је дериват бензалдехида, 4–

хидрокси–3–метоксибензалдехида, карактеристичног мириса и слатког укуса и 
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представља фрагмент једињења изолованих из корена ђумбира, као што су 

дехидрозингерон, зингерон, гингерол, парадол и њихови деривати (Слика 9). 

Најзначајнији извор овог природног производа, који садржи алдехидну, етарску и 

фенолну групу, је биљка ванила која припада породици орхидеја (Vanilla planifolia, 

Vanilla tahitensis и Vanilla pompona). Ванила се углавном узгаја у Мексику, на Јави, 

Тахитију, Мадагаскару, Реуниону, Маурицијусу, Шри Ланки, Занзибару и Јамајци 

(206). Иако Мексико представља земљу порекла ваниле, највећи проценат светске 

производње ваниле преузеле су земље попут Индонезије и Мадагаскара са укупном 

светском производњом ваниле од око 89,5% (207,208).  

Природни екстракт ваниле представља мешавину од неколико стотина 

различитих једињења, при чему ванилин представља главну компоненту са 

заступљеношћу од око 86%. Осим у махунама ваниле, ванилин је затупљен и у воћу и 

поврћу, као што су пасуљ, кукуруз, сунцокрет, боровница, нана, ананас, зоб, шећерна 

репе, камфор, цимет, кокос, јасмин, трешња, јагода, манго, разне врсте смола, кромпир 

и другим (209,210). Ванилин има широку примену у производњи хране, пића, парфема, 

сточне хране и производа за чишћење, а такође се комерцијално користи као 

интермедијер у производњи агрохемикалија, лекова, нутритивних лекова и других 

хемикалија. Годишња потражња за ванилином је преко 15000 тона, при чему се око 

2000 тона производи од природног екстракта ваниле (211). Услед недостатка 

природног екстракта ваниле, данас се ванилин углавном синтетише у лабораторијским 

условима. Први комерцијални ванилин синтетисао је Tiemann 1876. године из еугенола, 

природног фенола, који је затупљен у каранфилићу (Syzygium aromaticum) и цимету 

(Cinnamomum ceylonicum и Cinnamomum cassia), док се данас ванилин синтетише из 

гвајакола или лигнина (212). Ванилин представља важну ароматичну компоненту 

природних производа и показује различите биолошке активности, као што су 

антитуморска (213,214), антиинфламаторна (215,216), антиоксидативна (217) и 

антимикробна (218,219) активност. 
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Слика 9. Ванилин. 

 

1.3.4. Аналози халкона 

 

Пораст антимикробне резистенције резултовало је убрзаним истраживањима 

употребе природних производа који испољавају антимикробну активност, од којих је 

најзначајнији корен ђумбира (Zingiber officinale Roscoe; family Zingiberaceae) (220). 

 Ђумбир представља зачин који се користи не само у исхрани већ и као биљни 

препарат у већини источноазијских земаља. Дехидрозингерон (ДХЗ) представља 

фенолно једињење које је изоловано из корена ђумбира и према својој хемијској 

структури је мономерни аналог куркумина изолованог из корена куркуме (Curcuma 

longa) (Слика 10). Стога, ДХЗ представља деградациони производ куркумина који има 

већи биолошки полуживот од самог куркумина услед чега има већу биорасположивост 

(Слика 11). Такође, дехидрозингерон има сличну хемијску структуру као изоеугенол, 

који уместо метил групе има везану ацетил групу, при чему оба представљају 

биолошки активна једињења. Услед тога, дехидрозингерон испољава различите 

фармаколошке ефекте од којих су најзначајнији антитуморски, антиинфламаторни и 

антиоксидативни ефекат (221,222). Иако дехидрозингерон представљају фенолно 

једињење са коњугованим енонским системом, његова хемијска структура се разликује 

од осталих халкона по томе што је уместо арил групе за карбонилни C-атом везана 

метил група. 
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Слика 10. Дехидрозингерон. 

 

 

 

Слика 11. Деградациони производи куркумина. 

 

Аналози халкона чији су антитуморски ефекти испитивани у овом истраживању: 

(Е)-1-(4-хидрокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X1),  (Е)-1-(3,4-
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диметоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X2), (Е)-1-(4-етокси-3-метоксифенил)-5-

метилхекс-1-ен-3-он (X3), (Е)-1-(4-изопропокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-

он (X4), (E)-1-(3-метокси-4-пропоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X5), (Е)-1-(4-

бутокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X6), (Е)-1-(4-(бензилокси)-3-

метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X7), представљају структурне аналоге 

дехидрозингерона. По својој хемијској структури Х1 се разликују од дехидрозингерона  

по томе што је уместо метил групе за карбонилни C-атом везана изобутил група. 

Остали аналози халкона у серији једињења се разликују по супституенту на четвртом 

угљениковом атому ароматичног Б прстена: Х2 има супституисану метил групу, Х3-

етил групу, Х4-изопропил групу, Х5-пропил групу, Х6-бутил групу и Х7-бензил групу.  

Аналог халкона Х1 синтетисан је под Claisen-Schmidt-овим условима од ванилина и 

4-метилпентан-2-он при благо модификованим поступком, при чему је добијен 

производ реакције – халкон Х1 у високом приносу (Слика 12). Серија његових О-

алкилних деривата (Х2-Х7) је добијена алкиловањем слободне фенолне групе са 

одговарајућим алкил халогенидима (Слика 13). 

 Резултати истраживања које су вршили Muškinja и сарадници (172) показали су да  

синтетисана серија халкона (Х1-Х7) показује снажно антимикробно дејство према 

различитим врстама бактерија и гљива.  

Услед снажног антимикробног дејства синтетисаних халкона (Х1-Х7), у овом 

истраживању исптитиван је њихов антитуморски ефекат на три врсте туморских 

ћелија: аденокарцином цервикса – HeLa, карцином дојке – MDA-MB-231 и 

аденокарцином колона – HCT-116, при чему је циљ био да се обухвати што више ткива 

различитих органа оболелих од малигнитета. Као контролне супстанце коришћене су 

дехидрозингерон (ДХЗ) и цисплатина (cisPt). Дехидрозингерон је коришћен као 

контролна супстанца због своје структурне сличности са синтетисаним аналозима 

халкона, а такође испољава различите биолошке активности (221,222). Цисплатина је 

коришћена као друга контролна супстанца јер представља хемотерапеутски агенс који 

се користи за лечење малигних тумора различитих ткива као што су јајници, тестиси, 

бешика, колон, плућа, цервикс и дојка (223). Такође, због своје клиничке примене и 

значајног цитотоксичног ефекта на ћелије тумора, цисплатина се користи као 

контролна супстанца у испитивању антитуморског дејства готово свих органских 

једињења (224). 
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Слика 12. Синтеза (Е)-1-(4-хидрокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он, Х1. 

 

 

 

Слика 13. Синтеза (Е)-1-(4-алкокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он, Х (2-7). 
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2. Циљеви истраживања 
 

Циљ овог истраживања представља испитивање антитуморског ефекта седам 

аналога халкона: (Е)-1-(4-хидрокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (Х1), (Е)-

1-(3,4-диметоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (Х2), (Е)-1-(4-етокси-3-метоксифенил)-

5-метилхекс-1-ен-3-он (Х3), (Е)-1-(4-изопропокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-

3-он (Х4), (E)-1-(3-метокси-4-пропоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (Х5), (Е)-1-(4-

бутокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (Х6), (Е)-1-(4-(бензилокси)-3-

метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (Х7) на три различите врсте туморских ћелија 

хуманог порекла (HeLa – хумани карцином цервикса, HCT-116 – хумани карцином 

колона и MDA-MB-231 – хумани аденокарцином дојке), као и на здраве фибробласте 

плућа као контролне ћелије (MRC-5). Као контролне супстанце користићемо 

цисплатину (cisPt) и дехидрозингерон (ДХЗ). 

 

А) Главни циљеви овог истраживања су: 

 

1. Утврдити потенцијални цитотоксични ефекат аналога халкона на поменуте 

туморске ћелије. 

2. Испитати који од синтетисаних аналога халкона не испољава статистички 

значајан цитотоксични ефекат према здравим ћелијама и упоредити њихов 

цитотоксични ефекат са ефектом референтних супстанци. 

3. Утврдити који тип ћелијске смрти је доминантан (апоптоза или некроза) и 

утврдити да ли и у коликој мери процес аутофагије утиче на цитотоксичност 

испитиваних супстанци према туморским ћелијама. 

4. Утврдити дејство испитиваних супстанци на експресију, локализацију и 

активацију про-апоптотичног Bax протеина, анти-апоптотичног Bcl-2 протеина 

и активне каспазе-3 након третмана испитиваним супстанцама на хумане 

туморске ћелије. 

 

Б) На основу постављених циљева радне хипотезе студије су следеће: 

 

1. Аналози халкона испољавају цитотоксични ефекат на хумане туморске ћелије 

уз незнатан ефекат на здраве ћелије хуманих фибробласта. 
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2. Аналози халкона индукују апоптозу хуманих туморских ћелија, уз могуће 

учешће аутофагије која доприноси процесу апоптозе. 

3. Аналози халкона повећавају експресију активног Bax-a и смањују експресију 

Bcl-2 протеина у хуманим туморским ћелијама што резултује транслокацију 

цитохрома c из интрамембранског простора у цитосол ћелије и сукцесивно 

активирање ефекторне каспазе-3. 
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3. Материјал и методе 
 

3.1. Врста студије 
 

Тип студије представља in vitro студију која је извођена на материјалу људског 

порекла и реализована је у лабораторијама Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу. 

 Антитуморски ефекат аналога халкона испитиван је на три различите врсте 

туморских ћелија хуманог порекла: ћелијска линија аденокарцинома дојке MDA-MB-

231, аденокарцинома цервикса HeLa, карцинома колона HCT-116 и на здравим 

фибробластима плућа хуманог порекла које су у овој студији биле коришћене као 

контролне ћелије, MRC-5.  

У истраживању су коришћене две референтне супстанце, цисплатина и 

дехидрозингерон. 

 

3.2. Култивисање ћелија, реагенси и испитиване супстанце 
 

Четири хумане ћелијске линије које су коришћене у истраживању: MDA-MB-231 

(аденокарцином дојке, пасажа 11), HeLa (аденокарцинома цервикса, пасажа 6 и 7), 

HCT-116 (карцинома колона, пасажа 12 и 14) и MRC-5 (здрави фибробласти, пасажа 6) 

култивисане су у комплетном DMEM-у  (Dulbecco's Modified Eagle's medium, Sigma 

Aldrich D5671) на 37ºC у атмосфери са 5% CO2.  

Коришћена је следећа проскрипција за комплетни DMEM – 10% феталног 

говеђег серума (FBS, Sigma-Aldrich, F7524), антибиотик (Roche, 11074440001) и 1% 

неесенцијалних аминокиселина (Sigma-Aldrich, M7145). 10% FBS је претходно 

инактивиран (у воденом купатилу на 37ºC) и стерилисан је употребом шприца са 

нитроцелулозном мембраном (Sartorius, 16534-K). 

Ћелије су чуване залеђене у течном азоту на температури од -196 ºC. Одлеђена 

суспензија ћелија била је ресуспендована у медијуму (комплетном DMEM-у) и након 

центрифугирања талог је поново ресуспендован са свежим медијумом у циљу добијања 

ћелијске суспензије која је пренета у стерилне културолошке ћелијске фласкове од 25 

cm2 (Greiner Bio-One, 690160).  
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Након постизања конфлуентности ћелија (80-90%) у фласковима, екстрахован је 

медијум и ћелије су испране 3 пута 1×PBS-ом. У циљу одлепљивања ћелија од 

пластичне подлоге фласка, у фласкове је додато по 1 ml трипсина (Sigma-Aldrich, 

85450C). Ћелијски фласкови су остављени током 3-4 минута у инкубатору након чега 

је потврда одлепљивања ћелија визуализована употребом инвертног микроскопа. 

Одвојена суспензија ћелија је даље коришћена за експерименте. 

Непосредно пре експеримента ћелије су избројане коришћењем бројача са две 

коморе при чему је пипетирано 10 µl ћелијске суспензије испод покровног стакла које 

потпуно покрива обе коморе за бројање ћелија. Ћелије се броје у четири квадрата 

након чега се израчунава средња вредност броја ћелија по једном квадрату. Добијена 

вредност броја ћелија се множи са 104 при чему се добија број ћелија у 1 ml ћелијске 

суспензије. 

Седам синтетисаних аналога халкона на бази ванилина и дехидрозингерон су 

поклон од стране проф. др Зорана Ратковића и његових сарадника (Катедра за хемију, 

Природно-математички факултет, Крагујевац), док је цисплатина купљена од  

Calbiochem (CAS 15663-27-1). 

Све испитиване супстанце су растворене у DMSO-у (Sigma Chemical, ST. Lois, 

Mo) до укупних концентрација од 0,3 до 300 µМ (видети слику 14) , при чему финална 

концентрација DMSO-a није била већа од 0,5%. 

Хлорокин је купљен од Sigma Aldrich (C6628) и растворен у двоструко 

дестилованој води у концентрацији од 20 µМ.  

 Цитотоксични и апоптотични ефекат испитиваних аналога халкона (Х1-Х7) 

представљали су независне варијабле, док су добијени параметри поменутог ефекта 

представљали зависне варијабле овог истраживања. 

 Цитотоксични ефекат испитиваних супстанци утврђен је коришћењем МТТ 

теста након 24 и 48 часова култивације различитим концентрацијама аналога халкона 

на три врсте туморских ћелија (HeLa, HCT-116, MDA-MB-231) и на здравим 

фибробластима (MRC-5) у односу на нетретиране ћелије. За одређивање степена 

цитотоксичне ефикасности испитиваних аналога халкона, као контролне супстанце 

коришћени су цисплатина и дехидрозингерон чији су цитотоксични ефекти на овим 

туморским ћелијама већ утврђени (одељак: Увод). 

 Следећи корак у испитивању антитуморског дејства аналога халкона 

подразумевао је утврђивање апоптотичног ефекта оних супстанци које су на једној од 

коришћених туморских ћелијских линија испољиле статистички значајан 
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цитотоксични ефекат, уз минимални статистички значајног цитотоксичног ефекта на 

ћелије хуманих фибробласта. 

Тип ћелисјке смрти (апоптоза и/или аутофагија) утврђен је коришћењем 

проточне цитометрије (flow) употребом Annexin V-FITC и 7-аминоактиномицин D 

бојења. У циљу утврђивања типа ћелијске смрти, HeLa и HCT-116 ћелије су 

инкубиране у периоду од 48 часова испитиваним супстанцама у концентрацијама које 

одговарају IC50 вредностима. Проценат апоптотичних и некротичних ћелија у узорку 

утврђен је у односу на контролне, нетретиране HeLa и HCT-116 ћелије.  

Као део експеримента, након 24 часовне инкубације испитиваних супстанци 

вршен је ко-третман инхибитором аутофагије (хлорокином, CQ) у концентрацији од 20 

µM, како би се утврдило да ли процес аутофагије доприноси апоптотичном ефекту 

испитиваних супстанци. 

 У циљу испитивања механизма апоптозе индуковане од стране испитиваних 

аналога халкона коришћене су методе проточне цитометрије (flow) и флуоросцентне 

микроскопије. 

Метода проточне цитометрије коришћена је за утврђивање експресије 

регулаторних апоптотских протеина Bax-a, Bcl-2 и каспазе-3 након 24 часовне 

култивације HeLa и HCT-116 ћелија IC50 концентрацијама седам аналога халкона, док 

је метода флуоресцентне микроскопије коришћена за утврђивање експресије Bax-a, 

Bcl-2 и каспазе-3 након 24 часовне култивације HeLa и HCT-116  ћелија IC50 

концентрацијама три структурно различита аналога халкона (Х1, Х5 и Х7). Као део 

експеримента, методом проточне цитометрије одређен је релативни однос експресије 

анти-апоптотичног Bcl-2 и про-апоптотичног Bax протеина у третираним у односу на 

контролне, нетретиране ћелије у циљу утврђивања механизма апоптозе. 

 Након утврђивања типа ћелијске смрти, као део овог истраживања испитивана 

је укљученост процеса аутофагије методом флуоресцентне микроскопије након 48 

часовне инкубације HeLa и HCT-116 ћелија аналозима халкона у концентрацијама које 

одговарају IC50 вредностима. 

 

3.3. МТТ тест цитотоксичности 
 

Цитотоксични ефекат експерименталних супстанци утврђен је коришћењем 

МТТ колориметријског теста.  
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Принцип МТТ теста се заснива на редукцији жутог 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-

2,5-дифенилтетразолијум-бромида до нерастворног љубичастог формазана у 

метаболички активним ћелијама. Реакцију редукције катализују ензими 

митохондријалне оксидоредуктазе које представљају NAD(P)H зависне ензиме (225). 

МТТ тест се врши у микротитар плочама са 96 бунара (96 Greiner Bio-One, 

CLS6509). Након трипсинизације и бројања ћелија, коришћењем мултифункционалне 

(мултиканалне) пипете у сваки бунар је засејан подједнак број ћелија (5×103 ћелија по 

пунару). Након 24 и 48 часова култивације  HeLa, HCT-116 и MRC-5 ћелија аналозима 

халкона и контролним супстанцама у концентрацијама од 0,3 до 300 µМ, уклоњен је 

медијум и у сваки бунар је додато по 100µl радног раствора MTT-а. 

Радни раствор MTT-а је добијен из MTT штока (5mg/ml) који је разблажен са 

DMEM-ом у односу 1:10. 

Након 2 часа инкубације ћелија са MTT раствором на 37ºC у атмосфери са 0,5% 

CO2, награђени кристали формазана су растворени помоћу 100%-тног диметил-

сулфоксида (DMSO-а). Интензитет љубичасте боје одређен је мерењем абсорбанци на 

таласној дужини од 595 nm коришћењем читача 96-микротитар плоча (Zenyth 3100, 

Anthos Labtec Instruments).  

Концентрација испитиваних супстанци која одговара IC50 вредностима након 24 

и 48 часова третмана израчунате су коришћењем софтвера Microsoft Office Excel 2010, 

ED50plus v1.0 или GraphPad Prism 8. Проценат цитотоксичних ћелија израчунат је 

коришћењем формуле: Цитотоксичност (%) = (1 – (абсорбанца експерименталне 

групе/абсорбанца контролне групе) × 100). 

 

3.4. Проточна цитометрија - Annexin V-FITC тест 

апоптотичности 
 

Након утврђивања статистички значајне цитотоксичности испитиваних 

супстанци на HeLa и HCT-116 ћелије, испитиван је њихов апоптотични ефекат 

коришћењем проточне цитометрије применом Annexin V-FITC/7-AAD бојења.  

Фосфатидил-серин представља молекул који је инкорпориран унутар ћелијске 

мембране и код вијабилних ћелија оријентисан је према цитосолу ћелије, док се у 

стадијуму ране апоптозе ћелија оријентише према екстрацелуларном простору под 

каталитичким дејством ензима флипаза и инхибицијом ензима аминофосфолипидних 

транслоказа. 
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Протеин Annexin V-FITC има велики афинитет везивања за фосфатидил-серин 

који је оријентисан ка спољашњем делу фосфолипидног двослоја ћелијске мембране 

апоптотичних ћелија при чему представља маркер за идентификацију ћелија у раном 

стадијуму апоптозе (226). Након везивања Annexin V-FITC протеина за фосфатидил-

серин и побуђивања светлости арагонског ласера (таласне дужине 488 nm) емитује се 

зелена боја чиме се идентификује проценат апоптотичних ћелија. 

