
 
 

UNIVERZITET U BEOGRADU 
 

BIOLOŠKI FAKULTET 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mirna Z. Bulatović 
 
 

ISPITIVANJE ANTITUMORSKOG DELOVANJA  
6-[TRIFENILSTANIL]-1-HEKSANOLA VEZANOG 
ZA MEZOPOROZNI NANOMATERIJAL SBA-15  

U MODELU MIŠJEG MELANOMA  
IN VITRO I IN VIVO 

 
 

doktorska disertacija 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Beograd, 2015 



 
 

UNIVERSITY OF BELGRADE 
 

FACULTY OF BIOLOGY  
 
 
 
 
 
 
 
 

Mirna Z. Bulatović 
 
 

EVALUATION OF ANTITUMOR ACTIVITY OF 
6-(TRIPHENYLSTANNYL)HEXAN-1-OL LOADED 
IN SBA-15 MESOPOROUS NANOSTRUCTURED 

MATERIAL IN THE MOUSE MODEL OF 
MELANOMA IN VITRO AND IN VIVO 

 
 

Doctoral Dissertation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Belgrade, 2015 



 
 

MENTORI 

 

dr Danijela Maksimović-Ivanić, nauĉni savetnik 

Institut za biološka istraţivanja „Siniša Stanković”, Univerzitet u Beogradu 

 

dr Aleksandra Korać, redovni profesor 

Biološki fakultet, Univerzitet u Beogradu 

 

KOMISIJA 

 

dr Danijela Maksimović-Ivanić, nauĉni savetnik 

Institut za biološka istraţivanja „Siniša Stanković”, Univerzitet u Beogradu 

 

dr Aleksandra Korać, redovni profesor 

Biološki fakultet, Univerzitet u Beogradu 

 

dr Sanja Mijatović, nauĉni savetnik 

Institut za biološka istraţivanja „Siniša Stanković”, Univerzitet u Beogradu 

 

dr Milica Markelić, docent 

Biološki fakultet, Univerzitet u Beogradu 

 

dr Goran KaluĊerović, docent 

Leibniz Institute of Plant Biochemistry, Halle, Germany 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mami, tati i mojoj Uni 



 
 

Eksperimentalni deo doktorske disertacije uraĊen je na Institutu za biološka istraţivanja 

„Siniša Stanković”, Univerziteta u Beogradu u okviru projekta „Molekularni mehanizmi 

fiziološke i farmakološke kontrole inflamacije i kancera” (br. 173013) finansiranog od 

strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnološkog razvoja Republike Srbije.  

Izraţavam veliku zahvalnost mentoru, dr Danijeli Maksimović-Ivanić, na savesnom 

rukovoĊenju ovom disertacijom, usmeravanju tokom svih faza rada i pozitivnoj energiji. 

TakoĊe, veliku zahvalnost dugujem mentoru, prof. dr Aleksandri Korać, na izvanrednoj 

saradnji i nesebiĉnoj pomoći tokom svih faza izrade disertacije.  

Ogromnu zahvalnost dugujem rukovodiocu projekta, dr Stanislavi Stošić-Grujiĉić, na 

ukazanom poverenju, na brizi, savetima i velikom zalaganju tokom svog istraţivaĉkog 

rada.  

Dr Sanji Mijatović, koja je podjednako posvećeno rukovodila disertacijom, posebno 

sam zahvalna na idejama, znanju i iskustvu koje mi je prenela. 

Zahvaljujem se dr Goranu KaluĊeroviću na struĉnom usmeravanju, kreativnoj saradnji, 

pomoći i smernicama u izradi ovog rada. 

Zahvaljujem se dr Milici Markelić, na ukazanom vremenu i konstruktivnim sugestijama 

tokom konaĉne izrade ove doktorske disertacije.   

Mojoj koleginici, dr Mariji Mojić, dugujem zahvalnost za podršku i pomoć od samog 

poĉetka svog istraţivaĉkog rada.  

Jeleni, Sandri, Marini i Ivani se zahvaljujem na pomoći, prijateljstvu, podršci i osmehu. 

Hvala kolegama sa Odeljenja za imunologiju na sveukupnoj podršci i dobroj energiji, 

kao i kolegama sa Odeljenja za molekularnu biologiju i citologiju na pomoći i korisnim 

savetima.  

Najveću zahvalnost dugujem svojoj porodici i prijateljima 



 
 

Ispitivanje antitumorskog delovanja 6-[trifenilstanil]-1-heksanola vezanog za 

mezoporozni nanomaterijal SBA-15 u modelu mišjeg melanoma in vitro i in vivo 

 

Sažetak 

Uprkos razvoju imunoterapije i ciljanih terapija, globalna incidenca melanoma nastavlja 

da raste. Konvencionalna hemoterapija, naţalost, pokazuje ograniĉenu efikasnost u 

leĉenju metastatskog melanoma. Primenu najĉešće korišćenog hemoterapeutskog leka 

cisplatine, ograniĉava uroĊena rezistencija ovog tipa tumora, što sve naglašava potrebu 

za razvojem efikasnije hemoterapije melanoma. Progres u medicinskoj organometalnoj 

hemiji omogućio je racionalni dizajn novih, nekonvencionalnih platinskih kompleksa, 

kao i neplatinskih antitumorskih jedinjenja, ukljuĉujući organokalajna jedinjenja, ĉija 

aktivnost ne poĉiva na direktnoj interakciji sa DNK. MeĊutim, nedovoljna rastvorljivost 

i toksiĉnost organokalajnih jedinjenja ograniĉava kompleksnija istraţivanja i ulazak u 

kliniĉka ispitivanja. U tom kontekstu, primena nanotehnologije u svrhu povećanja 

rastvorljivosti lekova i njihove selektivnosti prema maligno transformisanim klonovima 