Протеин 7-AAD представља протеин који има велики афинитет везивања за 

молекул DNK и нема способност да дифундује кроз очувану ћелијску мембрану 

вијабилних ћелија и ћелија у стадијуму ране апоптозе.  

Након некрозе ћелија долази до нарушавања интегритета ћелијске мембране, 

дифундовања молекула 7-AAD и инкорпорирања овог протеина између нуклеинских 

база дволанчаног DNK молекула. Након побућивања светлости емитује се црвена боја 

чиме се идентификује проценат некротичних ћелија. Такође, нарушавањем интегритета 

ћелијске мембране протеин Annexin V-FITC дифундује кроз ћелијску мембрану при 

чему се FITC везује за молекул DNK што представља маркер за идентификацију ћелија 

у касном стадијуму апоптозе.  

Према овоме, у условима одсуства Annexin V-FITC-а (зелено бојење) и 7-AAD 

(црвено бојење) ћелије су вијабилне; у условима присуства зелене и одсуства црвене 

боје ћелије су у стадијуму ране апоптозе; у условима присуства обе боје ћелије су у 

стадијуму касне апоптозе; и у условима одсуства зелене и присуства црвене боје ћелије 

су некротичне (227,228). 

Након трипсинизације и бројења HeLa и HCT-116 засејане су у плоче са 24 

бунара (Greiner Bio-One, 662160) при чему је у сваки бунар засејано 1×105 ћелија. 

Након инкубације ћелија у периоду од 24 часова, ћелије су третиране аналозима 

халкона и контролним супстанцама у концентрацијама која одговарају IC50 

вредностима за сваку испитивану супстанцу током 48 часова.  

Како би се испитало да ли процес аутофагије доприноси процесу апоптозе, 

након култивације ћелија у периоду од 24 часова у једну експерименталну групу додат 

је хлорокин (CQ) у концентрацији од 20 µМ. 

Након 48 часовне култивације ћелије су пренете у епрувете за проточну 

цитометрију и три пута испране хладним PBS-ом. Након испирања, ћелије су 

ресуспендоване у 100 µl хладног 1× binding buffer-a ( раствор FACS buffer-а и 

дестиловане воде у односу 1:10), обојене одговарајућим бојама и инкубиране у мраку у 

периоду од 15 минута. Након инкубације у сваку епрувету је додато по 400 µl binding 
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buffer-a и проценат апоптотичних HeLa и HCT-116 ћелија је анализиран употребом 

проточног цитометра Cytomics FC500 (Beckman Coulter, USA). 

 

3.5. Проточна цитометрија – анализа регулаторних 

протеина апоптозе 
 

У циљу утврђивања апоптотског сигналног пута одређивана је експресија 

регулаторних протеина апоптозе, Bcl-2, Bax-a и активне каспазе-3 након 24 часовног 

третмана HeLa и HCT-116 ћелија IC50 концентрацијама седам аналога халкона.  

Након инкубације, ћелије су испране 3 пута хладним PBS-ом, а потом 

фиксиране и пермеабилизоване коришћењем фиксационог и пермеабилизационог 

комплета (Fixation and Permeabilization Kit, eBioscience, 88-824-00).  

Након пермеабилизације ћелије су инкубиране примарним антителима у 

периоду од 20 минута у разблажењу 1:500 (антитело разблажено у PBS-у): антитело за 

Bcl-2 (anti-Bcl-2), антитело за каспазу-3 (anti-caspase-3) и антитело за активни Bax 

(anti-Bax). Након инкубације, додат је PBS, а након центрифугирања и одливања 

супернатанта ћелије су ресуспендоване у 100 µl PBS-а. Након овога, ћелије су 

инкубиране секундарним антителом Alexa 488 (11001, Invitrogen, USA) у разблажењу 

1:1000, у периоду од 15 минута у мраку. Након инкубације и поновног испирања PBS-

ом, центрифугирања и одливања супернатанта, ћелије су ресуспендоване у 300 µl PBS-

a и анализиране на проточном цитометру (flow). Експресија Bcl-2, Bax-a и активне 

каспазе-3 анализирана је коришћењем софтвера за проточну цитометрију (Flowing 

Software 2). Интензитет флуоресценције (IF) ћелија за регулаторне апоптотске 

протеине израчунат је у односу на интензитет флуоресценције изотипске контроле. 

 

3.6. Флуоресцентна микроскопија – одређивање експресије 

регулаторних протеина апоптозе 
 

У циљу потврде механизма апоптозе методом флуоресцентне микроскопије 

утврђена је експресија и локализација кључних протеина апоптозе након 24 часовног 

третмана HeLa и HCT-116 ћелија IC50 концентрацијама три структурно различита 

аналога халкона Х1, Х5 и Х7. 
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За одређивање експресије регулаторних апоптотских протеина методом 

флуоресцентне микроскопије коришћене су стаклене љуспице (coverslips) као подлога 

за ћелије. 

Пре засејавања ћелија стаклене љуспице су стерилисане 80%-тним етанолом и 

осушене над пламеном. Потом су стерилисане стаклене љуспице пренете у плоче са 24 

бунара. Након трипсинизације и бројања, ћелије су засејане на стаклене љуспице при 

чему је на сваку љуспицу засејано 1×105 ћелија. Након култивације ћелија испитиваним 

супстанцама у периоду од 24 часова љуспице са ћелијама су испране 2 пута хладним 

PBS-ом и фиксиране 4%-тним формалдехидом у периоду од 30 минута.  

Након фиксације, ћелије су опране 3 пута у PBS-у и пермеабилизоване 0,2%-

тним раствором Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379). Након пермеабилизације ћелија и 

испирања PBS-ом ћелије су током 10 минута блокиране пуфером (blocking buffer) који 

садржи 0,1% Tween 20 и 10% FBS-а у PBS-у. Након инкубације ћелија и уклањања 

blocking buffer-а, ћелије су инкубиране током 1 часа примарним антителима за Bcl-2, 

каспазу-3, активни Bax и β-актин (#076, K4840; Sigma Aldrich; Germany) у разблажењу 

1:100 (антитело разблажено у blocking buffer-у). Након инкубације, ћелије су опране 3 

пута у PBS-у и инкубиране током 30 минута у мраку секундарним антителима Alexa 

488 i Alexa 594 (поклон др Љупке Иванишевић, Canada, Ottawa) у разблажењу 1:200.  

Након инкубације ћелија секундарним антителима, љуспице са ћелијама су 

опране 3 пута у PBS-у, 3 пута у дупло дестилованој води. Након испирања, стаклене 

љуспице су залепљене глицеролом на покровна стакла на страни на којој су ћелије 

биле залепљене за подлогу и посматране на микроскопу марке Olympus, модел BX51 

под увеличањем 400× и 1000×. Интензитет флуоресценције мерен је помоћу ImageJ 

софтвера. 

 

3.7. Статистичка анализа података 
 

 Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација (SD) за 

три поновљена појединачна експеримента. Статистичка обрада података анализирана 

је употребом програмског пакета SPSS (верзија 20), где су подаци који су пратили 

нормалну расподелу анализирани помоћу Student-овог т-теста, док су подаци који нису 

пратили нормалну расподелу анализирани помоћу Kruskal-Wallis-овог теста. За обраду 

података суме рангова коришћен је непараметријски Mann-Whitney-јев тест. 
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Статистички значајним резултатима су се сматрали они резултати чија је p вредност 

била мања или једнака вредношћу 0,05. 

 

 

4. Резултати 
 

4.1. Аналози халкона испољавају ефикасан цитотоксични 

ефекат на туморским ћелијама 
 

Један од циљева ове студије био је испитивање цитотоксичних ефеката седам 

аналога халкона (X1-X7) на три врсте туморских ћелија хуманог порекла (HeLa – 

ћелијска линија аденокарцинома цервикса, HCT-116 – ћелијска линија карцинома 

колона, MDA-MB-231 – ћелијска линија аденокарцинома дојке), и на контролне ћелије 

које су биле здраве ћелије хуманих фибробласта плућа (MRC-5).  

У циљу испитивања и упоређивања цитотоксичног ефекта аналога халкона на 

туморске ћелије, у студији су се као контролне супстанце користиле цисплатина (cisPt) 

и дехидрозингерон (ДХЗ) чији су цитотоксични ефекти на туморским ћелијама 

описани у многобројним студијама (одељак – Увод). 

 Цитотоксични ефекти испитиваних супстанци анализирани су методом МТТ 

теста вијабилности ћелија који се заснива на редукцији жутог тетразолијум бромида до 

љубичастог формазана у метаболички активним ћелијама. Након 24 и 48 часовног 

третмана различитим концентрацијама аналога халкона, цисплатине и 

дехидрозингерона МТТ тестом одређен је проценат (%) вијабилних туморских и 

здравих (контролних) ћелија. Након одређивања вијабилности ћелија, израчунат је 

цитотоксични ефекат испитиваних супстанци на ћелије коришћењем формуле: 

цитотоксичност (%) = 100 - % вијабилних ћелија. 

 

4.1.1. Утврђивање цитотоксичних ефеката аналога халкона, 

цисплатине и дехидрозингерона на три различите врсте 

туморских ћелија HeLa, HCT-116 и MDA-MB-231 
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Испитивани халкон (Е)-1-(4-хидрокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он 

(Х1) представља први халкон у серији испитиваних аналога халкона који је синтетисан 

de novo од ванилина као полазног једињења. Услед тога, халкон Х1 представља први 

халкон овог истраживања чији је испитиван цитотоксични ефекат на три различите 

врсте туморских ћелија (HeLa, HCT-116 и MDA-MB-231), као и ефекат на хумане 

фибробласте плућа (MRC-5). 

Резултати овог истраживања показали су да аналог халкона Х1 испољава 

статистички значајан дозно и временски зависан цитотоксични ефекат на HeLa и HCT-

116 ћелије. 

 Након 24 и 48 часовног третмана халкон Х1, у свим испитиваним 

концентрацијама (0,3, 1, 3, 10, 30, 100 и 300 µМ), испољавао је статистички значајан 

цитотоксични ефекат на HeLa и HCT-116 ћелије (p≤0,05), при чему није показао 

статистички значајан цитотоксични ефекат на контролне тј. здраве MRC-5 ћелије у 

испитиваним временским интервалима (p>0,05) (Слика 14). 

Повећање цитотоксичног ефеката аналога халкона на HeLa и HCT-116 ћелије 

било је у директној корелацији са повећањем концентрације. 

Након 24 и 48 часова инкубације MDA-MB-231 ћелијe показале су резистентност 

на различите концентрације Х1 у поређењу са HeLa и HCT-116 ћелијама. Халкон Х1 је 

тек при концентрацијама од 100 и 300 µМ испољавао статистички значајан 

цитотоксични ефекат на MDA-MB-231 ћелијe (p≤0,05). 

 После 24 часовног третмана HeLa ћелија различитим концентрацијама халкона 

Х1 од 0,3 до 30 µМ, цитотоксичност је износила од 21,66 до 65,39% у односу на 

контролне, нетретиране HeLa ћелије (Слика 14А). Након 24 часовног третмана 

концентрацијама Х1 од 100 и 300 µМ на HeLa ћелије цитотоксичност је износила преко 

80% (за концентрацију од 100 µМ цитотоксичност је износила 80,47%, и за 

концентрацију од 300 µМ цитотоксичност износила је 89,64%) у односу на контролне, 

нетретиране HeLa ћелије (Слика 14А). 

Након 48 часовне инкубације HeLa ћелија аналогом халкона Х1 цитотоксични 

ефекат кретао се од 43,79 до 90,32% (за  0,3 µМ = 43,79%; за 1 µМ = 48,10;  за 3 µМ = 

51,95%; за 10 µМ = 58,49%; за 30 µМ = 66,36%; за 100 µМ = 89,92%; и за 300 µМ = 

90,32%) (Слика 14Б). 

 Након 24 часовне култивације HCT-116 ћелија концентрацијама халкона Х1 од 

0,3 и 1 µМ, цитотоксични ефекат није показао статистичку значајаност (p>0,05) (за 0,3 

µМ – 11,77%, и 1 µМ – 12,51%) (Слика 14В). Међутим, након 24 часовне култивације 
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HCT-116 ћелија концентрацијама халкона Х1 (3, 10, 30, 100 и 300 µМ), цитотоксични 

ефекат био је статистички значајан у односу на контролне, нетретиране HCT-116 

ћелије (p≤0,05) (за 3 µМ – 29,67%, 10 µМ – 53,34%, 30 µМ – 53,37%, 100 µМ – 53,47% и 

300 µМ – 70,27%). 

Након 48 часовне инкубације HCT-116 ћелија са Х1 цитотоксични ефекат био је 

статистички значајан у односу на контролне, нетретиране HCT-116 ћелије 

(цитотоксичност се кретала у опсегу од 47,55% до 82,29%, p≤0,05) (Слика 14Г). 

 Након 24 и 48 часовног третмана MDA-MB-231 ћелија концентрацијама Х1 у 

опсегу од 0,3 до 30 µМ није било статистички значајног повећања цитотоксичности у 

односу на контролне, нетретиране MDA-MB-231 ћелије (p>0,05). Међутим, након 

третмана MDA-MB-231 ћелија са концентрацијама Х1 од 100 и 300 µМ, цитотоксичност 

је била статистички значајна (за концентрацију од 100 µМ цитотоксичност је износила 

27,39% након 24 часа и 48,00% након 48 часа третмана, док је за концентрацију од 300 

µМ цитотоксичност била 57,12% након 24 часа и 62,29% након 48 часа третмана, 

p≤0,05), што указује на то да не постоји временска зависност цитотоксичности Х1 на 

MDA-MB-231 ћелије (Слика 14Д и Ђ). 
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Слика 14. Цитотоксични ефекти аналога халкона Х1, cisPt и ДХЗ на HeLa, HCT-116, 

MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије након 24 и 48 часовног третмана. 
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Инкубација контролних здравих MRC-5 ћелија са свим испитиваним 

концентрацијама аналога халкона Х1 није довела до статистички значајног повећања 

цитотоксичности током испитиваних периода инкубације (p>0,05) (Слика 14Е и Ж). 

Након испитивања цитотоксичног ефекта аналога халкона (Х1) на три 

различите врсте туморских ћелија, следећи корак студије био је испитивање 

цитотоксичних ефеката осталих аналога халкона у серији једињења: (Е)-1-(3,4-

диметоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X2), (Е)-1-(4-етокси-3-метоксифенил)-5-

метилхекс-1-ен-3-он (X3), (Е)-1-(4-изопропокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-

он (X4), (E)-1-(3-метокси-4-пропоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X5), (Е)-1-(4-

бутокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X6), (Е)-1-(4-(бензилокси)-3-

метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он (X7), на три различите врсте туморских ћелија 

HeLa, HCT-116, MDA-MB-231, док су као контролне ћелије коришћени здрави хумани 

фибробласти (MRC-5) (Слике 15-20).  

Испитивани халкони Х2-Х7 испољавали су сличан цитотоксични ефекат на три 

различите врсте туморских ћелија као и халкон Х1. 

Сви испитивани аналози халкона (Х2-Х7) показали су ефикасне цитотоксичне 

ефекте на HeLa и HCT-116 ћелије након 24 и 48 часова инкубације. Најефикаснији 

цитотоксични ефекат сви испитивани аналози халкона испољавали су након 48 

часовног третмана на HeLa ћелије, при чему се проценат цитотоксичности након 

третмана највишим концентрацијама испитиваних халкона (100 и 300 µM) кретао од 

83,52 до 95,97% (за Х2 100µМ – 87,57% и 300µМ – 92,71%; за Х3 100µМ – 83,52% и 

300µМ – 92,76%; за Х4 100µМ – 90,67% и 300µМ – 95,97%; за Х5 100µМ – 90,68% и 

300µМ – 93,16%; за Х6 100µМ – 89,57% и 300µМ – 91,81%; и за Х7 100µМ – 87,97% и 

300µМ – 90,42%).  

После истог дозног и временског интервала проценат цитотоксичности аналога 

халкона (Х2-Х7) за HCT-116 ћелије кретао се од 67,81 до 85,76% (за Х2 100µМ – 

78,41% и 300µМ – 85,20%; за Х3 100µМ – 73,84% и 300µМ – 85,48%; за Х4 100µМ – 

76,90% и 300µМ – 85,40%; за Х5 100µМ – 70,44% и 300µМ – 85,76%; за Х6 100µМ – 

84,07% и 300µМ – 84,90%; и за Х7 100µМ – 67,81% и 300µМ – 74,85%). 

Ипак, након 24 и 48 часова култивације MDA-MB-231 ћелија различитим 

концентрацијама испитиваних супстанци (од 0,3 до 300 µМ), примећено је да MDA-

MB-231 ћелије показују одређени степен резистентности на халконе, при чему је 

статистички значајно повећање цитотоксичности испитиваних супстанци било 

приметно при концентрацијама од 100 и 300 µМ (p≤0,05). 
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После оба временска интервала инкубације здравих ћелија испитиваним 

супстанцама (Х2-Х7) у примењеним концентрацијама није било статистички значајног 

цитотоксичног ефекта, p>0,05, у односу на нетретиране MRC-5 ћелије (Слика 15-20). 

 Третмани HeLa, HCT-116 и MDA-MB-231 ћелија цисплатином (cisPt) у ниским 

концентрацијама током 24 часова нису довели до статистички значајног цитотоксичног 

ефекта у односу на одговарајуће контролне, нетретиране ћелије (Слика 14А, В и Д). 

Након третмана HeLa ћелија концентрацијама цисплатине од 10 до 300 µМ 

током 24 часа, дошло је до статистички значајног повећања цитотоксичности (p≤0,05) 

(од 10 µМ – 45,61%, 30 µМ – 51,77%, 100 µМ – 54,92 и 300 µМ – 59,93%) у односу на 

нетретиране HeLa ћелије (Слика 14А). Такође, након 48 часовне инкубације HeLa 

ћелија концентрацијама цисплатине од 10, 30, 100 и 300 µМ цитотоксичност је била 

статистички значајна (цитотоксичност се кретала у опсегу од 48,58 до 64,97%, p≤0,05) 

у односу на нетретиране HeLa ћелије у истом временском интервалу (Слика 14Б). 

Након 24 часовне инкубације HCT-116 ћелија концентрацијама цисплатине од 

10 до 300 µМ проценат цитотоксичности био је статистички значајан (p≤0,05) 

(цитотоксичност се кретала у опсегу од 46,76 до 63,39%) у односу на нетретиране HCT-

116 ћелије (Слика 14В). Међутим, након 48 часовне инкубације HCT-116 ћелија 

цисплатином у концентрацији од 3 µМ, цисплатина је испољила статистички значајан 

цитотоксични ефекат (40,47%) у односу на контролне ћелије (p≤0,05). Такође, после 48 

часова третмана HCT-116 ћелија концентрацијама цисплатине (од 10 до 300 µМ) 

цитотоксичност се кретала у опсегу од 51,30 до 79,32% у односу на контролу (Слика 

14Г). 

Третман MDA-MB-231 ћелија цисплатином у концентрацијама од 30, 100 и 300 

µМ током 24 часова резутовао је статистички значајним цитотоксичним ефекатом 

(p≤0,05) (30 µМ – 28,94%, 100 µМ – 56,32% и 300 µМ – 65,78%) у односу на 

нетретиране, контролне MDA-MB-231 ћелије (Слика 14Д). Такође, након 48 часовног 

третмана MDA-MB-231 ћелија ниским концентрацијама цисплатине није дошло до 

статистички значајног цитотоксичног ефекта (p>0,05), док  при концентрацијама 

цисплатине (у опсегу од 10 до 300 µМ) цитотоксичност је била статистички значајна у 

односу на нетретиране, контролне MDA-MB-231 ћелије (p>0,05) и кретала се у опсегу 

од 24,85 до 68,13 µМ (Слика 14Ђ). 