u hemoterapiji kancera ima vodeću ulogu. Inkapsulacija hidrofobnih antitumorskih 

lekova u mezoporozne nanomaterijale silike, predstavlja najperspektivniju strategiju u 

ovoj oblasti. Zbog visokog  potencijala za adsorpciju, nosaĉ SBA-15 je najinteresantniji 

mezoporozni silikat za ciljanu isporuku lekova. U skladu sa tim, u ovoj studiji je po prvi 

put ispitivan antitumorski potencijal organokalajnog(IV) jedinjenja [Ph3Sn(CH2)6OH] 

skladištenog u mezoporozni materijal SBA-15 (SBA-15pSn) in vitro i in vivo u modelu 

mišjeg melanoma. Imajući u vidu izuzetnu heterogenost melanoma, ispitivan je i njihov 

uticaj na visoko invazivnu liniju humanog melanoma, A375. Analizirani su ćelijski i 

molekulski mehanizmi pokrenuti u odgovoru na tretman eksperimentalnim agensima u 

ćelijama melanoma,  kao i mehanizam preuzimanja ĉestica SBA-15pSn u humane ćelije 

melanoma u sistemu in vitro.  

 [Ph3Sn(CH2)6OH] u slobodnoj formi ali, mnogo potentnije, uskladišten u SBA-15 

smanjio je vijabilitet ćelijskih linija melanoma poreklom od miša B16, i ĉoveka A375. 

Isti trend je zapaţen u singenom modelu mišjeg melanoma in vivo. Pokazalo se da  

A375 ćelije melanoma preuzimaju SBA-15pSn pasivnim putem i makropinocitozom. U 



 
 

osnovi antitumorskog delovanja eksperimentalnih jedinjenja bila je indukcija apoptoze i 

zastoj u proliferaciji ćelija melanoma. MeĊutim, [Ph3Sn(CH2)6OH] skladišten u SBA-

15, ali ne i u slobodnoj formi, aktivira proces melanogeneze u B16 ćelijama melanoma, 

koji je bio praćen indukcijom prevremene ćelijske senescencije. Senescentni fenotip 

B16 ćelija, bio je povezan sa aktivacijom signalnog puta mitogenom-aktivirane protein 

kinaze p38 (p38 MAPK), dok je povećanje ekspresije markera diferencijacije mišjih 

ćelija melanoma bilo udruţeno sa trajnom inhibicijom signalnog puta fosfatidilinozitol 

3-kinaze (PI3K). Paralelno, proces senescencije pokrenut SBA-15pSn u A375 ćelijama, 

bio je usklaĊen sa njihovom morfološkom transformacijom i povećanom zastupljenošću 

subpopulacije koja eksprimira fenotipski marker najranijih stadijuma razvića Švanovih 

ćelija - fenomen koji odlikuje terminalno diferentovane melanocite u nevusima. Analiza 

Wnt/β-katenin i Notch signalnih puteva, glavnih regulatora migracije melanocita tokom 

razvića, koji su ĉesto reaktivirani u melanomu, je ukazala da je izmenjeni fenotip A375 

ćelija tretiranih SBA-15pSn bio u korelaciji sa oslabljenim metastatskim potencijalom 

humanih ćelija melanoma.   

U celini, rezultati ove disertacije pokazuju da skladištenje hidrofobnih organokalajnih 

jedinjenja u ureĊene mezoporozne nanoĉestice silike unapreĊuje njihova svojstva, ĉime 

je omogućen nastavak prekliniĉkih ispitivanja sa krajnjim ciljem kreiranja uspešnije 

terapije melanoma.    

 

Ključne reči: melanom, hemoterapija, ciljana isporuka lekova, mezoporozna silika, 

organokalajna jedinjenja, diferencijacija, ćelijska senescencija                       

Naučna oblast: Biologija tumora 

Uža naučna oblast: Eksperimentalna onkologija 

UDK broj: 616-006.81:615.38:[547.1'13+661.881]:[576.364:576.366](043.3) 

 

 



 
 

Evaluation of antitumor activity of 6-(triphenylstannyl)hexan-1-ol loaded in 

SBA-15 mesoporous nanostructured material in the mouse model of melanoma 

in vitro and in vivo 

 

Abstract    

Despite rapid development in immunotherapy and targeted therapies, the global 

incidence of melanoma continues to increase. Besides, conventional chemotherapy 

demonstrates only limited efficacy in the treatment of advanced melanoma. Clinical 

application of widely used chemotherapeutic drug cisplatin, is hampered by the intrinsic 

resistance of this type of tumor, indicating the urgent need for the development of more 

effective chemotherapies for melanoma. The rapid progress in medicinal organometallic 

chemistry in the past few years allows rational design of novel platinum compounds, as 

well as nonplatinum metal-based antitumor agents, including organotin compounds, 

whose activity is not based on unrepairable interaction with DNA. Poor solubility and 

toxicity of organotin compounds, however, restrains more complex studies and further 

development in the preclinical and subsequently clinical setting. Nanotechnology now 

becomes an important part of pharmaceutical research and development, for improving 

the solubility and selective toxicity of cancer therapeutics.  Encapsulating hydrophobic 

antitumor agents in ordered mesoporous silica nanomaterials is an emerging strategy to 

enhance drug dissolution. Due to its high drug loading capacity, SBA-15 is the most 

interesting mesoporous silicate for targeted drug delivery. Antitumor potential of 

organotin(IV) compound [Ph3Sn(CH2)6OH] grafted on nanostructured material SBA-15 

(SBA-15pSn) in vitro and in vivo in the mouse model of melanoma, was tested for the 

first time in this study. Considering the enormous heterogeneity of this type of tumor, it 

was of interest to test these experimental therapeutics in a highly invasive human A375 

melanoma cell line. Given the fact that SBA-15pSn nanoparticles are relatively large, 

the mechanism of cellular uptake was defined. At the molecular level, main intracellular 

events triggered by the treatment, as well as the expression of key signaling pathways 

mediating tumor cell response, were analyzed.      