Након 24 и 48 часовне инкубације здравих ћелија ниским концентрацијама 

цисплатине цитотоксичност није била статистички значајна (p>0,05). Међутим, 

инкубација MRC-5 ћелија концентрацијама цисплатине од 30, 100 и 300 µМ довела је 
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до статистички значајног повећања цитотоксичности (за 30 µМ – 22,11% након 24 часа 

и 36,41% након 48 часова; 100 µМ – 27,46% након 24 часа и 55,25% након 48 часова; и 

300 µМ – 51,52% након 24 часа и 58,20% након 48 часова, p≤0,05) у односу на 

нетретиране MRC-5 ћелије (Слика 14Е и Ж). 

На основу резултата анализираних МТТ тестом, сви халкони Х1-Х7 испољавали 

су снажнији цитотоксични ефекат на ћелије цервикса у поређењу са цисплатином 

током оба временска интервала. Наиме, применом концентрације од 3-10 µМ халкона 

Х1-Х7 током 24 часова на HeLa ћелије резултовало је повећање цитотоксичности преко 

50%, док је исти ефекат након 24 часова цисплатина испољила тек при концентрацији 

од 10 до 30 µМ. Након 48 часовног третмана на HeLa ћелије повећање 

цитотоксичности од 50% халкони Х1-Х7 узрокују већ при концентрацијама од 1-3 µM, 

док је исти ефекат након поменутог третмана цисплатина узроковала тек при 

концентрацији од 10 µМ. Међутим, током 24 и 48 часовних третмана на HCT-116 

ћелије сви испитивани аналози халкона Х1-Х7 и цисплатина испољавају сличан 

цтитоксични ефекат при чему повећање цитотоксичности од 50% узрокују у 

концентрацијама од 3-10 µМ. Детаљније поређење халкона Х1-Х7 у односу на 

цисплатину одређено је на основу израчунатих IC50 вредности и описано је у одељку 

4.1.3. IC50 вредности референтних супстанци. 

Следећа референтна супстанца чији је цитотоксични ефекат испитиван и 

упоређиван са ефектима халкона, био је дехидрозингерон (ДХЗ). Најпре је био 

испитиван цитотоксични ефекат дехидрозингерона (у концентрацијама од 0,3, 1, 3, 10, 

30, 100 и 300 µМ) у периоду од 24 часа на HeLa ћелије.  

Резултати су показали да третман HeLa ћелија концентрацијама 

дехидрозингерона од 10 до 300 µМ резултује повећањем цитотоксичности (за 10 µМ – 

42,45%, 30 µМ – 56,72%, 100 µМ – 74,33% и 300 µМ – 81,36%) у односу на контролне, 

нетретиране HeLa ћелије (Слика 14А). Такође, након третмана  HeLa ћелија 

концентрацијама дехидрозингерона од 10 до 300 µМ у периоду од 48 часoва 

цитотоксичност је износила од 59,25% до 98,57% у односу на нетретиране HeLa ћелије 

(Слика 14Б). Међутим, 0,3 и 1 µМ концентрације дехидрозингерона нису испољиле 

статистички значајан цитотоксични ефекат на HCT-116 ћелије током оба временска 

интервала. 

Пошто је испитивано дејство ДХЗ према HeLa ћелије, следећим експериментом 

испитиван је ефекат ДХЗ на HCT-116 ћелије. 
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 Након 24 и 48 часовне култивације HCT-116 ћелија концентрацијама 

дехидрозингерона од 3 до 300 µМ цитотоксичност је била статистички значајна 

(p≤0,05) (након 24 часовне инкубације ћелија цитотоксичност је била у опсегу од 23,67 

до 74,28%, док је након 48 часовне инкубације ћелија цитотоксичност се кретала у 

опсегу од 51,89 до 84,73%) у односу на нетретиране HCT-116 ћелије (Слика 14В и Г). 

Ипак, за разлику од 48 часовног третмана ДХЗ-а на HeLa ћелије, 0,3 и 1 µМ 

концентрације ДХЗ-а на HCT-116 ћелије испољиле су статистички значајан 

цитотоксични ефекат (p≤0,05). 

Након испитивања цитотоксичног ефекта ДХЗ на HeLa и HCT-116 ћелије, 

наредном експериментом испитиван је његов цитотоксични ефекат на MDA-MB-231 

ћелије. Резултати овог експеримента су показали да MDA-MB-231 ћелије показују 

резистентност у односу на различите концентрације дехидрозингерона у периоду 

инкубације од 24 и 48 часова (Слика 14Д и Ђ). Наиме, након инкубације MDA-MB-231 

ћелија концентрацијама дехидрозингерона од 0,3 до 30 µМ цитотоксичност није била 

статистички значајна у поређењу са контролним ћелијама. После 24 часова третмана 

MDA-MB-231 ћелија 100 µМ концентрацијом дехидрозингерона цитотоксичност је 

била статистички значајна (p≤0,05) и износила је 35,22%, а за 300 µМ износила је 

37,56%, док након 48 часовне култивације MDA-MB-231 ћелија 100 µМ 

концентрацијом дехидрозингерона цитотоксичност је износила 34,33%, а за 300 µМ – 

38,21% (не постоји временска, већ само дозна зависност цитотоксичности 

дехидрозингерона на MDA-MB-231 ћелије). 

На основу резултата анализираних МТТ тестом, сви испитивани аналози 

халкона Х1-Х7 испољавају ефикасније цитотоксичне ефекте на HeLa ћелије у односу 

на ДХЗ, док су цитотоксични ефекти Х1-Х7 на остале туморске ћелије били слични са 

ефектом дехидрозингерона. Детаљније поређење цитотоксичног ефекта испитиваних 

халкона Х1-Х7 у односу на дехидрозингерон одређено је на основу израчунатих IC50 

концентрација и описано је у одељку 4.1.3. IC50 вредности референтних супстанци. 

Инкубација MRC-5 ћелија свим испитиваним концентрацијама 

дехидрозингерона није резултовала статистички значајним повећањем 

цитотоксичности у оба временска интервала (p>0,05), у односу на нетретиране MRC-5 

ћелије (Слика 14Е и Ж). 
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Слика 15. Цитотоксични ефекти Х2, цисплатине и дехидрозингерона на HeLa, HCT-

116, MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије након 24 и 48 часовног третмана. 
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Слика 16. Цитотоксични ефекти аналога халкона Х3, цисплатине и дехидрозингерона 

на HeLa, HCT-116, MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије након 24 и 48 часова третмана. 
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Слика 17. Цитотоксични ефекти Х4, цисплатине и дехидрозингерона на HeLa, HCT-

116, MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије након 24 и 48 часовног третмана. 
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Слика 18. Цитотоксични ефекти Х5, цисплатине и дехидрозингерона на HeLa, HCT-

116, MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије након 24 и 48 часовног третмана. 
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Слика 19. Цитотоксични ефекти цисплатине и дехидрозингерона на HeLa, HCT-116, 

MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије након 24 и 48 часовног третмана. 
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Слика 20. Цитотоксични ефекти Х7, цисплатине и дехидрозингерона на HeLa, HCT-

116, MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије након 24 и 48 часовног третмана. 



57 

 

4.1.2. IC50 вредности аналога халкона 

 

Након испитивања цитотксичних ефеката свих испитиваних супстанци, 

израчунате су њихове IC50 вредности.  

У табели 1. приказане су израчунате IC50 вредности седам аналог халкона, 

цисплатине и дехидрозингерона за све испитиване ћелије.  

Након 24 часовне инкубације HeLa ћелија са различитим концентрацијама Х1, 

цисплатине и дехидрозингерона, IC50 вредности биле су у опсегу од 2,55 до 8,97 µМ 

(IC50 вредност за Х1 износила је 8,97 ± 1,45 µМ, за Х2 - 8,03 ± 1,31 µМ, за Х3 - 2,55 ± 

1,23 µМ, за Х4 - 4,94 ± 0,27 µМ, за Х5 - 4,11 ± 1,46 µМ, за Х6 - 6,30 ± 1,11 µМ и за Х7 - 

6,18 ± 1,72 µМ). 

После третмана ћелија цервикса са аналозима халкона у периоду од 48 часова, 

израчунате IC50 вредности биле су у опсегу од 1,69 до 3,67 µМ (IC50 вредност за Х1 

износила је 3,67 ± 1,17 µМ, за Х2 - 2,53 ± 0,56 µМ, за Х3 - 3,64 ± 0,86 µМ, за Х4 2,96 ± 

0,66 µМ, за Х5 - 3,55 ± 1,10 µМ, за Х6 - 3,51 ± 1,25 µМ и за Х7 - 1,69 ± 0,68 µМ) (Табела 

1). 

Следећим експериментом била је обухваћена HCT-116 ћелијска линија.  

Након 24 часовне култивације HCT-116 ћелија различитим концентрацијама 

седам аналога халкона, израчунате IC50 вредности кретале су се у опсегу од 5,62 до 8,17 

(IC50 вредност за Х1 износила је 6,85 ± 0,71 µМ, за Х2 - 7,57 ± 1,24 µМ, за Х3 - 7,18 ± 

1,09, за Х4 - 8,17 ± 1,23 µМ, Х5 - 5,62 ± 1,17 µМ, Х6 - 6,95 ± 1,20 и за Х7 - 7,9 ± 1,37 

µМ). После третмана HCT-116 ћелија са испитиваним супстанцама током 48 часова, 

IC50 вредности су износиле од 2,65 до 7,27 µМ (IC50 вредност за Х1 износила је 2,65 ± 

0,87 µМ, за Х2 - 3,45 ± 0,93 µМ, за Х3 - 4,12 ± 0,95 µМ, за Х4 - 5,25 ± 1,23 µМ, za Х5 - 

5,09 ± 0,87 µМ, за Х6 - 7,27 ± 1,41 µМ, за Х7 - 6,76 ± 0,92 µМ) (Табела 1). 

Након оба временска интервала третмана MDA-MB-231 ћелија различитим 

концентрацијама аналога халкона (0,3 – 300 µМ), израчунате IC50 вредности нису биле 

статистички значајне (IC50 вредности су биле у опсегу од преко 100 до преко 300 µМ, 

p>0,05). 

Након израчунатих IC50 вредности свих аналога халкона на три различите врсте 

туморских ћелија након 24 и 48 часова третмана, IC50 вредности за HeLa ћелије биле су 

ниже у односу на IC50 вредности за HCT-116 ћелије, док су IC50 вредности аналога 
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халкона за MDA-MB-231 ћелије биле више у односу на IC50 вредности за HeLa и HCT-

116 ћелије (Табела 1). 

После два временска интервала инкубације здравих ћелија свим 

концентрацијама аналога халкона, IC50 вредности нису биле статистички значајне (IC50 

вредности су биле у опсегу од преко 200 до преко 300 µМ, p>0,05) (Табела 1), односно 

биле су потребне високе концентрације аналога халкона како би био постигнут 

минимални цитотоксични ефекат на здравим фибробластима плућа (MRC-5). 

 

 

 

4.1.3. IC50 вредности референтних супстанци 

 

Након израчунатих IC50 вредности испитиваних супстанци за HeLa, HCT-116, 

MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије, израчунате су IC50 вредности цисплатине и 

дехидрозингерона током два временска интервала у концентрацијама од 0,3 – 300 µМ. 

 Након 24 часовне инкубације HeLa ћелија са цисплатином и 

дехидрозингероном, израчунате IC50 вредности износиле су 19,60 ± 3,22 µМ за 

цисплатину и 9,61 ± 2,16 µМ за дехидрозингерон, док су након 48 часовног третмана 

IC50 вредности износиле 9,70 ± 1,40 µМ за цисплатину и 5,41 за дехидрозингерон 

(Табела 1). 

IC50 вредности референтних супстанци за HeLa ћелије су биле више у односу на 

IC50 вредности аналога халкона, односно била је потребна виша IC50 вредност 

референтних супстанци у односу на аналоге халкона да би се постигао њихов 

цитотоксични ефекат. 

Након 24 часовног третмана HCT-116 ћелија различитим концентрацијама 

цисплатине и дехидрозингерона, израчунате IC50 вредности износиле су 7,17 ± 1,15 µМ 

за цисплатину и 5,71 ± 0,66 µМ за дехидрозингерон, док након истог третмана у 

периоду од 48 часова израчунате IC50 вредности износиле су 4,82 ± 1,45 µМ за 

цисплатину и 2,85 ± 0,69 µМ за дехидрозингерон (Табела 1). 

Након 24 и 48 часова култивације MDA-MB-231 ћелија различитим 

концентрацијама дехидрозингерона, израчунате IC50 вредности износиле су преко 300 

µМ (IC50 вредности нису биле статистички значајне), док је након 24 часовног третмана 

цисплатине на MDA-MB-231 ћелије, израчуната IC50 вредност износила 93,56 ± 11,43 
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µМ, а након истог третмана у периоду од 48 часова, IC50 вредност за цисплатину 

износила је 24,54 ± 4,67 µМ (Табела 1). На основу израчунатих IC50 вредности може се 

закључити да су MDA-MB-231 ћелије високо резистентне на дејство дехидрозингерона, 

док су MDA-MB-231 ћелије сензитивне на цисплатину, односно цисплатина испољава 

ефикаснији цитотоксични ефекат у односу на дехидрозингерон што се огледа у нижим 

IC50 вредностима за цисплатину. 

После оба временска интервала инкубације здравих фибробласта различитим 

концентрацијама цисплатине и дехидрозингерона, израчунате IC50 вредности нису биле 

статистички значајне (за дехидрозингерон  IC50 вредности износиле су преко 300 µМ, 

док је за цисплатину израчуната IC50 вредност била преко 100 µМ након  краћег 

периода инкубације), осим дужег третмана MRC-5 ћелија цисплатином, где је IC50 

вредност износила 44,25 ± 14,72 µМ (p≤0,05) (Табела 1). На основу израчунатих IC50 

вредности референтних супстанци може се закључити да дехидрозингерон не делује 

цитотоксично на MRC-5 ћелије, док цисплатина испољава цитотоксични ефекат током 

дужег временског третмана (током 48 часова). 

 

 

Табела 1. IC50 вредности Х1-Х7, цисплатине и дехидрозингерона за HeLa, HCT-116, 

MDA-MB-231 и MRC-5 ћелије у периодима од 24 и 48 часова. 
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На основу израчунатих IC50 вредности током 24 часовног третмана свих 

испитиваних супстанци на HeLa ћелије, IC50 вредности испитиваних аналога халкона 

биле су ниже у односу на вредности референтних супстанци, односно цитотоксични 

ефекат аналога (Х1-Х7) након поменутог третмана био је ефикаснији у односу на 

ефекат референтних супстанци (ДХЗ и cisPt).  

С тим у вези, након поменутог третмана халкон Х3 испољио је најефикаснији 

цитотоксични ефекат са IC50 вредношћу од 2,55 µМ. Међутим, након 48 часовног 

третмана свих испитиваних супстанци на HeLa ћелије IC50 вредности испитиваних 

аналога халкона биле су ниже у односу на вредност cisPt, IC50 вредност ДХЗ-а била је 

слична као вредноси испитиваних халкона, док је најефикаснији цитотоксични ефекат 

испољио халкон Х7 са IC50 вредношћу од 2,53 µМ. 

Након израчунатих IC50 вредности током 24 часовног третмана свих испитиваних 

супстанци на HCT-116 ћелије, IC50 вредности аналога халкона биле су сличне као 

вредности референтних супстанци, при чему је Х5 испољио најефикаснији 

цитотоксични ефекат са IC50 вредношћу од 5,62 µМ. Такође, након истог третмана 

током 48 часова, израчунате IC50 вредности свих испитиваних супстанци биле су 

сличне, при чему је Х1 испољио најефикаснији цитотоксични ефекат са IC50 

вредношћу од 2,65 µМ. 

Израчунате IC50 вредности након оба временска периода свих испитиваних 

супстанци на MDA-MB-231 ћелије најефикаснији цитотоксични ефекат испољила је 

cisPt са IC50 вредношћу од 24,54 µМ током 48 часова, док су IC50 вредности осталих 

испитиваних супстанци износиле преко 80, 100, 200 и 300 µМ.  

Међутим, током 24 и 48 часова третмана испитиваних халкона (Х2-Х7), cisPt и 

ДХЗ-а на здраве контролне MRC-5 ћелије, аналози халкона и дехидрозингерон 

показали су високу селективност са IC50 вредностима преко 100, 200 и 300 µМ, док је 

цисплатина испољила цитотоксичност са IC50 вредношћу од 44,25 µМ. 

На основу ових резултата МТТ теста цитотоксичности може се закључити да 

аналози халкона испољавају ефикаснији цитотоксични ефекат на две различите врсте 

туморских ћелија HeLa и HCT-116 у односу на цисплатину и дехидрозингерон са већом 

селективношћу према здравим контролним MRC-5 ћелијама у односу на цисплатину. 

 

4.2. Аналози халкона, цисплатина и дехидрозингерон 

индукују апоптозу HeLa и HCT-116 ћелија 
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С обзиром на то да су резултати МТТ теста и израчунате IC50 вредности показали да 

све испитиване супстанце испољавају значајан цитотоксични ефекат на (HeLa) и (HCT-

116), следећи циљ овог истраживања био је одређивање типа ћелијске смрти (апоптоза 

и/или некроза и/или аутофагија), односно испитивање који тип ћелијске смрти у 

највећој мери доприноси цитотоксичности испитиваних аналога халкона. 

Након 48 часовног третмана HeLa и HCT-116 ћелија са IC50 вредностима аналога 

халкона анализиран је проценат апоптотичних ћелија употребом методе проточне 

цитометрије (Flow) коришћењем боја Annexin V-FITC и 7-аминоактиномицин-D (7-

AAD). 

 

4.2.1. Аналози халкона, цисплатина и дехидрозингерон индукују 

апоптозу HeLa ћелија 

 

Третман HeLa ћелија у периоду од 48 часова са IC50 вредностима свих испитиваних 

аналога халкона (Х1-Х7) показао је значајно повећање процента апоптотичних ћелија у 

односу на контролне, нетретиране HeLa ћелије (Слика 21А и Б). 

У нетретираним HeLa ћелијама проценат вијабилних ћелија износио је 92,28%, 

проценат апоптотичних ћелија 6.19% и проценат некротичних ћелија 1,53%. Након 

третмана HeLa ћелија са IC50 вредношћу Х1 (3.67 µМ) укупан проценат апоптотичних 

ћелија износио је 40,85%, (рана апоптоза – 37,30% и касна апоптоза – 3,55% ћелија). 

Проценат некротичних ћелија није био статистички значајан и износио је 0,74% 

(p>0,05). 

Такође, 48-часовни третман IC50 концентрацијама осталих аналога халкона Х2-Х7 

(2,53 µМ концентрација за Х2, 3,64 µМ за Х3 , 2,96 µМ за Х4, 3,5 µМ за Х5, 3,5 µМ за 

Х6 и 1,69 µМ за Х7) на HeLa ћелије резултовао је статистички значајним повећањем 

процента апоптотичних ћелија у поређењу са контролним ћелијама које нису биле 

третиране. 

За аналог халкона Х2 проценат апоптотичних HeLa ћелија износио је 40,46% (рана 

апоптоза – 37,07% и касна апоптоза – 3,39%) уз незнатан проценат некротичних ћелија 

од 0,65%. 

За аналог халкона Х3 проценат апоптотичних HeLa ћелија износио је 37,16% (рана 

апоптоза – 33,41% и касна апоптоза – 3,75%), док је проценат некротичних ћелија био 

незнатан (0,86%).  



62 

 

За аналог халкона Х4 проценат апоптотичних HeLa ћелија износио је 51,56% (ране 

апоптозе – 45,49% и касне апоптозе – 6,07%) уз незнатан проценат некротичних ћелија 

(1,04%). 

За аналог халкона Х5 проценат апоптотичних HeLa ћелија износио је 43,29% (ране 

апоптозе – 40,48% и касне апоптозе – 2,81% у стадијуму), док је проценат некротичних 

ћелија био незнатан и износио је 0,69%.  

За аналог халкона Х6 проценат апоптотичних HeLa ћелија износио је 44,56% (рана 

апоптоза – 41,47% и касне апоптозе – 3,09%) уз занемарљив проценат некротичних 

ћелија који је износио 0,88%.  

За аналог халкона Х7 проценат апоптотичних HeLa ћелија износио је 42,10% (ране 

апоптозе – 39,17% и касне апоптозе – 2,93%) уз занемарљив проценат некротичних 

ћелија који је износио 0,75% (Слика 21). 

Инкубација HeLa ћелија са IC50 вредностима цисплатине и дехидрозингерона (за 

цисплатину 9,7 µМ и за дехидрозингерон 2,41 µМ) резултовала је повећањем процента 

апоптотичних ћелија у поређењу са контролним, нетретираним ћелијама (Слика 21).  

Након третмана HeLa ћелија цисплатином, проценат апоптотичних ћелија износио 

је 41,9%, од чега је 37,98% ћелија било у стадијуму ране апоптозе, 3,92% у стадијуму 

касне апоптозе, док је проценат некротичних ћелија био незнатан и износио је 0,62%. 

Након третмана HeLa ћелија дехидрозингероном проценат апоптотичних ћелија 

износио је 45,79 (ране апоптозе – 41,69% и касне апоптозе – 4,10%), уз незнатан 

проценат некротичних ћелија од 0,66%.  

На основу резутата теста апоптотичности, након третмана HeLa ћелија са IC50 

вредностима Х1-Х7 и референтних супстанци проценат апоптотичних ћелија за Х1 се 

увећао за 6,6 пута, проценат некротичних ћелија се смањио за 2 пута и проценат 

вијабилних ћелија се смањио за 1,6 пута у односу на нетретиране ћелије;  

За Х2 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 6,5 пута, проценат некротичних 

ћелија се смањио за 2,4 пута и проценат вијабилних ћелија се смањио за 1,6 пута у 

односу на нетретиране ћелије;  

За Х3 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 6 пута, проценат некротичних 

ћелија се смањио за 1,8 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 1,5 пута у 

односу на нетретиране ћелије;  

За Х4 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 8,3 пута, проценат некротичних 

ћелија се смањио за 1,5 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 1,9 пута у 

односу на нетретиране ћелије;  
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За Х5 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 7 пута, проценат некротичних 

ћелија се смањио за 2,2 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 1,6 пута у 

односу на нетретиране ћелије;  

За Х6 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 7 пута, проценат некротичних 

ћелија се смањио за 1,7 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 1,7 пута у 

односу на нетретиране ћелије;  

За Х7 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 6,8 пута, проценат некротичних 

ћелија се смањио за 2 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 1,6 пута у 

односу на нетретиране ћелије;  

За дехидрозингерон проценат апоптотичних ћелија увећао се за 7,4 пута, проценат 

некротичних ћелија се смањио за 2,3 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 

1,7 пута у односу на нетретиране ћелије;  

За цисплатину проценат апоптотичних ћелија увећао се за 6,8 пута, проценат 

некротичних ћелија се смањио за 2,5 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 

1,6 пута у односу на нетретиране ћелије. 
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Слика 21. Апоптотични ефекти аналога халкона Х1-Х7, дехидрозингерона и 

цисплатине на HeLa ћелије након 48 часовног третмана са IC50 вредностима 

испитиваних супстанци. А. Резиме података о проценту апоптотичних ћелија након 

третмана HeLa ћелије испитиваним супстанцама у поређењу са контролним, 

нетретираним ћелијама. Б. Вијабилне ћелије налазе се у доњем левом пољу dot plot-a, 

некротичне ћелије у горњем левом пољу, ћелије у стадијуму ране апоптозе у доњем 

десном пољу, и ћелије у стадијуму касне апоптозе у горњем десном пољу. Подаци су 

изражени као средња вредност ± стандардна грешка из три независна експеримента. 
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На основу добијених резултата теста апоптотичности најефикаснији 

апоптотични ефекат на HeLa ћелије показао је халкон Х4 у односу на остале 

испитиване аналоге халкона и референтне супстанце. 

 

4.2.2. Аналози халкона, цисплатина и дехидрозингерон индукују 

апоптозу HCT-116 ћелија 

 

Култивација HCT-116 ћелија испитиваним супстанцама (IC50 вредности) 

резултовала је повећањем процента апоптотичних ћелија у односу на нетретиране 

HCT-116 ћелије (Слика 22 А и Б). У контролним, нетретираним ћелијама, 95,08% од 

укупног броја ћелија било је вијабилно, 4,47% било је апоптотично (од тога, рана 

апоптоза – 4,29% и касна апоптоза – 0,18% ћелија), док проценат некротичних ћелија 

није био статистички значајан и износио је 0,45%. 

Инкубација HCT-116 ћелија са IC50 вредностима испитиваних аналога халкона 

(концентрација од 2,65 µМ за Х1, 3,45 µМ за Х2, 4,12 µМ за Х3, 5,25 µМ за Х4, 5,09 

µМ за Х5, 7,27 µМ за Х6 и 6,76 µМ за Х7) резултовала је статистички значајним 

повећањем процента апоптотичних ћелија у односу на нетретиране ћелије (p≤0,05). За 

аналог халкона Х1 проценат апоптотичних ћелија износио је 60,08% (рана апоптоза – 

45,38% и касна апоптоза – 14,70% ћелија).  

За аналог халкона Х2 проценат апоптотичних ћелија износио је 62,67% (рана 

апоптоза – 47,74% и касна апоптоза – 14,93% ћелија).  

За аналог халкона Х3 проценат апоптотичних ћелија износио је 52,11% (рана 

апоптоза – 39,49% и касна апоптоза – 12,62% ћелија). 

За аналог халкона Х4 проценат апоптотичних ћелија износио је 57,44% (рана 

апоптоза – 49,62% и касна апоптоза – 7,82% ћелија).  

За аналог халкона Х5 проценат апоптотичних ћелија износио је 35,2% (рана 

апоптоза – 26,10% и касна апоптоза – 9,10% ћелија).  

 За аналог халкона Х6 проценат апоптотичних ћелија износио је 26,88% (рана 

апоптоза – 23,31% и касна апоптоза – 3,57% ћелија).  

За аналог халкона Х7 проценат апоптотичних ћелија износио је 27% (рана 

апоптоза – 21,63% и касна апоптоза – 5,37% ћелија) (Слика 22). 

Третман свим испитиваним халконима није статистички значајно (p>0,05) 

утицао на проценат некротичних ћелија (Х1 – 0,89%; Х2 – 0,63%; Х3 – 0,31; Х4 – 0,30; 

Х5 – 0,55; Х6 – 0,48; Х7 – 0,32). 
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Инкубација HCT-116 ћелија цисплатином и дехидрозингероном у 

концентрацијама које одговарају IC50 вредностима (за цисплатину концентрација од 

4,82 µМ и за дехидрозингерон концентрација од 2,85 µМ) резултовала је статистички 

значајним повећањем процента апоптотичних ћелија у поређењу са HCT-116 ћелијама 

које нису биле третиране дехидрозингероном (Слика 22).  

За дехидрозингерон проценат апоптотичних ћелија износио је 21,32% (рана 

апоптоза – 17,72% и касна апоптоза – 3,60% ћелија). 

За цисплатину проценат апоптотичних ћелија био је 39,23% (рана апоптоза – 

33,28% и касна апоптоза – 5,95% ћелија). 

Третман контролним супстанцама није статистички значајно утицао на 

проценат некротичних ћелија (cisPt – 0,22 и ДХЗ – 0,11) (p>0,05). 

На основу резутата теста апоптотичности, након третмана HCT-116 ћелија IC50 

вредностима Х1-Х7 и референтних супстанци проценат апоптотичних ћелија за Х1 се 

увећао за 13,5 пута, и проценат вијабилних ћелија смањио се за 2,4 пута у односу на 

нетретиране ћелије. Проценат некротичних ћелија за Х1 незнатно се увећао у односу 

на нетретиране HCT-116 ћелије; 

За Х2 проценат апоптотичних ћелија се увећао за 14 пута, и проценат 

вијабилних ћелија се смањио за 2,6 пута у односу на нетретиране ћелије. Проценат 

некротичних ћелија за Х2 незнатно се увећао у односу на нетретиране ћелије;  

За Х3 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 11,7 пута, проценат 

некротичних ћелија се смањио за 1,5 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 2 

пута у односу на нетретиране ћелије;  

За Х4 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 12,9 пута, проценат 

некротичних ћелија се смањио за 1,5 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 

2,3 пута у односу на нетретиране ћелије;  

За Х5 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 7,9 пута, и проценат 

вијабилних ћелија смањио се за 1,5 пута у односу на нетретиране ћелије. Проценат 

некротичних ћелија за Х5 незнатно се увећао у односу на нетретиране ћелије; 

За Х6 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 6 пута, проценат некротичних 

ћелија био је непромењен и проценат вијабилних ћелија смањио се за 1,3 пута у односу 

на нетретиране ћелије. Проценат некротичних ћелија је био незнатан и остао је исти 

као код нетретираних ћелија; 
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За Х7 проценат апоптотичних ћелија увећао се за 6 пута, проценат некротичних 

ћелија се смањио за 1,4 пута и проценат вијабилних ћелија смањио се за 1,3 пута у 

односу на нетретиране ћелије;  

За дехидрозингерон проценат апоптотичних ћелија увећао се за 4,8 пута, 

проценат некротичних ћелија се смањио за 4 пута и проценат вијабилних ћелија се 

смањио за 1,2 пута у односу на нетретиране ћелије;  

За цисплатину проценат апоптотичних ћелија се увећао за 8,8 пута, проценат 

некротичних ћелија се смањио за 2 пута и проценат вијабилних ћелија се смањио за 1,6 

пута у односу на нетретиране ћелије. 

 

Слика 22. Апоптотични ефекти IC50 вредности аналога халкона Х1-Х7, 

дехидрозингерона и цисплатине на HCT-116 ћелије након 48 часова третмана. А. 



68 

 

Резиме података о проценту апоптотичних ћелија након третмана HCT-116 ћелије 

испитиваним супстанцама у поређењу са контролним, нетретираним ћелијама. Б. 

Вијабилне ћелије налазе се у доњем левом пољу dot plot-a, некротичне ћелије у горњем 

левом пољу, ћелије у стадијуму ране апоптозе у доњем десном пољу, и ћелије у 

стадијуму касне апоптозе у горњем десном пољу. Подаци су изражени као средња 

вредност ± стандардна грешка из три независна експеримента. 

 

На основу добијених резултата теста апоптотичности најефикаснији 

апоптотични ефекат на HCT-116 ћелије показао је халкон Х2 у односу на остале 

испитиване аналоге халкона и референтне супстанце. 

 

4.3. Аналози халкона индукују апоптозу у туморским HeLa и 

HCT-116 ћелијама путем активације митохондријалног 

апоптотског пута 
 

Пошто су досадашњи резултати овог истраживања показали да испитивани аналози 

халкона испољавају значајан цитотоксични и апоптотични ефекат на HeLa и HCT-116 

ћелије, следећи циљ ове студије био је испитивање механизма апоптозе путем којег 

аналози халкона индукују смрт туморских ћелија цервикса и колона.  

У том циљу одређивана је експресија регулаторних протеина апоптозе: анти-

апоптотичног Bcl-2 протеина и про-апоптотичног активног Bax-a и егзекуторне 

активне каспазе-3 употребом метода проточне цитометрије (Flow) и 

имунофлуоросцентне микроскопије користећи специфична антитела за ове протеине. 

 У циљу детекције потенцијалних промена у експресији и локализацији 

регулаторних протеина апоптозе, HeLa и HCT-116 ћелије су биле третиране IC50 

вредностима аналога халкона током 24 часа. 

Апоптоза може бити индукована активирањем спољашњег и/или унутрашњег 

(митохондријалног) апоптотског пута. Спољашњи апоптотски пут подразумева 

активацију рецептора смрти (као што је Fas) који се везује за домен смрти FADD при 

чему се формира DISC комплекс. Формирани комплекс активира иницијаторну 

каспазу-8 која сукцесивно доводи до активације егзекуторне каспазе-3 и егзекуцију 

апоптозе. 
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Митохондријални апоптотски пут активира се као последица нарушене равнотеже 

између експресије и ефекта анти-апоптотских протеина као што је Bcl-2 и про-

апоптотских протеина као што је Bax. Смањена експресија Bcl-2 протеина и повећана 

експресија активног Bax-а узрокује инкорпорирање овог про-апоптотског протеина у 

мембрану митохондрија, формирање пора и транслокацију цитохрома c из 

интрамембранског простора митохондријa у цитосол ћелије који са про-апоптотским 

Apaf-1 протеином и про-каспазом-9 формира апоптозом који активира каспазу-9, а 

затим и егзекуторну каспазу-3. 

 

4.3.1. Аналози халкона узрокују повећану експресију активног Bax-a, 

повећану експресију каспазе-3 и смањену експресију Bcl-2 

протеина у HeLa ћелијама 

 

Протеин Bcl-2 припада групи анти-апоптотичних протеина који инхибира 

процес апоптозе и омогућава преживљавање ћелија. Аналози халкона представљају 

стимулусе апоптозе који узрокују смањење експресије Bcl-2 протеина у цитосолу HeLa 

ћелија и индукују апоптозу у HeLa ћелијама. 

У здравим ћелијама, про-апоптотски протеин Bax локализован је у цитосолу 

ћелије. Индукцијом апоптозе долази до активирања Bax-a који формира поре у 

спољашњој митохондријалној мембрани, транслокације цитохрома c у цитосол ћелије 

и сукцесивног активирања егзекуторне каспазе-3. Дисбаланс експресије про-

апоптотичног Bax протеина и анти-апоптотичног Bcl-2 протеина у корист Bax-a 

последица је активирања митохондријалног апоптотског пута од стране различитих 

апоптотских стимулуса, у које убрајамо и аналоге халкона (103,105,109,110). 

У циљу одређивања механизам апоптозе, халконима третиране HeLa ћелије 

инкубиране су антителима за Bcl-2, активни Bax и активну каспазу-3, при чему је 

одређен ниво експресије и активација Bax-а, Bcl-2 и каспазе-3 мерењем интензитета 

флуоросценције (IF –fluoroscence intensity) (резултати мерења интензитета 

флуоросценције су изражени као медијана). 

Добијени резултати показали су да 24 часовни третман HeLa ћелија IC50 

концентрацијама седам аналога халкона доводе до статистички значајног смањења 

интензитета флуоросценције (p≤0,05) за анти-апоптотични Bcl-2 протеин у односу на 

контролне, нетретиране HeLa ћелије. Вредност IF за Bcl-2 протеин код нетретираних 

HeLa ћелија износила је 61,98, док су се вредности IF код Х1-Х7 третираних HeLa 
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ћелија кретале од 27,22 до 48,66 (Табела 2). Односно, експресија анти-апоптотичног 

Bcl-2 протеина код Х1-Х7 третираних HeLa ћелија била је смањена у односу на 

нетретиране ћелије и то 1,9 пута (46,37%) за Х1, 1,5 пута (34,96%) за Х2, 1,4 пута 

(26,94%) за Х3, 1,4 пута (26,41) за Х4, 1,9 пута (47,47%) за Х5, 1,3 пута (21,49%) за Х6 

и 2,3 пута (56,08%) за Х7 (Слика 23 и 24Б). 

Након одређивања експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина у HeLa 

ћелијама третираним халконима, одређивали смо експресију активног про-

апоптотичног Bax протеина третираних ћелија у односу на нетретиране ћелије. Као 

резултат третмана HeLa ћелија испитиваним халконима дошло је до транслокације 

активног Bax-a из цитосола ћелије у митохондрије што је резултовало статистички 

значајним повећањем експресије про-апоптотичног активног Bax-a (повећања 

интензитета IF) третираних HeLa ћелија у поређењу са ћелијама које нису биле 

третиране. Вредност IF за активни Bax код нетретираних HeLa ћелија била је 23,58, док 

су се вредности IF код халконима третираних HeLa ћелија кретале од 29,30 до 56,08 

(Табела 2).  

На основу резултата овог истраживања, експресија про-апоптотичног Bax-а код 

Х1-Х7 третираних HeLa ћелија била је повећана у односу на нетретиране HeLa ћелије и 

то 1,2 пута (24,26%) за Х1; 1,7 пута (65,82%) за Х2; 1,9 пута (89,10%) за Х3; 2,4 пута 

(137,83%) за Х4; 1,5 пута (52,20%) за Х5; 1,7 пута (73,62%) за Х6; 1,4 пута (44,32%) за 

Х7 (Слика 23 и 24А). 

Смањење експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина и повећање експресије 

активног про-апоптотичног активног Bax протеина код третираних HeLa ћелија довело 

је до статистички значајно смањеног односа Bcl-2/Bax у односу на нетретиране ћелије. 

Наиме, вредност IF односa Bcl-2/Bax код нетретираних HeLa ћелија био је 2,63, док је 

након 24 часова третмана  HeLa ћелија аналозима халкона у концентрацији која 

одговара IC50 вредности, вредност IF односa Bcl-2/Bax износила: 1,13 за Х1, 1,03 за Х2, 

1,02 за Х3, 0,81 за Х4, 0,91 за Х5, 1,19 за Х6 и 0,80 за Х7 (Табела 2). Изражено у 

процентима, 24 часовна инкубација HeLa ћелија IC50 концентрацијама седам аналога 

халкона довела је до смањења односа Bcl-2/Bax од 2,3 пута (57,03%) за Х1, 2,6 пута 

(60,84%) за Х2, 2,6 пута (61,22%) за Х3, 3,2 пута (69,20%) за Х4, 2,9 пута (65,40%) за 

Х5, 2,2 пута (54,75%) за Х6 и 3,3 пута (69,58%) за Х7 (Слика 25). 
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Слика 23. Репрезентативни хистограми експресијe и активацијe регулаторних 

протеина апоптозе, Bcl-2, Bax-a и каспазе-3 у туморским HeLa ћелијама након 24 

часовног третмана IC50 концентрацијама испитиваних халкона Х1-Х7. 

 

Табела 2. Измерене вредности интензитета флуоресценције (IF) за регулаторне 

апоптотичне протеине Bcl-2, активни Bax и каспазу-3, као и израчунат однос анти-

апоптотичног Bcl-2 протеина и про-апоптотичног активног Bax протеина након 24 

часовног третмана HeLa ћелија IC50 концентрацијама испитиваних аналога халкона. 

Након утврђивања смањеног релативног односа Bcl-2/Bax протеина који 

представља показатељ индукције апоптозе активирањем митохондријалног 
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апоптотског пута, следећи циљ био је да се утврди да ли je егзекуторнa каспазa-3 

активирана аналозима халкона.  

Сходно томе, резултати су показали да je 24 часовна инкубација HeLa ћелија 

IC50 концентрацијама аналога халкона (Х1-Х7) довела до статистички значајно 

повећаног нивоа активне каспазе-3 у поређењу са нетретираним ћелијама. Вредност IF 

за активну каспазу-3 код нетретираних HeLa ћелија износила је 5,83, док су се IF 

вредности код Х1-Х7 третираних ћелија кретале од 15,20 до 42,07 (Табела 2).  