 
 

[Ph3Sn(CH2)6OH], as a free compound, but more potently when grafted on SBA-15 

material, reduced the growth of B16 and A375 melanoma cell lines in vitro. Tested 

compounds inhibited B16 melanoma tumor growth in syngeneic C57BL/6 mice. SBA-

15pSn particles were taken up by macropinocytosis and nonspecific cellular uptake in 

A375 melanoma cells. [Ph3Sn(CH2)6OH] and SBA-15pSn triggered caspase dependent 

apoptosis and cell cycle arrest in both melanoma cell lines. However, [Ph3Sn(CH2)6OH] 

grafted on SBA-15, but not as a free compound, stimulated melanin synthesis in B16 

cells, followed by induction of premature cellular senescence, associated with activation 

of p38 signaling pathway. High expression of differentiation markers in SBA-15pSn 

treated B16 cells, was well synchronized with permanent inhibition of PI3K signaling  

pathway. In parallel, senescence triggered by SBA-15pSn in A375 melanoma cells, was 

associated with morphological transformation and enhanced percentage of Schwann-

like cell subpopulation. This molecular signature characterizes terminally differentiated 

melanocytic nevus cells in the dermis. Downregulation of Wnt/β-catenin and Notch 

signaling pathways, critical regulators of melanocyte lineage development, which are 

often reactivated in melanoma, indicates that morphological changes of SBA-15pSn 

treated A375 cells correlated with lower metastatic potential of human melanoma cells. 

Our findings demonstrate that encapsulating cytotoxic antitumor metal-based drugs in 

ordered mesoporous silica nanoparticles is a promising targeting strategy in an effort to 

diminish deleterious side-effects of chemotherapy and a creative approach to the design 

of novel anticancer therapeutics.   

 

Keywords: melanoma, chemotherapy, targeted drug delivery, mesoporous silica, 

organotin compounds, differentiation, cellular senescence  

Research area: Tumor biology 

Area of special interest: Experimental oncology    

UDK number: 616-006.81:615.38:[547.1'13+661.881]:[576.364:576.366](043.3) 
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1.1. Melanociti 
Melanociti su ćelije koje produkuju pigment melanin

1
. Postoje dva tipa melanocita kod 

sisara - kutani (folikularni, epidermalni) i ekstrakutani (horoidalni, kohlearni). Njihova  

diferencijacija obuhvata: migraciju i proliferaciju melanoblasta koji vode poreklo od 

embrionskih ćelija nervne kreste, sazrevanje melanocita (sinteza melanina, zadobijanje 

dendritiĉnog oblika), sazrevanje melanozoma i specifiĉan transport zrelih melanozoma 

u keratinocite. Melanogeneza je vaţan fiziološki proces u oĉuvanju homeostaze koţe 

ĉoveka, a stepen produkcije pigmenta manifestuje se kao fototip koţe (boja koţe). 

Pigmentacija koţe ima kljuĉnu ulogu u zaštiti od ultraljubiĉastog (UV) zraĉenja, i u vezi 

je sa rizikom od nastanka kancera koţe. U tom pogledu, pored zaštitnog efekta melanina 

per se, funkcija melanocita je vaţna i na mnogim drugim nivoima
1–3

.  

Melanini su kompleksni pigmenti koji se sastoje iz kopolimera crnih i braon eumelanina 

i crvenih i ţutih feomelanina
4
. Sinteza pigmenta se odvija u specifiĉnim membranskim 

organelama - melanozomima. Melanini se formiraju iz amino kiseline L-tirozin u seriji 

enzimskih i hemijskih reakcija koja se oznaĉava kao Raper-Mason put
5
. Kljuĉni enzim 

u sintezi melanina je tirozinaza
6
. Biosinteza melanina zapoĉinje oksidacijom tirozina u 

3,4-dihidroksifenilalanin (L-dopa) u reakciji koju katalizuje tirozinaza, pri ĉemu je dopa 

kofaktor. U sledećoj reakciji, tirozinaza katalizuje dehidrogenaciju dopa u dopahinon, 

nakon ĉega sledi niz reakcija autooksidacije koje se odvijaju spontano in vitro. Treća 

reakcija u melanogenezi koju katalizuje tirozinaza je konverzija 5,6-dihidroksiindola u 

indol-5,6-hinon, gde je dopa kofaktor
7
 (Slika 1).    

 

Slika 1 | Biosinteza melanina. Preuzeto od Körner and Pawelek 1982. Science. 217:1163-5. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6810464
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Melanozomi sazrevaju u melanocitima i pigmentnim epitelskim ćelijama mreţnjaĉe 

kroz ĉetiri morfološki razliĉita stadijuma (Slika 2).  

 

 

Slika 2 | Sazrevanje melanozoma. a | Šematski dijagram dela citoplazme i dendritskog nastavka 

melanocita. b | Elektron-mikrografije melanocita koje prikazuju II, III i IV stadijum sazrevanja 

melanozoma. Preuzeto od Marks and Seabra 2001. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2:738-48.   

U ranim fazama, melanozomi (premelanozomi) ne sadrţe pigment, već proteinska 

vlakna koja poĉinju da se formiraju u stadijumu I. Ova vlakna formiraju pravilne 

paralelne pruge u elipsoidnom stadijumu II, što rezultuje karakteristiĉnim izbrazdanim 

izgledom na nivou elektronske mikroskopije. Melanini se deponuju na vlaknima, što 

vodi ka zadebljanju i zatamnjenju melanozoma tokom sazrevanja do stadijuma III, dok 

celokupna struktura ne postane maskirana pigmentom u poslednjem stadijumu IV
4,8

. 

Zreli melanozomi se karakterišu pigmentnim depozicijama na vlaknima i, za razliku od 

melanozoma II stadijuma, sadrţe melanogene enzime. Enzimi koji uĉestvuju u 

biosintezi melanina, tirozinaza (TYR), i tirozinazi-srodni proteini TYRP1 (engl. 

tyrosinase-related protein 1) i TYRP2 (engl. dopachrome tautomerase, DCT), 

transportuju se putem ranih endozoma do premelanozoma nakon formiranja vlakana na 

kojima se kasnije deponuje melanin
4
. U epidermalnim melanocitima, melanozomi IV 

stadijuma se kreću duţ mikrotubula iz centra ćelije do dendritskih vrhova, gde ih potom 

preuzimaju susedni keratinociti. U keratinocitima, melanozomi se distribuiraju, i u 

odgovoru na UV zraĉenje, pozicioniraju strateški sa one strane jedra koja je izloţena 

suncu. U pigmentnim epitelskim ćelijama mreţnjaĉe i horoidalnim melanocitima, 

melanozomi se permanentno deponuju, gde im je primarna funkcija apsorpcija zalutale 

svetlosti u oku i detoksifikacija oksidativnih intermedijera
4,8

.   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11584301
https://en.wikipedia.org/wiki/Dopachrome_tautomerase
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1.2. Homeostaza melanocita u koži čoveka 

Epidermalno-melaninska jedinica u bazalnom sloju humanog epidermisa predstavlja 

simbiotski odnos u kome jedan melanocit uspostavlja veze posredstvom svojih dendrita 

sa pribliţno trideset šest keratinocita, i na taj naĉin transportuje melanozome. Rezultat je 

distribucija pigmenta kroz bazalni sloj i gornje slojeve epidermisa koji štite koţu od UV 

zraĉenja
9–11

. Stabilan odnos broja melanocita i keratinocita se odrţava tokom celog 

ţivota regulisanom indukcijom deobe melanocita. Da bi se melanociti podelili, potrebno 

je da se: (a) odvoje od bazalne lamine i povlaĉenjem dendrita od keratinocita - proces 

oznaĉen kao dekuplovanje, (b) podele se, i (c) migriraju duţ bazalne lamine, pre nego 

što uspostave kontakt sa matriksom, kada (d) ponovo pruţaju dendrite i uspostavljaju 

višestruke kontakte sa keratinocitima - proces rekuplovanja, kako bi se formirala nova 

epidermalno-melaninska jedinica. Kada se uspostavi adhezija, keratinociti kontrolišu 

rast i diferencijaciju melanocita
12

 (Slika 3).      

 

Slika 3 | Homeostaza melanocita u humanom epidermisu. Koraci u deobnoj kaskadi melanocita. 

Preuzeto od Haass and Herlyn 2005. J. Investig. Dermatol. Symp. Proc.10:153-63.  

Migracija, ukotvljavanje u bazalnu laminu, formiranje dendrita i uspostavljanje veza sa 

keratinocitima, ĉime se uspostavlja kontrola rasta, kompletiraju ciklus koji odrţava 

stabilan odnos melanocita i epidermalnih keratinocita. Pretpostavlja se da integrini 

kadherini i Notch receptori imaju odluĉujuću ulogu u procesima migracije i ponovnog 

uspostavljanja melaninske jedinice u epidermisu, koji se završavaju kada melanociti, 

nakon stimulacije UV zraĉenjem, transportuju pigment susednim keratinocitima
12

. U 

fiziološkom smislu, homeostaza odreĊuje da li ćelija ostaje u stanju mirovanja, da li 

proliferiše, diferencira se ili podleţe apoptozi
13

. Narušavanje homeostaze moţe da 

poremeti balans epidermalno-melaninske jedinice i izazove kontinuiranu deobu 

melanocita, što moţe da dovede do razvoja nevusa (madeţa) ili melanoma
12

. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16358819
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1.3. Melanom 

Melanom je oblik kancera koţe sa najvećim smrtnim ishodom i bez efikasne terapije
14

. 

Hirurg John Hunter prvi je operisao pacijenta sa melanomom 1787
14

, ĉiji se uzorak i 

danas ĉuva u Hunterian muzeju Kraljevskog koledţa hirurga (engl. Hunterian Museum 

of the Royal College of Surgeons) u Engleskoj. Prvi opis ove bolesti i termin melanom, 

od grĉke reĉi melano, što znaĉi crno dao je Rene Leannec 1806. godine. William Norris 

je 1857. ukazao na postojanje korelacije izmeĊu madeţa, svetlog tena, naslednih faktora 

i melanoma
14

. Iz melanocita moţe da nastane set neoplazija sa razliĉitom anatomskom 

distribucijom, kliniĉkim osobinama, histopatološkim izgledom i biološkim ponašanjem. 

Melanocitne neoplazije najĉešće nastaju u koţi, ali mogu da nastanu i transformacijom 

nekutanih melanocita. Benigne neoplazije melanocita oznaĉavaju se kao nevusi, dok se 

maligne zovu melanomi
15

. Trenutna kategorizacija Svetske zdravstvene organizacije 

(engl. World Health Organization, WHO)
16

, bazirana na klasifikaciji melanoma koju su 

predloţili Clark i saradnici pre 30 godina
17

, koristi morfološke aspekte radijalne faze 

rasta i mesto primarnog melanoma, na osnovu kojih se razlikuju ĉetri glavna histološka 

podtipa kutanog melanoma: melanom sa površinskim širenjem, nodularni melanom, 

akralni lentiginozni melanom i lentigo maligni melanom. Melanom sa površinskim 

širenjem je najĉešći, i ĉini pribliţno 70% svih sluĉajeva. Većina melanoma nastaju kao 

pojedinaĉne lezije bilo gde na koţi. Pluća, jetra i mozak su najĉešća mesta metastaza
14

. 