Добијени резултати су показали да експресија активне каспазе-3 код халконима 

третираних HeLa ћелија била је статистички значајно повећана (2,6 пута за Х1; 3,8 пута 

за Х2; 4,9 пута за Х3; 7,2 пута за Х4; 6,5 пута за Х5; 4 пута за Х6; 6,8 пута за Х7) у 

односу на контролне ћелије цервикса које нису биле третиране (Слике 23 и 24Ц). 

 

Слика 24. Репрезентативни дијаграм који показује промену IF за протеине Bcl-2, 

активни Bax и каспазу-3 након 24 часовног третмана IC50 концентрацијама  

испитиваних халкона Х1-Х7 на HeLa ћелије. А. Повећање IF за активни Bax код 

халконима третираних туморских ћелија у односу на нетретиране ћелије. Б. Смењење 

вредности IF за Bcl-2 код туморских HeLa ћелија које су биле третиране халконима  у 

поређењу са нетретираним ћелијама. Ц. Повећање IF каспазе-3 код туморских HeLa 

ћелија које су биле третиране халконима у односу на нетретиране ћелије цервикса. 
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Слика 25. Репрезентативни дијаграм који показује промену IF односа анти-

апоптотичног и про-апоптотичног протеина након третмана HeLa ћелија IC50 

концентрацијама испитиваних аналога халкона Х1-Х7 током 24 часа. 

 

Као део експеримента, у циљу одређивања експресије регулаторних протеина 

апоптозе, добијени резултати проточном цитометријом потврђени су коришћењем 

методе имунофлуоресцентне микроскопије.  

Наиме, након 24 часовне инкубације HeLa ћелија аналозима халкона Х1, Х5 и 

Х7 у концентрацијама које одговарају IC50 вредностима одређивана је експресија Bcl-2 

протеина, активног Bax-a и активне каспазе-3 мерењем просечног интензитета 

флуоросценције (mean fluoroscence intensity – MFI). 

Након 24 часова третмана HeLa ћелија IC50 концентрацијама халкона Х1, Х5 и 

Х7, вредност MFI за Bcl-2 протеин била је статистички значајно смањена (p≤0,05) у 

односу на нетретиране HeLa ћелије. Третман HeLa ћелија довео је до смањене 

експресије Bcl-2 протеина у односу на нетретиране ћелије (72,5) и то од 2,5 пута за Х1 

(28,5), 2,6 пута за Х5 (28,1) и 3,2 пута за Х7 (23,2) (Слика 26). 
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Слика 26. Имунофлуоресцентни приказ нивоа експресије анти-апоптотичног Bcl-2 

протеина у ћелијама карцинома цервикса након 24 часовног третмана IC50 

концентрацијама испитиваних халкона Х1, Х5 и Х7. 

 

Након одређивања експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина коришћењем 

методе имунофлуоросцентне микроскопије, одређена је експресија активног про-

апоптотичног Bax протеина код HeLa ћелија које су биле третиране халконима у 

односу на контролне ћелије.  

Третман HeLa ћелија током 24 часова IC50 концентрацијама три аналога халкона 

довели су до повећане експресије Bax-a у односу на нетретиране ћелије (10,6) и то од 

2,6 пута за Х1 (28,0), 2,7 пута за Х5 (28,4) и 4 пута за Х7 (41,8) (Слика 27). 
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Слика 27. Имунофлуоресцентни приказ нивоа експресије про-апоптотичног Bax 

протеина у ћелијама карцинома цервикса након 24 часовног третмана IC50 

концентрацијама испитиваних халкона Х1, Х5 и Х7.  

 

Након утврђивања смањене експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина и 

повећане експресије про-апоптотичног Bax-a, коришћењем методе 

имунофлуоросцентне микроскопије одређивано је да ли аналози халкона представљају 

стимулусе апоптозе HeLa ћелија при чему долази до активирања егзекуторне каспазе-3. 

Инкубација HeLa ћелија у периоду од 24 часова IC50 концентрацијама аналога 

халкона Х1, Х5 и Х7 довела је до статистички значајног повећања MFI вредности 

(p≤0,05) за активну каспазу-3 у односу на нетретиране ћелије. Култивација HeLa ћелија 

халконима резултовала је повећање нивоа активне каспазе-3 у односу на HeLa ћелије 

које нису биле третиране (1,5) и то 3 пута за Х1 (4,5), 3,2 пута за Х5 (4,8) и 6,3 пута за 

Х7 (9,5) (Слика 28). 
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Слика 28. Имунофлуоресценти приказ нивоа експресије ефекторне каспазе-3 у у 

ћелијама карцинома цервикса након 24 часовног третмана IC50 концентрацијама 
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испитиваних халкона Х1, Х5 и Х7. Након третмана HeLa ћелија халконима Х1, Х5 и 

Х7 вршено је њихово бојење анти-β-актином (зелени сигнал) и анти-каспазом-3 

(црвени сигнал) као што је описано у поглављу Материјал и методе. 

 

4.3.2. Аналози халкона узрокују повећану експресију активног Bax-a, 

повећану експресију каспазе-3 и смањену експресију Bcl-2 

протеина у HCT-116 ћелијама 

 

Након утврђивања механизма деловања аналога халкона на HeLa ћелије, следећи 

циљ био је утврђивање њиховог механизма деловања на HCT-116 ћелије. Сходно томе, 

коришћењем метода проточне цитометрије и имунофлуоросцентне микроскопије 

одређивана је експресија регулаторних протеина апоптозе (анти-апоптотичног Bcl-2 

протеина, про-апоптотичног Bax-a и егзекуторне каспазе-3) након деловања 

испитиваних супстанци. 

Резултати су показали да 24 часовна инкубација HCT-116 ћелија аналозима халкона 

у концентрацијама које одговарају IC50 вредностима, доводе до статистички значајног 

смањења експресије Bcl-2 протеина. Наиме, мерењем интензитета флуоросценције (IF), 

резултати су показали статистички значајно смањење IF третираних HCT-116 ћелија у 

поређењу са контролом (Слике 29 и 30). Вредност IF за Bcl-2 код нетретираних ћелија 

износила је 25,00, док су се IF вредности након 24 часова третмана HCT-116 ћелија IC50 

концентрацијама аналога халкона кретале од 11,14 до 14,72 (Табела 3). 

Тачније, инкубација HCT-116 ћелија халконима довела је до смањене експресије 

Bcl-2 протеина у односу на нетретиране ћелије и то 2,2 пута (55,44%) за Х1, 1,9 пута 

(47,60%) за Х2, 2 пута (50,80%) за Х3, 2,1 пута (53,40%) за Х4, 1,7 пута (41,12%) за Х5, 

2,3 пута (57,00%) за Х6 и 2,1 пута (51,68%) за Х7. 

Након добијених резултата који показују смањену експресију анти-апоптотичног 

Bcl-2 протеина код халкон третираних HCT-116 ћелија, у следећем експерименту 

одређивана је експресија про-апоптотичног активног Bax протеина након 24 часовног 

третмана HCT-116 ћелија IC50 концентрацијама аналога халкона.  

Резултати указују на статистички значајно повећање експресије активног Bax 

протеина у третираним HCT-116 ћелијама у односу на поменуте туморске ћелије које 

нису биле третиране(Слика 13 и 14). Вредност IF за Bax код нетретираних ћелија 

износила је 8,74, док су се вредности IF код третираних HCT-116 ћелија кретале од 

11,04 до 16,85 (Табела 3). Прецизније, експресија про-апоптотичног Bax-a била je 
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статистички значајно повећана у третираним HCT-116 ћелијама у односу на 

нетретиране ћелије, и то 1,4 пута (36,96%) за Х1, 1,3 пута (33,29%) за Х2, 1,4 пута 

(36,96%) за Х3, 1,3 пута (26,32%) за Х4, 1,9 пута (92,79%) за Х5, 1,5 пута (51,26) за Х6 

и 1,4 пута (36,96) за Х7. 

Након утврђивања смањене експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина и 

повећане експресије про-апоптотичног Bax-a код третираних HCT-116 ћелија у односу 

на нетретиране ћелије, утврђиван је релативни однос Bcl-2/Bax.  

Резултати истраживања показали су статистички значајно смањење релативног 

односа Bcl-2/Bax код HCT-116 ћелија које су третиране халконима Х1-Х7 у поређењу 

са контролним ћелијама (Слика 31). Вредности IF односа Bcl-2/Bax код нетретираних 

HCT-116 ћелија био је 2,86, док је код третираних HCT-116 ћелија IF вредност 

износила за Х1 – 0,93; Х2 – 1,12; Х3 – 1,03; Х4 – 1,06; Х5 – 0,87; Х6 – 0,81; и Х7 – 1,01 

(Табела 3). 

Тачније, 24 часовни третман HCT-116 ћелија IC50 концентрацијама аналога халкона 

резултовао је смањењем односа Bcl-2/Bax од 3,1 пута (67,48%) за Х1, 2,6 пута (60,84%) 

за Х2, 2,8 пута (63,98%) за Х3, 2,7 пута (62,94%) за Х4, 3,3 пута (69,58) за Х5, 3,5 пута 

(71,68%) за Х6 и 2,8 пута (64,69%) за Х7, у односу на нетретиране ћелије. 

 

Слика 29. Репрезентативни хистограми експресијe и активацијe регулаторних 

протеина апоптозе, Bcl-2, Bax-a и каспазе-3 у туморским HCT-116 ћелијама након 24 

часовног третмана IC50 концентрацијама испитиваних халкона Х1-Х7. 
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Табела 3. Измерене вредности интензитета флуоресценције (IF) за регулаторне 

апоптотичне протеине Bcl-2, активни Bax и каспазу-3, као и израчунат однос анти-

апоптотичног Bcl-2 протеина и про-апоптотичног активног Bax протеина након 24 

часовног третмана HCT-116 ћелија IC50 концентрацијама испитиваних аналога халкона. 

 

Након утврђене статистички значајне промене у експресијама анти-

апоптотичног Bcl-2 и про-апоптотичног Bax протеина, у следећем кораку одређивана је 

експресија егзекуторне каспазе-3 након 24 часовног третмана HCT-116 ћелија 

аналозима халкона у концентрацијама које одговарају IC50 вредностима.  

Резултати истраживања показали су статистички значајно повећање IF 

вредности за каспазу-3 код третираних HCT-116 ћелија у поређењу са ћелијама које 

нису биле третиране халконима Х1-Х7 (Слике 29 и 30). Вредност IF за каспазу-3 код 

нетретираних HCT-116 ћелија износила је 8,09, док су се IF вредности код третираних 

ћелија кретале од 28,32 до 50,74 (Табела 3). Наиме, култивација HCT-116 ћелија 

резултовала је повећањем нивоа егзекуторне каспазе у односу на контролу и то  4,2 

пута за Х1, 4,8 пута за Х2, 3,5 пута за Х3, 4,5 пута за Х4, 5,5 пута за Х5, 5,8 пута за Х6 

и 6,3 пута за Х7. 



80 

 

 

Слика 30. Репрезентативни дијаграм који показује промену IF за протеине Bcl-2, 

активни Bax и каспазу-3 након 24 часовног третмана IC50 концентрацијама  

испитиваних халкона Х1-Х7 на HCT-116 ћелије. А. Повећање IF за активни Bax 

протеин код халконима третираних туморских ћелија у односу на нетретиране ћелије. 

Б. Смењење вредности IF за Bcl-2 код туморских HCT-116  ћелија које су биле 

третиране халконима Х1-Х7  у поређењу са нетретираним ћелијама. Ц. Повећање IF 

каспазе-3 код туморских HCT-116 ћелија које су биле третиране халконима у односу на 

нетретиране ћелије колона. 
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Слика 31. Репрезентативни дијаграм који показује промену IF Bcl-2/Bax односа након 

24 часовног третмана HCT-116  ћелија IC50 концентрацијама испитиваних аналога 

халкона Х1-Х7. 

 

Након утврђивања смањене експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина и 

повећане експресије про-апоптотичног Bax-a и егзекуторне каспазе-3, циљ даљег 

истраживања био је одређивање Bcl-2, Bax-a и каспазе-3 методом имунофлуоросцентне 

микроскопије.  

Као репрезентативне супстанце које доводе до промене експресије 

регулаторних протеина апоптозе користили смо Х1, Х5 и Х7. 

Након 24 часова инкубације HCT-116 ћелија IC50 концентрацијама три аналога 

халкона, одређивана је експресија анти-апоптотичног Bcl-2 протеина, про-

апоптотичног Bax-a и егзекуторне каспазе-3 мерењем просечног интензитета 

флуоросценције (mean fluoroscence intensity – MFI). 

 Поменути третман HCT-116 ћелија резултовао је статистички значајним 

смањењем MFI вредности за Bcl-2 у односу на контролне ћелије. Након 24 часовне 

инкубације HCT-116 ћелија аналозима халкона Х1, Х5 и Х7 у концентрацијама које 

одговарају IC50 вредностима уследило је статистички значајно смањење експресије Bcl-

2 протеина у односу на контролне ћелије (MFI вредност износила је 12,9), и то 1,9 пута 

за Х1 (MFI вредност износила је 6,5), 2,2 пута за Х5 (MFI вредност износила је 5,6) и 

2,3 пута за Х7 (MFI вредност износила је 5,5) (Слика 32). 
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Слика 32. Имунофлуоресцентни приказ нивоа експресије анти-апоптотичног Bcl-2 

протеина у ћелијама карцинома колона након 24 часовног третмана IC50 

концентрацијама испитиваних халкона Х1, Х5 и Х7. 

 

Након утврђене смањене експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина, 

одређивана је експресија про-апоптотичног активног Bax-a након 24 часовног третмана 

HCT-116 ћелија аналозима халкона Х1, Х5 и Х7 у концентрацијама које одговарају IC50 

вредностима.  

Поменути третман резултовао је статистички значајним повећањем експресије Bax-a у 

поређењу са контролним ћелијама (MFI вредност износила је 7,2), и то 2 пута за Х1 

(MFI вредност износила је 14,2), 2,6 пута за Х5 (MFI вредност износила је 18,7) и 3,8 

пута за Х7 (MFI вредност износила је 27,6) (Слика 33). 
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Слика 33. Имунофлуоресцентни приказ нивоа експресије про-апоптотичног Bax 

протеина у ћелијама карцинома колона након 24 часовног третмана IC50 

концентрацијама испитиваних халкона Х1, Х5 и Х7.  

 

Након утврђене смањене експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина и про-

апоптотичног Bax-a методом имунофлуоросцентне микроскопије, истом методом 

одређивали смо да ли третман HCT-116 ћелија аналозима халкона Х1, Х5 и Х7 доводи 

до повећања експресије егзекуторне каспазе-3. У складу с тим, након 24 часовне 

инкубације HCT-116 ћелија аналозима халкона Х1, Х5 и Х7 у концентрацији која 

одговара IC50 вредностима мерењем MFI вредности процењена је експресију 

егзекуторне каспазе-3 у односу на нетретиране HCT-116 ћелије (Слика 34). Резултати 

истраживања показали су да три аналога халкона доводе до статистички значајног 

повећања експресије (p≤0,05) поменуте каспазе код третираних HCT-116 ћелија у 

односу на контролу (2,0) и то 4,3 пута за Х1 (8,6), 5,4 пута за Х5 (10,8) и 6,6 пута за Х7 

(13,2) (Слика 34). 
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Слика 34. Имунофлуоресценти приказ нивоа експресије ефекторне каспазе-3 у у 

ћелијама карцинома колона након 24 часовног третмана IC50 концентрацијама 
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испитиваних халкона Х1, Х5 и Х7. Након третмана HeLa ћелија халконима Х1, Х5 и 

Х7 вршено је њихово бојење анти-β-актином (зелени сигнал) и анти-каспазом-3 

(црвени сигнал) као што је описано у поглављу Материјал и методе. 

 

4.4. Допринос аутофагије процесу апоптозе индуковане од 

стране аналога халкона у HeLa и HCT-116 ћелијама 
 

Након утврђивања да испитивани аналози халкона у HeLa и HCT-116 ћелијама 

индукују апоптозу, следећи циљ истраживања био је да се испита у ком степену процес 

аутофагије доприности цитотоксичности испитиваних аналога халкона. У циљу овога, 

у једну експерименталну групу додат је хлорокин (CQ) који представља инхибитор 

аутофагије. Ко-ретман са CQ у концентрацији од 20 µМ вршен је након 24 часовног 

третмана HeLa и HCT-116 ћелија IC50 концентрацијама испитиваних аналога халкона и 

референтних супстанци. Након инкубације ћелија методом проточне цитометрије 

(flow) употребом бојења Annexin V-FITC/7-AAD одређиван је проценат апоптотичних 

ћелија, односно промена процента апоптотичних ћелија. 

Код контролних, нетретираних HeLa ћелија, инхибиција аутофагије није 

резултовалa значајном променом процента апоптотичних ћелија.  

24 часовни третман са хлорокином имао је различит утицај на цитотоксични ефекат 

аналога халкона (Слика 35). Инхибиција аутофагије је у значајној мери довела до 

смањења апоптозе индуковане аналозима Х2 и Х6, односно проценат апоптотичних 

ћелија се смањио за 10,43% (Х2) и 12,89% (Х6).  Ко-ретман са хлорокином је имао 

нешто мањи ефекат на цитотоксичност индуковану аналогом Х3 (смањење процента 

апоптотичних ћелија за 6,21%), док је ефекат на цитотоксичност Х1, Х4, Х5 и Х7 био 

практично занемарљив (0,54%, 0,44%, 2,32%  и 3,19%). 

Такође, ко-третман HeLa ћелија са CQ није довео до значајних промена у 

цитотоксичном ефекту референтних супстанци (ДХЗ – 3,13%; cisPt – 5,88%). 
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Слика 35. Репрезентативни дијаграм који показује промену процента апоптотичних 

ћелија карцинома цервикса након додатка хлорокина као инхибитора аутофагије. У 

халконима третираним HeLa ћелијама након 24 часова додат је хлорокин и одређен 

проценат апоптотичних ћелија методом проточне цитометрије употребом бојења 

Annexin V-FITC/7-AAD као што је описано у одељку Материјал и методе. 

 

Ко-третман HCT-116 ћелија са CQ и аналозима Х1, Х2, Х3 и Х4 резултовао је у 

значајном смањењу процента апоптотичних ћелија (Х1 – 36,27; Х2 – 16,33; Х3 – 15,37 

и Х4 – 16,8%) (Слика 20). Инхибиција аутофагије имала је мањи ефекат на 

цитотоксичност индуковану халконом Х5 (проценат апоптотичних ћелија се смањио за 

7,96%) и занемарљив ефекат на цитотоксичност Х6 и Х7 (3,14% и 4,91%). 

Ко-третман HCT-116 ћелија са cisPt и CQ довео је до изразите промене процента 

апоптотичних ћелија од -12,96%, док ко-третман са ДХЗ и CQ није резултовао 

значајном променом процента апоптотичних ћелија (1,79%). 
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Слика 36. Репрезентативни дијаграм који показује промену процента апоптотичних 

ћелија карцинома колона након додатка хлорокина као инхибитора аутофагије. У 

халконима третираним HCT-116 ћелијама након 24 часова додат је хлорокин и одређен 

проценат апоптотичних ћелија методом проточне цитометрије употребом бојења 

Annexin V-FITC/7-AAD као што је описано у одељку Материјал и методе. 

  

5. Дискусија 
 

 Малигне болести представљају главни узрок смрти како у Србији, тако и широм 

света. Протеклих година забележен велики пораст морталитета и инциденце канцера у 

нашој земљи, при чему су главни узроци смртности код мушке популације карциноми 

плућа и колона, док је главни узрок смртности код женске популације карцином дојке 

(44–46). 

Канцер представља групу малигнитетa коју карактеришу нерегулисани раст, 

пролиферација ћелија, инвазија и метастаза. Канцерогенеза је узрокована вишеструким 

серијама мутација гена који регулишу раст и диференцијацију ћелија, при чему 

нагомилавање мутација доводи до поремећаја експресије, активације и локализације 

молекула који су примарни за механизме одбране ћелија. Поменуте карактеристике 

канцерогенезе омогућене су способношћу канцерогених ћелија за избегавање процеса 

програмиране ћелијске смрти (10–12). 
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 Пролиферација и диференцијација туморских ћелија одвија се знатно брже у 

односу на малигно неизмењене ћелије где молекул DNK представља најважнији 

молекул у деоби ћелија. Услед тога, молекул DNK често представља мету 

антиканцерогених лекова (229). Кључни ефекат антиканцерогених лекова подразумева 

индукцију апоптозе као главног облика програмиране ћелијске смрти (53).  

Протеини који регулишу процес апоптозе представљају групу Bcl-2 протеина, 

где су најзначајнији протеини анти-апоптотични Bcl-2 и про-апоптотични Bax 

протеини. С тим у вези, експресија, локализација и активација Bcl-2 и Bax протеина 

представља веома значајне параметре за сузбијање тумора путем индукције процеса 

апоптозе. Индуковањем апоптозе од стране антиканцерогених лекова, лекови делују 

као стимулуси који уводе туморске ћелије у апоптозу, односно доводе до активирања 

про-апоптотичног Bax-а који формира поре у спољашњој митохондријалној мембрани 

и ослобађа цитохром c из интрамембранског простора митохондрија, што сукцесивно 

доводи до каспазне каскаде и активирања егзекуторне каспазе-3 (101,103–105).  

Протеини Bcl-2 и Bax локализовани су у цитосолу ћелије код малигно 

неизмењених ћелија. Повећана експресија активног Bax-а који је након идуковања 

апоптозе локализован у митохондријама и смањена експресија Bcl-2 протеина у 

цитосолу ћелија представљају погодне маркере за идентификацију ћелија у апоптози.  

Иако антиканцерогени лекови представљају ефикасну терапију за сузбијање 

малигнитета, примарна или секундарна резистентност канцерогених ћелија на 

антиканцерогене лекове, као и неселективност лекова према здравим ћелијама 

најчешћа су нежељена терапијска дејства (230,231). Услед тога, неопходна је синтеза и 

примена нових антиканцерогених једињења која ће редуковати нежељена дејства. 

Природни и синтетисани халкони, као и њихови деривати и аналози 

представљају биолошки активне супстанце које имају широку примену у лечењу 

малигнитета. Халкони представљају интермедијере за биолошку синтезу флавоноида 

са њима сличним хемијским и биохемијским карактеристикама, услед чега своје 

дејство најчешће испољавају слободним дифундовањем кроз ћелијску мембрану и 

везивањем за молекул DNK. Сходно томе, халкони се својом α, β – незасићеном 

карбонилном групом везују за N-терминалну амино групу гуанина у структури DNK 

молекула чиме остварују свој антитуморски ефекат (232,233). 

Сви испитивани халкони у овом истраживању представљају аналоге 

дехидрозингерона. За разлику од дехидрозингерона који садржи метил групу везану за 

карбонилни угљеников атом, седам испитиваних халкона (Х1-Х7) садрже изобутил 
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групу везану за карбонилни угљеников атом и међусобно се разликују по 

супституисаној функционалној групи на четвртом угљениковом атому ароматичног Б 

прстена. С обзиром на то да су испитивани халкони синтетисани у лабораторијским 

условима, de novo од ванилина, може се рећи да наши халкони (Х1-Х7) представљају 

аналоге дехидрозингерона на бази ванилина.  

Наиме, први халкон у серији Х1 садржи хидроксилну групу везану за 4. положај 

ароматичног Б прстена и представља једињење које је de novo синтетисано полазећи од 

ванилина. Остали испитивани халкони у серији једињења (Х2-Х7) синтетисани су 

супституцијом различитих функционалних група са водониковим атомом халкона Х1 и 

то: метил групом за Х2, етил групом за Х3, изопропил групом за Х4, пропил групом за 

Х5, бутил групом за Х6 и бензил групом за Х7. 

Предмет овог истраживања био је одређивање антитуморских ефекта седам 

аналога халкона (Х1-Х7) на три врсте туморских ћелија, HeLa, HCT-116 и MDA-MB-

231, као и ефекта на здраве MRC-5 ћелије које су коришћене као контролне ћелије. Као 

контролне супстанце користили смо цисплатину и дехидрозингерон који већ имају 

потврђен антитуморски ефекат на различите врсте туморских ћелија (221,222). 

Први корак у испитивању антитуморског дејства лекова и њиховој 

потенцијалној примени у медицинске сврхе представља in vitro студију испитивања 

њиховог цитотоксичног ефекта применом МТТ теста.  

Како би нека супстанца могла бити потенцијални агенс за лечење малигнитета 

неопходно је испитати њен ефекат на здравим ћелијама Сходно томе, неопходно је 

утврдити да ли су испитивани аналози халкона селективни према здравим ћелијама 

малигно неизмењеног ткива, и да ли су селективнији према здравим ћелијама у односу 

на референтне супстанце. 

 С тим у вези, циљ овог истраживања био је испитивање и упоређивање 

цитотоксичних ефеката аналога халкона Х1-Х7 и рeферентних супстанци (цисплатине 

и дехидрозингерона) на здраве хумане фибробласте плућа. Резултати ове студије 

показали су да сви испитиван халкони Х1-Х7 показују високу селективност према 

MRC-5 ћелијама током 24 и 48 часовног третмана.  

Штавише, током 24 часовне инкубације ћелија халконима Х1-Х7 у 

концентрацији од 300 µМ проценат цитотоксичности био је испод 35%, док за 

двоструко дужи временски период од 48 часова при истој концентрацији испитиваних 

аналога проценат цитотоксичности је био испод 50%. Израчунате IC50 вредности свих 

испитиваних аналога халкона након оба временска интервала су у опсегу од 200-300 
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µМ (Табела 1), што указује на то да сви аналози халкона имају назнатан цитотоксични 

ефекат на здраве хумане фибробласте.  

Дехидрозингерон, који представља структурни аналог испитиваних халкона и 

који је у овом истраживању коришћен као референтна супстанца не показује значајан 

цитотоксични ефекат на MRC-5 ћелије у испитиваним временским интервалима, где су 

израчунате IC50 концентрације износиле преко 300 µМ. Сви испитивани аналози 

халкона показују знатно већу селективност према MRC-5 ћелијама у односу на 

цисплатину која је коришћена као друга референтна супстанца овог истраживања.  

Резултати свих досадашњих истраживања за различите аналоге и деривате 

халкона нису показали већу селективност према здравим ћелијама у односу на наше 

испитиване халконе Х1-Х7. 

 С тим у вези је једно истраживање које су објавили Tatjana и сарадници 2018. 

године (234). Аутори поменутог истраживања испитивали су антитуморско дејство 23 

антрахинонска халкона на ћелије хумане леукемије при чему су као контролне здраве 

ћелије користили хумане фибробласте плућа, MRC-5. Резултати истраживања ових 

аутора показали су да три антрахинонска халкона након 24 часовног третмана 

испољавају значајан цитотоксични ефекат на MRC-5 ћелије са ниским вредностима 

IC50 концентрација. Од укупно 23 испитивана антрахинонска халкона, аутори наводе да 

само три халкона показују селективност према MRC-5 ћелијама. Овим се потврђују и 

резултати овог истраживања у коме је показано да аналози халкона не испољавају 

статистички значајан цитотоксични ефекат према здравим ћелијама (Табела 1). 

Ксантахумол представља један од многобројних природних халкона који је 

изолован из биљке хмеља (Humulus lupulus). Иако представља природни халкон, 

ксантахумол показује снажнији цитотоксични ефекат на MRC-5 ћелије у односу на 

наше испитиване халконе. С тим у вези, резултати једног истраживања су показали да 

Ксантахумол испољава цитотоксичност на MRC-5 ћелије током 48 часовног третмана 

са IC50 вредношћу од 149,20 µM (235), док су IC50 вредности наших халкона Х1-Х7 

током истог третмана знатно више, преко 200 µМ. 

У следећем истраживању Maioral и сарадници (236) испитивали су 

цитотоксични ефекат синтетисаног халкона означеног као А23 на дванаест туморских 

ћелијских линија док су као здраве контролне ћелије користили хумане фибробласте 

плућа MRC-5.  Резултати истраживања ових аутора показали су да након 24 часовног 

третмана 100 µМ А23 на MRC-5 ћелије цитотоксичност износила око 50%, док код 

халкона овог истраживања Х1-Х7 цитотоксичност није прелазила 25%. Стога, наши 
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испитивани халкони Х1-Х7 показују знатно већу селективност нпрема MRC-5 ћелијама 

у односу на халкон А23 у истраживању Maioral и сарадника. 

Након потврде веома високе резистентности MRC-5 ћелија на наше испитиване 

халконе Х1-Х7 која се огледа у њиховом минималним (незнатном) цитотоксичним 

ефектима, који су слабији од ефекта скоро свих до сада испитиваних халкона, стекао се 

услов за испитивање цитотоксичних ефеката халкона Х1-Х7 на туморске ћелије 

цервикса, колона и дојке. Резултати овог истраживања показују да сви халкони на бази 

ванилина (Х1-Х7) испољавају ефикасане дозно и временски зависне цитотоксичне 

ефекте на туморске HeLa и HCT-116 ћелије. Ипак, ћелије канцера дојке (MDA-MB-231) 

показују одређен степен резистентности на испитиване аналоге халконе Х1-Х7. 

Први тип карцинома код кога је испитиван цитотоксични ефекат халкона (Х1-

Х7) је хумани карцином цервикса (HeLa – ћелијске линија). Резултати овог 

истраживања су показали да третмани Х1-Х7 на HeLa ћелије доводе до значајног 

повећања цитотоксичности у односу на нетретиране ћелије, као и да је овај ефекат 

временски и дозно зависан (Слика 1, 2-7).  

Цитотоксични ефекат цисплатине  за разлику од испитиваних халкона је мањи, 

док је цитотоксични ефекат друге референтне супстанце, дехидрозингерона, на HeLa 

ћелије сличан је као ефекат испитиваних аналога Х1-Х7.  

 За разлику од резултата добијених у овом истраживању, аналози халкона 

(дехидрозингерона) које су синтетисали Burmudžija и сарадници (222) испољавали су 

знатно мање ефикасне цитотоксичне ефекте на HeLa ћелије. Burmudžija и сарадници 

синтетисали су десет халкона који се од дехидрозингерона разликују у томе што 

уместо незасићене двогубе везе садрже циклопропански прстен. Од десет испитиваних 

халкона у истраживању поменутих аутора, халкон са бензил групом (коју садржи и 

наш Х7) показао је најефикаснији цитотоксични ефекат на HeLa ћелије. Међутим, 

израчунате IC50 вредности у истраживању поменутих аутора су 2 до 5 пута веће за 

троструко дужи временски интервал у односу на наше испитиване аналоге халкона 

(Табела 1). Такође у истраживању поменутих аутора, цисплатина која је коришћена као 

референтна супстанца показала је најефикаснији цитотоксични ефекат на HeLa ћелије. 

 У другом истраживању Sangpheak и сарадници (237) испитивали су 

цитотоксичне ефекте три деривата халкона (који садрже супституисане метокси групе 

на ароматичном Б прстену) на HeLa ћелије након 24 часовне инкубације. Три деривата 

халкона означени су као 3c, 3d и 3f деривати који испољавају значајан цитотоксични 

ефекат на HeLa ћелије. Након 24 часовног третмана наших халкона (Х1-Х7) показало 
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се да испитивани халкони овог истраживања имају већу цитотоксичност (Табела 1) на 

HeLa ћелије у поређењу са дериватима халкона ових аутора. Међутим, један дериват 

халкона у истраживању ових аутора који је означен као 3d испољава цитотоксични 

ефекат у концентрацији која је у опсегу наших испитиваних халкона (Табела 1). 

 У следећем истраживању Zhu и сарадници (238) испитивали су антитуморске 

ефекте 14 синтетисаних једињења халкона на HeLa ћелије током 48 часова. Наши 

аналози халкона испољавају значајно ефикаснију цитотоксичност (ниже 

концентрације) на ћелије цервикса у поређењу са цитотоксичношћу свих халкона у 

истраживању Zhu-а и сарадника.  

 Arévalo и сарадници су у истраживању из 2019. године испитивали 

цитотоксични ефекат 4-нитрохалкона на HeLa ћелије током 24 часовног третмана. 

Једињење 4-нитрохалкон показало је знатно слабији цитотоксични ефекат, од 5-20 пута 

мањи у односу на 4-нитрохалкон. 

 На основу поменутих истраживања можемо закључити да аналози халкона на 

бази ванилина испољавају знатно снажнији цитотоксични ефекат на ћелије хуманог 

карцинома цервикса у односу на ефекат многобројних до сада испитаних аналога и 

деривата халкона. Сходно томе, испитивани халкони овог истраживања могу бити 

имплементирани као једни од најефикаснијих антиканцерогених терапеутика за лечење 

карцинома цервикса. 

Следећи корак овог in vitro истраживања био је испитивање и упоређивање 

цитотоксичних ефеката испитиваних халкона на ћелије хуманог аденокарцинома 

колона (HCT-116 ћелијска линија). Након 24 и 48 часовног третмана на HCT-116 ћелије 

све испитиване супстанце су показале дозно и временско повећање цитотоксичности. 

Референтна супстанца, дехидрозингерон, показала је ефикаснији цитотоксични ефекат 

на HCT-116 ћелије у односу на цисплатину. 

 Како би установили степен ефикасности испитиваних аналога халкона на HCT-

116 ћелије, осим поређења њиховог цитотоксичног ефекта са ефектима референтних 

супстанци неопходно је било и поређење њиховог ефекта у односу на друге деривате и 

аналоге халкона у истраживањима других аутора.  

С тим у вези, Wang и сарадници (239) су 2019. године испитивали антитуморске 

активности 32 синтетисана халогена аналога халкона који припадају групи тиено-

пиримидинских халкона. Од свих испитиваних халкона у истраживању Wang-а и 

сарадника само су три халкона и то након дужег периода инкубације HCT-116 ћелија 

била у опсегу IC50 концентрација наших халкона на бази ванилина. Ипак, у поређењу 
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са халконима овог истраживања, три поменута халкона у истраживању ових аутора не 

показују селективност према MRC-5 ћелијама што представља примарни услов за 

њихову потенцијалну примену као антиканцерогених терапеутика. 

 У другом истраживању Han и сарадници (161) испитивали су антитуморско 

дејство две серије аналога халкона на HCT-116 ћелије: прва серија халкона која садржи 

супституисану 4-оксохиназолин групу уместо ароматичног Б прстена (означена је као 

серија 3a-c); и друга серија халкона која садржи супституисану 4-оксохиназолин групу 

уместо ароматичног А прстена (означена као 6a-c). Након 72 часовног третмана 

аналозима халкона ових аутора на HCT-116 ћелије прва серија халкона (3a-c) је 

испољила ефикаснији цитотоксични ефекат у односу на другу серију халкона (6a-c). 

Од свих халкона прве серије, дванаест халкона имали су цитотоксични ефекат сличан 

нашим испитиваним халконима али током дужег, 72 часовног третмана. 

 Shankaraiah и сарадници (240) испитивали су цитотоксичне ефекте 24 

синтетисана хетероциклична халкона на бази ванилина на HCT-116 ћелије током 48 

часовног третмана. Од свих халкона на бази ванилина у истраживању ових аутора 

седам халкона је испољило значајне цитотоксичне ефекте. Израчунате IC50 вредности 

седам хетероцикличних халкона у истраживању Shankaraiah и сарадника биле су у 

складу са IC50 вредностима наших халкона (Табела 1). Такође, резултати истраживања 

ових аутора показују да два халкона (означена као 4a и 4b) имају ефикасније 

цитотоксичне ефекте у односу на наше аналоге халкона што представља један од 

ретких резултата свих досадашњих истраживања. Халкони у истраживању 

Shankaraiah-а и сарадника, као и наши аналози халкона, синтетисани су de novo од 

ванилина као полазне супстанце. Кључна разлика у хемијској структури између 

халкона ових аутора и наших аналога халкона представља: присуство ароматичног А 

прстена код халкона Shankaraiah-а и сарадника, као и присуство пиперидинил, 

морфолинил, индолинил или тетрахидрохинолинил групе супституисане на Б 

ароматичном прстену. Такође, већина халкона у серији једињења ових аутора садржи 

халоген (хлор, бром или флуор) супституисан за ароматични А прстен. На основу 

анализиране разлике у хемијској структури између халкона Shankaraiah-а и сарадника 

и наших халкона Х1-Х7 може се закључити да присуство ароматичног А прстена 

резултује смањење цитотоксичности халкона на бази ванилина. Такође, присуство 

халогена који представљају електрон-акцепторску групу додатно резултује смањење 

цитотоксичности халкона на бази ванилина. Ипак, у погледу на то како хемијска 

структура халкона на бази ванилина утиче на њихов цитотоксични ефекат, остају 
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нејасне изразито ниске IC50 вредности халкона означених као 4a и 4b који у својој 

хемијској структури садрже А прстен и пиперидинил групу уз одсуство халогена. 

 Стога, на основу других истраживања у којима је испитивана цитотоксичност 

халкона на HCT-116 ћелије и поређењем са цитотоксичношћу халкона Х1-Х7, може се 

закључити да аналози халкона овог истраживања испољавају ефикасније 

антитуморские ефекте на ћелије канцера колона у односу на већину до сада 

испитиваних аналога и деривата халкона, услед чега наши халкони могу наћи примену 

као потенцијални агенси за лечење овог малигнитета. 

 Осим поређења цитотоксичних ефеката халкона у серији аналога на бази 

ванилина (Х1-Х7) са референтним супстанцама (cisPt и ДХЗ) на појединачним 

ћелијским линијама (HeLa и HCT-116), такође је неопходно упоредити цитотоксичне 

ефекте свих испитиваних супстанци на HeLa ћелије у односу на HCT-116 ћелије. 

 Сходно томе, након 24 и 48 часовног третмана на HeLa и HCT-116 ћелије, 

резултати су показали да су IC50 концентрације шест аналога халкона (Х2-Х7) више за 

HeLa ћелије у односу на HCT-116 ћелије (Табела 1).  Међутим, резултати овог 

истраживања су показали да и поред ефикасних цитотоксичних ефеката испитиваних 

халкона Х1-Х7 на ћелије карцинома колона и цервикса, ћелије карцинома дојке (MDA-

MB-231 ћелијска линија) показују одређени степен резистентности. Пет испитиваних 

халкона овог истраживања испољавали су цитотоксичност ≥50% тек при највишој 

концентрацији од 300 µМ током 24 часовног третмана на MDA-MB-231 ћелије. Ипак, 

цисплатина је испољила најефикаснији цитотоксични ефекат на MDA-MB-231 ћелије у 

односу на све испитиване супстанце овог истраживања. 

 Резултати многобројних досадашњих истраживања показали су да су MDA-MB-

231 ћелије резистентне на већину биолошки активних супстанци. С тим у вези, 

резулати истраживања Li-а и сарадника (241) показали су да MDA-MB-231 ћелије 

показују резистентност на куркумин који представља димер дехидрозингерона. У 

истраживању ових аутора након 24 часовног третмана куркумином на MDA-MB-231 

ћелије вијабилност ћелија износила је око 90%, односно проценат цитотоксичности 

износио је око 10%, што је у складу са резултатима наших аналога халкона на MDA-

MB-231 ћелијама. Штавише, неки аналози халкона овог истраживања испољили су 

ефикаснији цитотоксични ефекат у односу на куркумин у истраживању Li-а и 

сарадника.  