Najvaţniji faktori rizika za melanom su porodiĉna ili liĉna istorija melanoma, višestruki 

benigni ili atipiĉni nevusi. Imunosupresija, osetljivost na sunce i izlaganje UV zraĉenju 

su dodatni faktori rizika
18

. U kliniĉkom smislu, varijacije u pigmentaciji su povezane sa 

razliĉitom sklonošću za razvoj melanoma
19,20

. Na molekulskom nivou, izlaganje UV 

zraĉenju povećava pigmentaciju koţe delom zahvaljujući delovanju α-melanocitnog-

stimulirajućeg hormona (engl. α-melanocyte-stimulating hormone, α-MSH). Vezivanje 

α-MSH za receptor melanokortin-1 (engl. melanocortin-1 receptor, MC1R) stimuliše 

ekspresiju enzima ukljuĉenih u produkciju melanina. RiĊokosi i ljudi svetle puti imaju 

polimorfizme u MC1R genu
21,22

 koji redukuju aktivnost receptora
23

, a samim tim i 

produkciju melanina, glavne odbrane melanocita od UV zraĉenja. Ovi polimorfizmi 

znaĉajno povećavaju rizik od melanoma
24

. Clarkov model progresije melanoma opisuje 

histološke promene koje prate progresiju od melanocita do malignog melanoma
25

. 

Prema Clarkovom modelu, prva fenotipska promena u melanocitima je razvoj benignog 
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nevusa ili madeţa. Proliferacija melanocita moţe da bude ograniĉena na epidermis 

(graniĉni nevus), dermis (dermalni nevus) ili oba sloja koţe (sloţeni nevus). Kontrola 

proliferacije u ovim ćelijama je poremećena, ipak rast nevusa je limitiran
25,26

 (Slika 4). 

Progresija benignog nevusa je spreĉena zahvaljujući ćelijskoj senescenciji indukovanoj 

onkogenom, gde je rast koji je stimulisan aktivacijom onkogenih puteva limitiran
27

. 

Sledeći korak je razvoj citološke atipije u displastiĉnom nevusu, koji moţe da nastane iz 

postojećeg benignog nevusa ili kao nova lezija. U fazi radijalnog rasta (engl. radial-

growth phase, RGP), ćelije stiĉu sposobnost intraepidermalne proliferacije. U kliniĉkom 

smislu, predstavljaju uzdignute lezije i pokazuju citomorfološke karakteristike ćelija 

kancera. Ova faza u progresiji melanoma je povezana sa smanjenom diferencijacijom. 

Clark je predloţio da nevusi regrediraju kroz diferencijaciju  i da neuspeh ovog procesa 

vodi u displaziju
25

. Diferencijacija melanocita zahteva izlazak iz ćelijskog ciklusa i 

ekspresiju gena koji kodiraju proteine neophodne za produkciju pigmenta - procesi ĉija 

je regulacija narušena u melanomu. Lokalna invazija i metastatsko širenje su odgovorni 

za smrtnost od melanoma. Invazivne karakteristike se javljaju u fazi vertikalnog rasta 

(engl. vertical-growth phase, VGP), u kojoj ćelije melanoma ne samo da prodiru kroz 

bazalnu laminu, već rastu intradermalno u obliku ĉvorića (Slika 4). Ne prolaze svi 

melanomi kroz svaku pojedinaĉnu fazu - RGP ili VGP mogu da se razviju direktno iz 

izolovanih melanocita ili nevusa, zatim obe faze mogu da preĊu direktno u metastatski 

maligni melanom, najsmrtonosniju fazu, infiltracijom u vaskularni i limfni sistem
18,25

.   

 

Slika 4 | Postepene biološke i molekulske promene tokom progresije melanoma. Preuzeto od 

Ibrahim and Haluska 2009. Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 4:551-79. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19400696
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Iako se u većini sluĉajeva melanomi javljaju sporadiĉno, razumevanje genetiĉke osnove 

familijarnih melanoma, daje uvid u molekulsku patogenezu ove smrtonosne bolesti. 

Familijarni sindrom višestrukih atipiĉnih madeţa (engl. familial atypical multiple mole 

melanoma syndrome) koji su opisali Lynch i saradnici 1983
28

, poznat i kao sindrom 

displastiĉnog nevusa (engl. dysplastic nevus syndrome, DNS), karakteriše rani razvoj 

velikog broja atipiĉnih madeţa rasprostranjenih po celoj koţi. Histološki pregled ovih 

madeţa ukazuje na displastiĉne odlike, a rizik za razvoj melanoma kod ovih ljudi je 

jako visok. Prouĉavanje ovog sindroma i prepoznavanje kao naslednog prekursora 

melanoma su imali znaĉajan uticaj na istraţivanje genetiĉke predispozicije melanoma
14

. 

1.4. Molekulska osnova razvoja melanoma 

Melanom je kompleksna genetiĉka bolest. Protekle dve decenije, došlo je do znaĉajnog 

progresa u otkrivanju genetiĉkih promena u melanomu. Mnoge mutacije su povezane sa 

specifiĉnom kliniĉkom ili histopatološkom podgrupom lezija, što snaţno podrţava ideju 

biološki razliĉitih tipova melanocitnih neoplazija. Razumevanje bioloških procesa koji 

leţe u osnovi inicijacije i progresije ove bolesti omogućiće bolju klasifikaciju i dizajn 

novih terapeutskih pristupa. Strategije kao što su komparativna genomska hibridizacija i 

analiza mutacija sekvenciranjem gena, identifikovali su neke od najvaţnijih signalnih 

puteva u ovoj bolesti
15,26

.  