 У другом истраживању испитиван је цитотоксични ефекат синтетисаног 

халкона на MDA-MB-231 ћелије који у својој хемијској структури садржи ароматични 
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прстен који је кондензован са ароматичним Б престеном халкона (236). Резултати 

истраживања показали су да су израчунате IC50 вредности синтетисаног халкона током 

24 часовног третмана у складу са резултатима наших аналога, док након 48 часовног 

третмана синтетисани халкон испољава ефикаснији цитотоксични ефекат на MDA-MB-

231 ћелије у односу на наше испитиване халконе Х1-Х7. Ипак, цитотоксични ефекат 

синтетисаног халкона на MDA-MB-231 ћелије био је мање ефикасан у односу на остале 

ћелијске линије у истраживању ових аутора: K562 – хронична мијелоидна леукемија, 

Kasumi – акутна мијелоидна леукемија, Jurkat – акутна Т лимфоцитна леукемија, CEM 

– акутна лимфобластна леукемија, HL-60 – акутна промијелоцитна леукемија, U-937 – 

хумана мијелоидна леукемија, MM.1S – Б лимфобластна леукемија, HT-29 – хумани 

аденокарцином колона, A549 – хумани карцином плућа и HeLa – хумани карцином 

цервикса. 

  

 У следећем истраживању, Yunyun Di и сарадници (242) испитивали су 

цитотоксични ефекат лигнана изолованих из ланеног семена (секо-изоларициресинола 

и ентеролактона) на MDA-MB-231 ћелије. Лигнани се од халкона разликују по томе 

што у својој хемијској структури уместо α, β незасићене карбонилне групе садрже 

дихидроксилни алкохол или тетрагидрофурански прстен. Према овоме, секо-

изоларициресинол у својој хемијској структури садржи бутан-1,4-диол, док 

ентеролактон садржи тетрагидрофурански прстен. Аутори овог истраживања 

испитивали су да ли и у коликој мери комбиновани третман лигнана са карбоплатином 

и доксорубицином испољава ефикаснији цитотоксични ефекат на MDA-MB-231 ћелије 

у односу на појединачне третмане. Међутим, резултати појединачних третмана секо-

изоларициресинола и ентеролактона на MDA-MB-231 ћелије показали су да ћелије 

карцинома дојке показују резистентност на лигнане и сагласно је са резултатима ове 

студије. Према овоме, освртом на хемијску структуру лигнана и на основу резултата 

истраживања ових аутора може се претпоставити да ароматични А и Б прстенови 

халкона немају утицај на антитуморски ефекат код MDA-MB-231 ћелија. Међутим, 

резултати истраживања Tatjane и сарадника (243) показали су да халкони који садрже 

тиофенски прстен уместо ароматичног А прстена испољавају значајан цитотоксични 

ефекат на MDA-MB-231 ћелије, где су израчунате IC50 вредности биле 5-20 пута ниже у 

односу на наше халконе. 

Различита активност халкона у поменутим истраживањима указује на то да 

поједине функционалне групе у структури халкона и дехидрозингерона значајно утичу 
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на њихову биолошку активност. Наиме, Tuong-Ha Do и сарадници (244) су на основу 

прегледа литературе од 2007. до 2014. године представили однос хемијске структуре и 

активности халкона. Прегледом литературе, ови аутори су установили да 

супституисана хидрокси, метокси или метилендиокси група на ароматичном А прстену 

утиче на антиканцерогену активност халкона.  

Међутим, дехидрозингерон, који представља аналог наших халкона Х1-Х7 не 

садржи ароматични А прстен у својој хемијској структури. С тим у вези, Hampannavar 

и сарадници (221) су 2016. године објавили како различите функционалне групе 

дехидрозингерона утичу на његову биолошку активност. На пример, пприсутност 

метокси- и хидрокси-групе на ароматичном Б прстену омогућава анти-оксидативну 

активност дехидрозингерона, док остали делови молекула доприносе поменутом 

ефекту. Исто тако, дехидрозингерон испољава значајну анти-инфламаторну активност, 

где замена метил групе која је везана за C-атом карбонилне групе са ди-етил или ди-

метил групама узрокује повећање анти-инфламаторне активности (наши халкони Х1-

Х7 садрже изобутил групу). Такође, α, β – незасићена карбонилна група заслужна је за 

анти-мутагено дејство дехидрозингерона. Стога, може се претпоставити да присутност 

ароматичног А прстена халкона није неопходно за биолошку активност халкона. 

 На основу досадашњих истраживања поуздано се може рећи да наши 

испитивани халкони Х1-Х7 имају ефикаснији антитуморски ефекат у односу на ефекте 

већине до сада синтетисаних и изолованих халкона. С тим у вези, антитуморска 

активност наших халкона огледа се у њиховим веома ниским концентрацијама које су 

довољне за постизање ефикасног цитотоксичног ефекта на канцерогене ћелије 

(првенствено туморске ћелије цервикса и колона), као и веома високе концентрације 

наших халкона које имају минимални ефекат на здраве ћелије фибробласта. На пример, 

применом 100-150 µМ Х1-Х7 на HeLa и HCT-116 ћелије постиже се цитотоксичност од 

преко 90%, док истовремено поменута доза лека испољава незнатан ефекат на здраве 

MRC-5 ћелије. Према томе, резултати цитотоксичности испитиваних аналога халкона 

који су утврђени МТТ тестом могу имати веома значајан допринос у проналажењу 

ефикаснијих анти-канцерогених агенса у односу на досадашње лекове. 

 Ипак, цитотоксични ефекат неког лека представља параметар који показује да је 

дошло до смрти ћелија али не одређује на који начин је до тога дошло, односно не 

одређује тип ћелијске смрти. Како би неки лек имао примену као ефикасни 

антиканцерогени агенс неопходно је утврдити који тип ћелијске смрти је доминантан 

(апоптоза и/или некроза). Када се говори о неком антиканцерогеном агенсу од 
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пресудне је важности да ли тај агенс индукује неки од типова програмиране ћелијске 

смрти (апоптоза, аутофагија, некроптоза и други) или индукује некрозу туморских 

ћелија.  

За разлику од програмиране ћелијске смрти која је строго регулисан процес, 

некроза представља енергетски независан и неконтролисани облик ћелијске смрти који 

настаје као узрок хипоксије или инфламације. Процес некрозе често је праћен 

повећаном продукцијом про-инфламаторних протеина који узрокују нарушавање 

интегритета ћелијске мембране и ослобађање ћелијског садржаја у околна ткива што 

последично резултује каскаду инфламаторних цитокина и оштећење ткива. Међутим, 

процес програмиране ћелијске смрти, за разлику од некрозе, представља строго 

контролисан и енергетски зависан процес који подразумева низ биохемијских и 

морфолошких карактеристика које постепено доводе до смрти ћелије без ослобађања 

ћелијског садржаја у околна ткива. Најпознатији облик програмиране ћелијске смрти је 

апоптоза за коју се дуго сматрало да представља једини облик контролисане смрти 

ћелија. Апоптозу карактерише низ морфолошких (кондензација хроматина, 

фрагментација једарног DNK молекула, скупљање ћелије, бубрење ћелијске мембране 

и губитак адхезије са суседним ћелијама) и биохемијских (екстернализација 

фосфатидилсерина и активирање каспаза) промена које доводе до стварања 

„апоптотских тела“ која бивају одстрањена од стране макрофага чиме не долази до 

ослобађања ћелијског садржаја у околна ткива и њиховог оштећења. Пошто је једна од 

најзначајнијих карактеристика туморских ћелија способност инхибиције апоптозе, 

основни циљ досадашњих и будућих истраживања заснива се на проналажењу агенаса 

који индукују апоптозу туморских ћелија (53–56,61,66,68,69).  

С тим у вези, следећи корак овог истраживања био је се испита који тип 

ћелијске смрти индукују испитивани аналози халкона, односно који тип ћелијске смрти 

у највећој мери доприноси ефикасној цитотоксичности халкона Х1-Х7. Апоптотични 

ефекат процењен је након 48 часовног третмана у концентрацијама испитиваних 

халкона и референтних супстанци које резултују 50% повећања цитотоксичности (IC50 

концентрације) на HeLa и HCT-116 ћелије употребом проточне цитометрије (flow) 

коришћењем протеина Annexin V-FITC и 7-AAD. 

Резултати овог истраживања показали су да примена концентрације халкона Х1-

Х7 која одговара IC50 вредностима повећава проценат апоптотичних HeLa ћелија у 

поређењу са контролом, уз незнатан проценат некротичних ћелија. Повећање процента 

апоптотичних HeLa ћелија у односу на нетретиране ћелије указује на то да апоптоза 
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представља доминантан тип ћелијске смрти индукован од стране испитиваних халкона 

(Слика 21). 

Резултати овог истраживања су у складу са резултатима који су добијени у 

истраживањима других аутора. У једном истраживању исптиван је цитотоксични и 

апоптотични ефекат два једињења халкона супституисана са рутенијум (II) комплексом 

(рутенијум-халкон) (245). Рутенијум-халкон комплекси у истраживању Jovanović и 

њених сарадника (245) садрже халконе као лиганде који су везани за 4. координационо 

место рутенијума који садржи три диметил-сулфоксидне групе. Биолошки активна 

једињења у истраживању ових аутора повећавају цитотоксичност HeLa ћелија путем 

индуковања апоптозе што је сагласно са резултатима ове студије. Такође, највећи 

проценат апоптотичних ћелија након третмана рутенијум-халкон комплекса био је у 

стадијуму ране апоптозе уз незнатан број некротичних ћелија, што је у складу са 

нашим резултатима након третмана халкона Х1-Х7 на HeLa ћелије. 

У другом истраживању Xuan и сарадници (246) испитивали су антитумоско 

дејство и механизам деловања природног халкона Изоликвиритигенина (енгл. 

Isoliquiritigenin) који је присутан у воћу и поврћу. Резултати истраживања ових аутора 

су показали да Изоликвиритигенин испољава ефикасан цитотоксичан и апоптотичан 

ефекат на HeLa ћелије, при чему индукција апоптозе у туморским ћелијама од стране 

овог халкона у највећем проценту доприноси његовој цитотоксичности, што је у 

складу са резултатима наших испитиваних халкона Х1-Х7. 

Још један природан халкон, Ликохалкон А присутан је у корену слатког лука 

(Glycyrrhiza inflata Batalin) који се користи у кинеској традиционалној медицини и 

испољава ефикасан антитуморски ефекат на различите туморске ћелије (247). 

Резултати истраживања Jen-Pi Tsai-a и сарадника (247) показали су да Ликохалкон А 

повећава цитотоксичност HeLa ћелија путем индукције апоптозе што је у сагласности 

са апоптотичним ефектом испитиваних аналога халкона овог истраживања. 

 У следећем истраживању Su Hyun Hong-a из 2019. године (248), резултати су 

показали да Ликохалкон А испољава ефикасан антитуморски ефекат на канцерогене 

ћелије бешике (Т24 ћелијска линија) путем индукције апоптозе која представља главни 

узрок цитотоксичности поменутих туморских ћелија. Поред поменутих истраживања, 

Ликохалкон А испољава значајан антитуморски ефекат на H460, A549, HOS, MG-63, 

MDA-MB-231 ћелије (249–251). 

Након утврђивања ефикасног апоптотичног ефекта Х1-Х7 на HeLa ћелије, у 

следећем кораку овог истраживања, методом Annexin V-FITC/7-AAD проточне 
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цитометрије, утврђено је да примена концентрације која доводи до 50% повећања 

цитотоксичности Х1-Х7 резултује повећањем процента апоптотичних HCT-116 ћелија 

у односу на нетретиране ћелије, док је проценат некротичних ћелија био незнатан 

(Слика 22). Сходно резултатима који показују висок проценат апоптотичних ћелија, 

халкони Х1-Х7 индукује апоптозу у HCT-116 ћелијама која представља доминантан 

тип ћелијске смрти. 

У истраживању Hao Jin и сарадници (179) испитивали су антитуморску 

активност механизам деловања већ поменутог природног халкона 

Изоликвиритигенина. Резултати истраживања ових аутора показали су да овај 

природни халкон испољава значајан цитотоксични ефекат путем индукције апоптозе у 

HCT-116 ћелијама (смањење вијабилности HCT-116 ћелија како је приказано у 

истраживању. Сходно томе, резултати истраживања Hao Jin и сарадници (179) су у 

складу са резултатима наших аналога халкона. Такође, на основу доступних 

литературних података установљено је да Изоликвиритигенин индукује апоптозу у 

туморским ћелијама и цервикса и колона (као и испитивани халкони овог 

истраживања), захваљујући његовој хемијској структури (193,252–254). Кључна 

разлика између Изоликвиритигенин и халкона Х1-Х7 је у томе што уместо 

резорцинола који представља А прстен овог природног халкона аналози халкона  имају 

супституисану изобутил групу за карбонилни C-атом. С тим у вези, освртом на веома 

сличну хемијску структуру између Изоликвиритигенина и халкона Х1-Х7. Међутим, 

ефикаснији цитотоксични и апоптотични ефекат испитиваних халкона овог 

истраживања огледа се у одсуству резорцинолског прстена који може да прави мале 

стерне сметње са суседним молекулима након дифундовања у ћелије тумора. 

У истраживању Han-а и сарадника (161) већ је поменуто да су резултати 

цитотоксичних ефеката дванаест халкона који садрже супституисану 4-оксохиназолин 

групу на HCT-116 ћелије у сагласности са цитотоксичним ефектима халкона овог 

истраживања. Један 4-оксохиназолин-халкон који је означен са 3f испољио је 

најефикаснији цитотоксични ефекат карцином колона у односу на остале халконе са 

IC50 вредношћу која је слична са вредностима овог истраживања. Резултати 

истраживања Han-а и сарадника су показали да халкон 3f испољава цитотоксични 

ефекат на HCT-116 ћелија путем индукције апоптозе, што је у складу са халконима 

овог истраживања, али је за разлику од третмана халкона Х1-Х7 овог истраживања 

највећи проценат ћелија био у стадијуму касне апоптозе. 
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Поред поменутих истраживања, халкони које су синтетисали и чији су 

антитуморски ефекат испитивали други аутори у својим истраживањима: Li и 

сарадници (255); Dong и сарадници (256); Romagnoli и сарадници (257); Saavedra и 

сарадници (258); Teng и сарадници (259); Gil и сарадници (260); Kamal и сарадници 

(261); Ayati и сарадници (263); и Marquina и сарадници (191), резултовали су да је 

повећање цитотоксичности халкона узроковано индукцијом апоптозе како за HeLa и 

HCT-116 ћелије тако и за друге туморске ћелије: хумани хепатоцелуларни карцином 

(Bel 7402, SMMC 7721 и HepG2 ћелијске линије); карцином плућа (H460 и A549 

ћелијске линије); мијелоидне леукемије (U-937 и K562 ћелијскe линијe); карцином 

дојке (MDA-MB-231 и MCF-7 ћелијскe линијe); и карцином простате (PC-3 ћелијска 

линија) што је у сагласности са резултатима овог истраживања. 

Након утврђивања ефикасног цитотоксичног и апоптотичног ефекта халкона 

Х1-Х7, следећи циљ овог истраживања био је да се утврди активациони пут преко кога 

испитивани халкони индукују апоптозу у туморским HeLa и HCT-116 ћелијама. Наиме, 

постоје два главна активациона пута преко којих апоптоза може бити индукована: 

спољашњи апоптотски пут – преко рецептора смрти и унутрашњи (митохондријални) 

апоптотски пут – пут посредством митохондрија.  

Резултати овог истраживања показали су да све испитиване супстанце (аналози 

халкона Х1-Х7, cisPt и ДХЗ) индукују апоптозу активирањем митохондријалног 

апоптотског пута. Кључни протеини који имају улогу у активирању митохондријалног 

апоптотског пута представљају протеине који припадају Bcl-2 групи протеина. 

Митохондријални апоптотски пут активира се као последица нарушене равнотеже 

између експресије анти-апоптотичних протеина као што је Bcl-2 протеин и про-

апоптотичних протеина као што је Bax протеин. Наиме, деловање неког апоптотског 

стимулуса, као што су наши аналози халкона, доводи до смањене експресије анти-

апоптотичног Bcl-2 протеина у цитосолу ћелија и повећане експресије и активности 

про-апоптотичног Bax протеина. Активни Bax протеин формира поре на спољашњој 

митохондријалној мембрани и дифундује у унутрашњост митохондрија. Кроз 

формиране поре у спољашњој митохондријалној мембрани дифундују про-

апоптотични протеини, као што је цитохром c из интрамембранског простора 

митохондрија у цитосол ћелије што доводи до формирања апоптозома, активирања 

каспазе-9 и сукцесивно до активирања егзекуторне каспазе-3. 

С тим у вези, за испитивање механизма деловања путем активирања 

митохондријалног апоптотског пута у туморским ћелијама након деловања 
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испитиваних аналога халкона неопходно је одређивање експресије и локализације 

регулаторних апоптотских протеина анти-апоптотичног Bcl-2, про-апоптотичног 

активног Bax-а и егзекуторне каспазе-3. 

Експресија регулаторних протеина апоптозе утврђена је након 24 часовног 

третмана IC50 концентрацијама испитиваних аналога халкона на HeLa и HCT-116 

ћелије употребом методе проточне цитометрије и имунофлуоресцентне микроскопије.  

Резултати овог истраживања показују да сви испитивани аналози халкона 

узрокују смањење експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина у цитосолу ћелије, 

повећање експресије про-апоптотичног активног Bax протеина у митохондријама код 

HeLa ћелија које су биле третиране халконима Х1-Х7 у поређењу са контролним 

ћелијама цервикса (Слика 24А и Б). Такође, сви испитивани аналози халкона узрокују 

смањење Bcl-2/Bax односа за третиране HeLa ћелијe у поређењу са контролном групом 

HeLa ћелија које нису биле третиране халконима (Слика 25). Сходно томе, резултати 

овог истраживања показали су да испитивани халкони Х1-Х7 резултују повећање 

експресије егзекуторне каспазе-3 у третираним HeLa ћелијама у односу на нетретиране 

ћелије (Слика 24Ц). Такође, метода имунофлуоресцентне микроскопије омогућила је 

потврду да три структурно различита испитивана халкона, Х1, Х5 и Х7 резултују 

смањену експресију Bcl-2 протеина и повећану експресију поменуте активне каспазе и 

активог Bax-а у HeLa ћелијама у поређењу са ћелијама цервикса које нису биле 

третиране. При томе, промена у експресији регулаторних протеина апоптозе 

употребом имунофлуоресцентне микроскопије код третираних HeLa ћелија у односу на 

нетретиране ћелије били су у складу са резултатима добијеним употребом проточне 

цитометрије (Слике 26-28). 

Такође, резултати овог истраживања су показали да испитивани халкони Х1-Х7 

доводе до смањене експресије анти-апоптотичног Bcl-2 протеина, повећане експресије 

про-апоптотичног активног Bax-а и повећане екпресије егзекуторне активне каспазе-3 

у HCT-116 ћелијама у поређењу са контролним ћелијама (Слика 30). Такође, сви 

испитивани аналози халкона узрокују смањење односа Bcl-2/Bax код HCT-116 ћелија у 

односу на контролу (Слика 31). Као и за HeLa ћелије, метода имунофлуоресцентне 

микроскопије омогућила је потврду да три структурно различита испитивана халкона, 

Х1, Х5 и Х7 резултују смањену експресију Bcl-2 протеина и повећану експресију 

активог Bax-а, као и повећану експресију егзекуторне каспазе-3 код HCT-116  ћелија у 

односу на контролне ћелије колона које нису биле подвргнуте третману (Слике 32-34). 
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Резултати овог истраживања који показују да испитивани халкони индукују 

апоптозу карцинома цервикса и колона путем активирања митохондријалног 

апоптотског пута, у складу су са резултатима истраживања других аутора 

(161,239,262–265). 