1.4.1. Ras/Raf/MEK/ERK signalni put 

Ras/Raf/MEK/ERK signalni put reguliše ćelijske procese nizvodno od receptora tirozin 

kinaza i heterotrimernih receptora kuplovanih sa G proteinom
29

. U melanocitima, ovaj 

put aktiviraju faktori rasta kao što su faktor rasta matiĉnih ćelija (engl. stem-cell factor, 

SCF ili c-kit ligand), faktor rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor, FGF) i 

faktor rasta hepatocita (engl. hepatocyte growth factor, HGF)
26

. Ovaj signalni put je 

kljuĉni regulator proliferacije ćelija melanoma, s obzirom da 90% humanih melanoma 

ima prekomerno aktiviran ERK
30

 (engl. extracellular signal-regulated kinase). ERK 

moţe da aktivira produkcija autokrinih faktora rasta
31

 ili reĊe, mutacija koja aktivira 

receptore za faktore rasta kao što je c-Kit
32

. Ĉešći mehanizam su somatske mutacije u 

NRAS genu, pri ĉemu je najĉešća supstitucija leucina za glutamin na mestu 61 (Q61L). 

Ipak, najvaţnija komponenta ovog signalnog puta u melanomu je BRAF, jedan od tri 
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Raf gena kod ĉoveka, zajedno sa ARAF i CRAF. Potraga za novim onkogenom navela je 

Davies i saradnike da identifikuju BRAF somatske missense mutacije u 66% malignih 

melanoma. Najĉešća mutacija je supstitucija glutaminske kiseline za valin na poziciji 

600 (V600E)
33

. BRAF mutacija je rani dogaĊaj tokom progresije melanoma. Oko 80% 

benignih nevusa ima V600E mutaciju. Javlja se sa sliĉnom frekvencijom u benignom 

nevusu i primarnim i metastatskim melanomima
34

, što navodi na zakljuĉak da sama po 

sebi nije dovoljna za malignu transformaciju.   

1.4.2. Ras/PI3K/Akt signalni put    

Put fosfatidilinozitol 3-kinaze (engl. phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) reguliše rast, 

proliferaciju i pokretljivost ćelija, a prekomerno je eksprimiran u velikom procentu 

melanoma. Fosfatidilinozitoli su membranski lipidi koji se konvertuju u sekundarne 

glasnike nakon fosforilacije jednim od ĉlanova PI3K familije
35

. Signalizacija se gasi 

delovanjem lipidne fosfataze PTEN (engl. phosphatase and tensin homologue). PI3K 

mutacije su zabeleţene u 3% metastatskih melanoma, PTEN je inaktiviran u 20% 

melanoma, a protein kinaza B ili Akt je prekomerno eksprimiran u 60% melanoma
36–38

. 

Za supresiju rasta u tro-dimenzionalnim kulturama melanoma, moraju biti inhibirana 

oba puta, što oznaĉava da su ERK i PI3K signalni putevi podjednako vaţni
39

. Poznato je 

da onkogeni NRAS indukuje transformaciju melanocita efikasnije od mutiranog BRAF, 

pretpostavlja se zbog PI3K komponente. Zanimljivo je meĊutim, da su BRAF mutacije 

ĉešće od NRAS mutacija, što je verovatno odraz drugih genetiĉkih ili bioloških pritisaka 

koji favorizuju progresiju melanoma sa BRAF mutacijama
26

.      

1.4.3. Mikroftalmija-asocirani transkripcioni faktor 

Mikroftalmija-asocirani transkripcioni faktor, MITF (engl. microphthalmia-associated 

transcription factor) je glavni regulator biologije melanocita, koji ne kontroliše samo 

melanogenezu, već razliĉitim mehanizmima diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu 

melanocita
40–42

. Unutarćelijski signalni put indukovan vezivanjem α-MSH za MC1R 

povećava nivo MITF, koji zatim koordinisano reguliše ekspresiju pigmentnih gena
18

. 

Pored tirozinaze, TYRP1 i TYRP2, MITF reguliše ekspresiju melanogenih proteina - 

dijagnostiĉkih markera ove bolesti kao što su gp100, melan-A i melastatin. Smanjena 

pigmentacija i ekspresija ovih gena je povezana sa progresijom nevusa u melanom. 
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MITF se eksprimira u većini humanih melanoma i esencijalan je za preţivljavanje ćelija 

melanoma
18,40–42

. MeĊutim, nivo ovog proteina je precizno regulisan
26

. MITF se 

eksprimira u znaĉajno niţem nivou u ćelijama melanoma u poreĊenju sa melanocitima, 

a povećanje nivoa redukuje proliferaciju ćelija melanoma, ĉak i u prisustvu onkogenog 

BRAF
43

. Pretpostavlja se da MITF reguliše brojne funkcije u melanocitima na razliĉitim 

nivoima ekspresije
26

. Visok nivo indukuje zastoj u ćelijskom ciklusu i diferencijaciju, 

putem kontrole regulatora ćelijskog ciklusa kao što su p16
INK4a

, Cdk2 (engl. cyclin-

dependent kinase 2) i p21
Cip

, dok kritiĉno nizak nivo dovodi do apoptoze. Samo na 

intermedijarnom nivou je favorizovana proliferacija. U tom kontekstu, konstitutivno 

aktiviran ERK koji je kljuĉan za preţivljavanje ćelija melanoma, indukuje konstantno 

smanjenje nivoa MITF, jer ga fosforilacijom obeleţava za degradaciju
26

. U skladu sa 

tim, ćelije melanoma su razvile strategije da povrate nivo MITF koji je kompatibilan sa 

progresijom tumora
26

. Identifikacija povećanog broja kopija regiona u hromozomu 3 

koji obuhvata MITF lokus u malom procentu metastatskih melanoma u kojima je 

mutiran BRAF
44

, oznaĉava MITF kao onkogena
18

. Uprkos ĉinjenici da gen moţe da 

bude amplifikovan 10-100 puta, nivo MITF se povećava 1.5 puta u poreĊenju sa 

ćelijama bez amplifikacije
44

, što opet ukazuje da se nivo MITF odrţava unutar uskih 

granica
26

. Kako samo 10-16% BRAF-mutiranih melanoma ima amplifikaciju MITF, 

postavlja se pitanje kako ostalih 84-90% neutrališe degradaciju MITF posredovanu 

prekomernom aktivacijom ERK signalnog puta
26

. Jedan od mogućih mehanizama 

ukljuĉuje β-katenin, koji indukuje ekspresiju MITF putem LEF-1/TCF vezujućeg mesta 

MITF promotora
45

. Iako su mutacije β-katenina retke u melanomu, nukleusna/citosolna 

lokalizacija β-katenina je pronaĊena u 28% metastatskih melanoma
46

.      

1.4.4. Prevazilaženje mehanizama senescencije 

Somatske ćelije imaju ograniĉen proliferativni potencijal. Nakon odreĊenog broja deoba 

napuštaju ćelijski ciklus i ulaze u stanje senescencije
47

. Ćelijska senescencija je kljuĉni 

odbrambeni mehanizam od kancera jer zaustavlja proliferaciju, a sam proces je 

fiziološki relevantan zato što ga indukuju aktivirani onkogeni u normalnoj ćeliji. Ćelije 

kancera prevazilaze ovaj mehanizam inaktivacijom puteva koji regulišu p16
INK4a

/Rb 

(engl. retinoblastoma protein) i p53
48

. Tumor supresorski protein p16
INK4a 

se vezuje za 

ciklin-zavisne protein kinaze Cdk4/6, blokira njihovu aktivnost i spreĉava fosforilaciju 



9 
 

tumor supresora Rb
49

. p16
INK4a

 kodira CdkN2A, lokus koji takoĊe kodira p14
ARF 

(p19
ARF

 

kod miša) sa razliĉitog promotora i korišćenjem alternativnog okvira ĉitanja
50

. CdkN2A 

mutacije generalno utiĉu na p16
INK4a

 u sluĉajevima porodiĉnog melanoma. Mutacije u 

Cdk4 ometaju vezivanje za p16
INK4a 50

. Somatske mutacije u ovim genima se takoĊe 

nalaze u većini sporadiĉnih melanoma. p16
INK4a 

se inaktivira taĉkastim mutacijama, 

delecijama, metilacijom promotora
51

 ili prekomernom ekspresijom transkripcionog 

supresora ID1
52

 (engl. inhibitor of differentiation 1). Većina ćelijskih linija melanoma 

ima defekt u p16
INK4a

 ili Rb, kao i prekomernu ekspresiju Cdk4 ili ciklina D1
26

. Da bi 

spreĉile senescenciju ćelije melanoma inaktiviraju p16
INK4a

/Rb signalni put
47

. Poznato je 

da 
V600E

BRAF indukuje ekspresiju p16
INK4a

 i senescenciju humanih melanocita in vitro. 

Zatim, povećanje ekspresije p16
INK4a

 doprinosi indukciji senescencije u nevusu
53,54

. 

Defekti u p16
INK4a

 postoje u displastiĉnim, ali ne i u benignim nevusima
55

. U skladu sa 

svim, predloţen je model prema kome p16
INK4a

 predstavlja koĉnicu transformaciji 

melanocita
 
koju indukuje 

V600E
BRAF. Prema ovom modelu, mutacija u BRAF ili NRAS 

vodi ka hiperproliferaciji; posledica je indukcija senescencije koju posreduje p16
INK4a

, 

pri ĉemu se formira nevus koji sadrţi klonove senescentnih melanocita
26

. Pored toga, 

senescencija moţe da bude indukovana drugim faktorima. Ostali mehanizmi ukljuĉuju 

p53 koji predstavlja rezervnu kontrolnu taĉku u melanocitima nakon neuspeha p16
INK4a

-

zavisne senescencije
47,53

.  

1.4.5. Ćelijska komunikacija u melanomu 

Invazija i širenje melanoma su povezani sa promenama u ćelijskoj adheziji. Normalno, 

ćelijska adhezija kontroliše migraciju ćelija, tkivnu organizaciju i organogenezu
56

. Sa 

druge strane, poremećaji u ćelijskoj adheziji doprinose invaziji tumora
18

. Smatra se da 

ćelije melanoma izbegavaju kontrolu keratinocita putem pet glavnih mehanizama: (1) 

smanjenjem ekspresije receptora koji su neophodni za komunikaciju sa keratinocitima 

kao što su E-kadherin, P-kadherin i dezmoglein; (2) povećanjem ekspresije receptora i 

signalnih molekula za komunikaciju ćelija melanoma i interakcije sa fibroblastima kao 

što su N-kadherin i Mel-CAM; (3) poremećajem regulacije morfogena - Notch receptora 

i njihovih liganda, koji tokom razvića usmeravaju migraciju i pravilno pozicioniranje 

melanocita u epidermisu; (4) putem promenjene ekspresije adhezivnih molekula koji 
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posreduju u formiranju veza sa vanćelijskim matriksom i indukuju odvajanje od bazalne 

lamine i (5) povećanom produkcijom metaloproteinaza
12

 (Slika 5).    