У истраживању, Wang и сарадници (239) испитивали су антитуморско дејство и 

механизам деловања синтетисаних тиено-пиримидинских халкона. Резултати 

истраживања ових аутора показали су да један тиено-пиримидински халкон, означен 

као 8d индукује апоптозу HCT-116 ћелија путем активације митохондријалног 

апоптотског пута. Сходно томе, резултати истраживања Wang-а и сарадника показали 

су да халкон 8d на дозно зависан начин повећава експресију и активност иницијаторне 

каспазе-9 и ефекторних каспаза-3 и -7, што је у сагласности са резултатима овог 

истраживања у смислу повећања експресије и активности егзекуторне каспазе-3 у HCT-

116 ћелијама.  

Резултати другог истраживања су показали да хиназолинонски дериват халкона 

показује свој антитуморски ефекат на HCT-116 ћелије индуковањем апоптозе 

туморских ћелија путем активирања митохондријалног апоптотског пута (264). У 

истраживању ових аутора, третман хиназолинонског халкона довео је до значајног 

смањења Bcl-2/Bax односа, односно значајно је смањењио експресију анти-

апоптотичног Bcl-2 протеина и значајно повећао експресију про-апоптотичног Bax 

протеина третираних HCT-116 ћелија у поређењу са контролним туморским ћелијама, 

што је у сагласности са резултатима ове студије. Такође, како промена Bcl-2/Bax 

односа доводи до активирања митохондријалног апоптотског пута и на крају 

активирања егзекуторне каспазе-3, резултати истраживања ових аутора показали су 

значајно повећање експресије каспазе-3 третираних HCT-116 ћелија у односу на 

нетретиране ћелије. Повећање експресије и активности каспазе-3 у истраживању ових 

аутора у складу је са резултатима овог истраживања за наше испитиване аналоге Х1-

Х7. 

У следећем истраживању Zhang и сарадници (265) испитивали су антитуморски 

ефекат полифенолног једињења, 3,4,20,40-тетрахидроксихалкона (бутеина) у односу на 

цисплатину на ћелије карцинома цервикса (HeLa). Резултати истраживања Zhang и 

сарадника показују да комбиновани третман бутеина и цисплатине резултује смањење 

нивоа анти-апоптотичног Bcl-2 и повећање нивоа про-апоптотичног Bax-a у HeLa 

ћелијама у односу на њихове појединачне третмане. Повећана експресија регулаторних 

протеина апоптозе након третмана бутеина на HeLa ћелије у сагласности је са 
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резултатима овог истраживања. На основу резултата ових аутора може се закључити да 

бутеин индукује апоптозу HeLa ћелија путем активирања митохондријалног 

апоптотског пута, а такође у комбинованом третману са цисплатином резултује 

ефикаснији цитотоксични и апоптотични ефекат цисплатине.  

Такође, аутори других истраживања су објавили да бутеин индукује апоптозу у 

туморским ћелијама јајника (ES-2 и TOV-21G ћелијске линије) (266) и цервикса (C-33A 

и SiHa ћелијске линије) (267) путем активације митохондријалног апоптотског пута. 

Третман бутеина на поменуте туморске ћелије довео је до повећања експресије Bax-a и 

каспазе-3, као и значајног смањења експресије Bcl-2 протеина третираних туморских 

ћелија у поређењу са контролом, што је сагласно резултатима ове студије за наше 

испитиване халконе Х1-Х7. 

Осим поменутих истраживања у којима бутеин индукује апоптозу путем 

активирања митохондријалног апоптотског пута у различитим туморским ћелијама, и 

халкони других аутора имају исти механизам деловања на различите врсте туморских 

ћелија: Ликохалкон А у туморским ћелијама мокраћне бешике (T24 ћелијска линија) 

(248); нафтилхалкон у ћелијама акутне леукемије (K562 и Jurkat ћелијске линије) 

(236,268); два синтетисана халкона у истраживању Ramirez-Tagle и сарадника у 

ћелијама хепатоцелуларног карцинома (HepG2 ћелијска линија) (269); Ликохалкон Б у 

ћелијама сквамозног карцинома (HN22 и HSC4 ћелијске линије) (270). 

Иако активирање митохондријалног апоптотског пута представља примарни 

механизам деловања халкона на туморске ћелије, ова биолошки активна једињења у 

мањој или већој мери свој ефекат остварују активирањем спољашњег апоптотског пута 

или активирањем оба сигнална апоптотска пута (179,270–273) 

Резултати Romagnoli и сарадника (257) показали су да хибридни дериват 

халкона показује значајан цитотоксични ефекат на ћелије хумане леукемије (U937 

ћелијска линија) путем индукције и спољашњег и унутрашњег апоптотског пута. 

Аутори овог истраживања одређивали су експресију активних каспаза, каспазе-9, -8, -3 

и -6 у халконима третираним U937 ћелијама где су резултати показали повећану 

активост ових каспаза у односу на контролне, нетретиране.  

У другом истраживању које су вршили Winter и сарадници (272) испитиван је 

механизам деловања три нафтил-халкона на ћелије мишје лимфоцитне леукемије – 

L1210 ћелијска линија. Резултати Winter-а и сарадника показали су да третман нафтил-

халкона на поменуте туморске ћелије узрокује повећање експресије и активности 

иницијаторних каспаза-8 и -9 и ефекторне каспазе-3 што сукцесивно доводи до 
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активирања и спољашњег и унутрашњег апоптотског пута. Резултати експресије 

регулаторних протеина апоптозе у истраживању ових аутора показали су да два 

нафтил-халкона узрокују смањење експресије Bcl-2 и p53 протеина и повећање 

експресије Fas лиганда.  

Међутим, један од нафтил-халкона узроковао је смањење експресије p53 

протеина и повећање експресије Fas лиганда, док је експресија Bcl-2 протеина била 

непромењена у односу на нетретиране ћелије. Према томе, два нафтил-халкона 

индуковала су апоптозу у L1210 ћелијама активирањем и спољашњег и унутрашњег 

апоптотског пута, док је један нафтил-халкон индуковао апоптозу туморских ћелија 

активирањем искључиво спољашњег апоптотског пута. Такође, у истраживању Winter-

а и сарадника аутора три нафтил-халкона у L1210 ћелијама узроковала су повећану 

концентрацију калцијума и активност каспазе-12 што је сукцесивно резултовало 

активирањем апоптозе путем ендоплазматичног ретикулума. 

Иако апоптоза представља примарни тип ћелијске смрти индукован од стране 

халкона, многобројни халкони индукују аутофагију туморских ћелија (247,274–278). 

Аутофагија представља генетски контролисан тип ћелијске смрти где долази до 

разградње оштећених цитосолних компоненти у лизозомима ћелије у циљу одржавања 

хомеостазе ћелија. Ипак, аутофагија не представља самосталан процес програмиране 

ћелијске смрти, већ представља механизам који је укључен у друге механизме ћелијске 

смрти, као што је апоптоза. Досадашња истраживања показала су да многобројни 

деривати и аналози халкона индукују и апоптозу и аутофагију у различитим типовима 

туморских ћелија. 

У једном истраживању испитиван је антитуморски ефекат Ксантоангелола на 

ћелије хепатоцелуларног карцинома (Hep3B и Huh7 ћелијске линије) (279). 

Ксантоангелол представља прениловани природни халкон који је изолован из јапанске 

биљке Angelica keiskei Koidzumi. Резултати истраживања Yang-a и сарадника (279) 

показали су да Ксантоангелол испољава значајан цитотоксични ефекат на Hep3B и 

Huh7 ћелије индукцијом аутофагије у туморским ћелијама. Аутори овог истраживања 

испитивали су експресију регулаторних протеина аутофагије, LC3B (-I и -II), p62 и 

Beclin-1 протеина, где су резултати истраживања показали значајно повећање 

експресије поменутих аутофагних протеина у третираним Hep3B и Huh7 ћелијама у 

односу на нетретиране ћелије. 



105 

 

С тим у вези, следећи циљ овог истраживања био је да се утврди у ком степену 

аутофагија доприноси цитотоксичности испитиваних аналога халкона на HeLa и HCT-

116 ћелије, који свој цитотоксични ефекат остварују путем индуковања апоптозе. 

Након 24 часовне култивације HeLa и HCT-116 ћелије IC50 концентрацијама 

испитиваних аналога и референтних супстанци додат је 20 µМ хлорокин (CQ) – 

инхибитор аутофагије. Допринос аутофагије процењен је употребом Annexin V-FITC/7-

AAD проточне цитометрије. Резултати овог истраживања су показали да за халконе Х2 

(етокси група) и Х6 (бутокси група) инхибиција аутофагије у HeLa ћелијама значајно 

доводи до смањења апоптозе индуковане од стране ових халкона (за Х2 од 10,43% и за 

Х6 од 12,89%), односно инхибиција аутофагије доводи до смањења цитотоксичног 

ефекта халкона Х2 и Х6 на HeLa ћелије. Ипак, инхибиција аутофагије у HeLa ћелијама 

за остале испитиване халконе, cisPt и ДХЗ није имала значајан ефекат на њихову 

цитотоксичност.  

Међутим, након третмана свих испитиваних супстанци на HCT-116 ћелије, 

резултати овог истраживања показују да је за четири халкона Х1-Х4 аутофагија у 

значајној мери допринела њиховој цитотоксичности (проценат апоптотичних ћелија 

након CQ третмана је смањен од 15,37 до 36,27%). Ипак, инхибиција аутофагије у 

HCT-116 ћелијама за остале испитиване халконе и ДХЗ није имала значајан ефекат на 

њихову цитотоксичност, док је инхибиција аутофагије у значајној мери смањила 

цитотоксичности cisPt на HCT-116 ћелије. 

Резултати досадашњих истраживања других аутора показали су да је процес 

аутофагије укључен у процес апоптозе индуковане од стране многобројних аналога и 

деривата халкона. Резултати  једног таквог истраживања показали су да Флавокаваин B 

који представља приодни халкон изолован из биљке kava, испољава ефикасан 

цитотоксични ефекат на хумане ћелије глиобластома (U-251, U-87 и T98-G ћелијске 

линије) при чему индукује и апоптозу и аутофагију у туморским ћелијама (280). 

Тачније, резултати истраживања ових аутора показали су да аутофагија значајно  

доприноси цитотоксичности Флавокаваина B на хумане ћелије глиобластома. Један од 

екперимената у истраживању ових аутора био је ко-третман хлорокина и Флавокаваина 

B где су резултати истраживања показали да комбиновани третман испољава 

ефикаснији цитотоксични и апоптотични (и/или аутофагични) ефекат на U-251 ћелије. 

У другом истраживању које су објавили Shen и сарадници (249) 2019. године, 

Ликохалкона А испољава ефикасан цитотоксични ефекат на хумане ћелије 

остеосаркома (HOS ћелијска линије) путем индуковања апоптозе и аутофагије 
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туморских ћелија. Резултати истраживања ових аутора показали су да комбиновани 

третман Ликохалкона А и хлорокина довели до значајне промене вијабилности HOS 

ћелија у односу на њихове појединачне третмане. Такође, резултати поменутог 

комбинованог третмана на HOS ћелије узроковао је значајно смањење (око 50%) 

процента апоптотичних ћелија у односу на третман Ликохалкона А пре додавања 

хлорокина што је сагласно нашим испитиваним халконима Х1-Х7 ове студије. 

У следећем истраживању, резултати су показали да је комбиновани третман 

Изобавахалкона и хлорокина на U-937 ћелије довео до значајног смањења цитосолне 

вакуолизације што последично доводи до промене процента вијабилних ћелија у 

односу на појединачне третмане Изобавахалкона и хлорокина што је сагласно са 

резултатима ове студије (281). 

 

6. Закључак 
 

Различити антитуморски ефекти аналога халкона на три различите врсте 

туморских ћелија огледа су у експримирању различитих молекула у туморским 

ћелијама. Такође, сматра се да разлике  антитуморских ефеката између Х1-Х7 на једној 

врсти ћелија могу бити последица присуства различитог супституента на четвртом C-

атому ароматичног Б престена. 

Исто тако, услед ефикаснијег антитуморског дејства наше серије синтетисаних 

халкона који не садрже А ароматични прстен у односу на већину до сада испитиваних 

халкона са оба ароматична прстена, улога А ароматичног прстена у механизму 

деловања халкона није још увек детаљно утврђена.  

Услед поменутих претпоставки неопходно је детаљно испитати механизам 

деловања халкона Х1-Х7 на појединачне туморске ћелијске линије, пре свега са 

освртом на њихову хемијску структуру. 

На основу анализираних резултата овог истраживања, аналози халкона на бази 

ванилина Х1-Х7 испољавају снажне антитуморске ефекте на канцерогене ћелије 

колона и цервикса. 

 Своје антитуморске ефекте, халкони Х1-Х7 испољавају путем индуковања 

апоптозе у туморским ћелијама што узрокује њихов ефикасан цитотоксични ефекат.  

Такође, на повећање цитотоксичног ефекта неких халкона у серији ових аналога 

утиче индукција аутофагије у туморским ћелијама која доприноси повећању процента 

апоптотичних ћелија. 
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 Поред овога, аналози халкона Х1-Х7 показују изразиту селективност према 

здравим ћелијама, која је ефикаснија од халкона досадашњих истраживања која су 

прегледана.  

С тим у вези, значајност високе селективности халкона Х1-Х7 на здраве ћелије 

представља битан предуслов за даља испитивања њиховог антитуморског ефекта и 

механизма деловања на друге ћелијске линије, као и in vivo истраживања на 

животињским моделима. 
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8. Листа ознака и скраћеница 
 

Х1 - (Е)-1-(4-хидрокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он 

Х2 - (Е)-1-(3,4-диметоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он 

Х3 - (Е)-1-(4-етокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он 

Х4 - (Е)-1-(4-изопропокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он 

Х5 - (E)-1-(3-метокси-4-пропоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он 

Х6 - (Е)-1-(4-бутокси-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он 

Х7 - (Е)-1-(4-(бензилокси)-3-метоксифенил)-5-метилхекс-1-ен-3-он 

ДХЗ - дехидрозингерон 

cisPt - цисплатина 

HeLa (ATCC® CCL-2™) - хумани карцином цервикса, ћелијска линија 

HCT-116 (ATCC ® CCL-247™) - хумани карцином колона, ћелијска линија 

MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) - хумани аденокарцином дојке, ћелијска линија 

MRC-5 (ATCC ® CCL-171™) - хумани фибробласти плућа, ћелијска линија 

MTT - колориметријски тест 

Annexin V-FITC - Annexin V-флуоресцеин изотиоцијанат 

7-AAD - 7- аминоактиномицин Д 

flow - проточна цитометрија 

DNK - дезоксирибонуклеинска киселина 

RNK - рибонуклеинска киселина 

MAPK - митоген активиран протеин киназни пут 

PI3K/AKT/mTOR - фосфатидилинозитол-3-киназни пут 

TP53 - тумор супресорски ген 

p53 - транскрипциони фактор 

RAS - онкоген 

DED - домен ефектора смрти 



 

 

 

CARD - домен регрутовања каспаза 

FADD - Fas удружен домен смрти 

TRADD - рецептор фактора некрозе тумора 

TNF - фактор некрозе тумора 

DISC - комплекс за сигнализацију смрти 

dATP - деоксиаденозинтрифосфат  

Apaf-1- фактор активирања апоптотске протеазе 

ROS - реактивне кисеоничне врсте 

NADP - никотинамид аденин динуклеотид фосфат 

DMEM - ћелијски медијум 

DMSO - диметил-сулфоксид 

CQ - хлорокин 

anti-Bcl-2 (mhbcl01, Life technologies) – антитело за анти-апоптотични протеин 

anti-caspase-3 (#9661, Cell signaling Technology) – антитело за каспазу-3 

anti-Bax (N20, sc-493, Santa Cruz Biotech. Inc) – антитело за про-апоптотични протеин 

FBS - фетални говеђи серум 

PBS - фосфатни пуфер 
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ИЗЈАВА АУТОРА О ОРИГИНАЛНОСТИ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

 

 

 

Ја,  Луковић Јован изјављујем да докторска 

 

дисертација под насловом: 

 

Испитивање in vitro антитуморског ефекта и механизма деловања аналога халкона на ћелије тумора 

хуманог порекла  

 

 

која је одбрањена на  Факултету наука  

 

Универзитета у Крагујевцу представља оригинално ауторско дело настало као резултат сопственог 

истраживачког рада. 

 

 

Овом Изјавом такође потврђујем: 

 

 

да сам једини аутор наведене докторске дисертације, 

 

да у наведеној докторској дисертацији нисам извршио/ла повреду ауторског нити другог права 

интелектуалне својине других лица, 

 

да умножени примерак докторске дисертације у штампаној и електронској форми у чијем се 

прилогу налази ова Изјава садржи докторску дисертацију истоветну одбрањеној докторској 

дисертацији. 

 

 

 

 

 

У  Крагујевцу,  2020 године, 
 
 

 

_____________________________ 

потпис аутор
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ИЗЈАВА АУТОРА О ИСКОРИШЋАВАЊУ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

 

 

Ја,  Луковић Јован  

 

 

 

дозвољавам 

 

 

не дозвољавам 

 

 

Универзитетској библиотеци у Крагујевцу да начини два трајна умножена примерка у 

електронској форми докторске дисертације под насловом: 

 

Испитивање in vitro антитуморског ефекта и механизма деловања аналога халкона на 

ћелије тумора хуманог порекла  

 

која је одбрањена на Факултету медицинских наука  Универзитета у Крагујевцу, и то у 

целини, као и да по један примерак тако умножене докторске дисертације учини трајно 

доступним јавности путем дигиталног репозиторијума Универзитета у Крагујевцу и 

централног репозиторијума надлежног министарства, тако да припадници јавности 

могу начинити трајне умножене примерке у електронској форми наведене докторске 

дисертације путем преузимања. 

 

 

 

Овом Изјавом такође 

 

 

 

дозвољавам 

 

 

не дозвољавам
1

 

 

 

 
1 Уколико аутор изабере да не дозволи припадницима јавности да тако доступну докторску дисертацију 
користе под условима утврђеним једном од Creative Commons лиценци, то не искључује право 

припадника јавности да наведену докторску дисертацију користе у складу са одредбама Закона о 

ауторском и сродним правима. 



 

 

 

 

припадницима јавности да тако доступну докторску дисертацију користе под условима 

утврђеним једном од следећих Creative Commons лиценци: 
 

 

1) Ауторство 

 

2) Ауторство - делити под истим условима 

 

3) Ауторство - без прерада 

 

4) Ауторство - некомерцијално 

 

5) Ауторство - некомерцијално - делити под истим условима 

 

6) Ауторство - некомерцијално - без прерада
2
 

 

 

 

 

 

 

 

У  Крагујевцу , 2020 године, 
 

 

 

 

 

____________________________                       

              потпис аутора 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
2
 Молимо ауторе који су изабрали да дозволе припадницима јавности да тако доступну докторску 

дисертацију користе под условима утврђеним једном од Creative Commons лиценци да заокруже једну од 

понуђених лиценци. Детаљан садржај наведених лиценци доступан је на: http://creativecommons.org.rs/

http://creativecommons.org.rs/
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