 

Slika 5 | Komunikacija ćelija u melanomu. Preuzeto od Haass and Herlyn 2005. J. Investig. Dermatol. 

Symp. Proc.10:153-63.  

Promene u mikrosredini koţe koje povećavaju lokalnu produkciju faktora rasta mogu da 

izazovu odvajanje melanocita od keratinocita, kao prvi korak u neregulisanoj (nevus) 

proliferaciji
12

. E-kadherin je najznaĉajniji adhezivni molekul epidermalnih melanocita i 

keratinocita
57

. Pored kontakata posredovanih E-kadherinom, dezmozomi imaju ulogu u 

odrţavanju homeostaze humane koţe. Iako melanociti ne ostvaruju adhezivne veze sa 

keratinocitima po tipu dezmozoma, oni eksprimiraju dezmoglein 1 koji nestaje tokom 

progresije melanoma. Progresija u VGP fazu rasta obeleţena je gubitkom E-kadherina i 

povećanom ekspresijom N-kadherina. Nov adhezivni profil menja ćelijske partnere 

melanocita u one koji eksprimiraju N-kadherin kao što su fibroblasti i endotelne ćelije 

krvnih sudova, koji podrţavaju migraciju i invaziju ćelija melanoma
58–60

. Promene u 

ekspresiji kadherina podstiĉu migraciju ćelija melanoma stimulacijom signalnog puta β-

katenina
61,62

. Prelaz u VGP fazu melanoma, takoĊe je povezan  sa ekspresijom αVβ3 

integrina, što omogućava lokalizaciju MMP-2 (engl. matrix  metalloproteases 2) na 

površini invazivnih ćelija, direktnim vezivanjem za αvβ3 integrin. MMP-2 razgraĊuje 

kolagen u bazalnoj lamini i stimuliše pokretljivost ćelija melanoma reorganizacijom 

citoskeleta
63,64

.     

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16358819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16358819
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1.5. Terapija melanoma 

Tokom protekle dve decenije, paradigma u terapiji kancera evoluirala je od relativno 

nespecifiĉnih citotoksiĉnih agenasa do selektivnih terapeutika. Hemoterapije kancera su 

inicijalno kreirane identifikacijom jedinjenja koja su citotoksiĉna za ćelije koje se brzo 

dele
65

. Ovi lekovi ostaju okosnica aktuelne terapije, ali su ograniĉeni malim terapijskim 

indeksom, toksiĉnošću i vrlo ĉesto steĉenom rezistencijom. Progres u fundamentalnoj 

biologiji kancera omogućio je razvoj novih terapeutskih pristupa, ukljuĉujući ciljane 

agense i imunoterapiju kancera
65

. Ciljane terapije inhibiraju molekulske puteve koji su 

kljuĉni za rast tumora, dok imunoterapija stimuliše imunski odgovor kojim se postiţe 

dugotrajna destrukcija tumora. Ciljane terapije i citotoksiĉni agensi takoĊe modulišu 

imunski odgovor, što daje mogućnost da se ove terapeutske strategije kombinuju sa 

imunoterapijom 
65

. Jedina efikasna terapija melanoma je hirurško isecanje ranih lezija
14

, 

dok diseminacije melanoma predstavljaju jedan od najrezistentnijih humanih kancera 

uprkos decenijama istraţivanja citotoksiĉnih, imunoloških i ciljanih agenasa
66,67

.   

1.5.1. Hemoterapija 

Metilirajući agens, dekarbazin, ostaje najefikasniji hemoterapeutski agens odobren od 

strane Uprave za hranu i lekove Sjedinjenih Drţava za terapiju metastatskog melanoma 

(engl. US Food and Drug Administration, FDA). Nijedan hemoterapeutik trenutno 

nema stopu odgovora veću od 25%
68

. Cisplatina i karboplatina imaju skromnu aktivnost 

kao pojedinaĉni agensi kod pacijenata sa metastatskim melanomom
66

. Derivati 

nitrozouree lako prolaze krvno-moţdanu barijeru, zbog ĉega su ĉesto ukljuĉeni u 

kombinovanim hemoterapeutskim reţimima. Fotemustin je prvi lek koji je pokazao 

znaĉajnu efikasnost u terapiji metastaza na mozgu
66

. Vinka alkaloidi i taksani se retko 

koriste u monoterapiji metastatskog melanoma, već su deo kombinovanih reţima
66

. 

Najznaĉajnije kombinacije CVD (cisplatina, vinblastin, dekarbazin)
69

 i Dartmouthov 

reţim (cisplatina, dekarbazin, karmustin, tamoksifen)
70

 nisu pokazali superioran efekat 

u kliniĉkim ispitivanjima kod pacijenata sa metastatskim melanomom u poreĊenju sa 

dekarbazinom
71

.  
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1.5.2. Ciljana terapija 

Prema konceptu onkogene zavisnosti (engl. oncogene addiction) tumorske ćelije se 

mnogo više oslanjaju na prekomerno aktivirane signalne puteve od normalnih ćelija
26

. 

Osetljivost ćelija kancera na inhibiciju onkogenih puteva predstavlja polaznu osnovu za 

ciljane terapije. Prvi lekovi usmereni na Ras/Raf/MEK/ERK put koji su ušli u kliniĉka 

ispitivanja su inhibitori farnezil transferase (engl. farnesyl transferase inhibitors, FTI), 

dizajnirani da blokiraju esencijalne post-translacione modifikacije Ras proteina
26

. Zbog 

nespecifiĉnosti, FTI tipifarnib nije pokazao efikasnost u II fazi kliniĉkih ispitivanja kod 

pacijenata sa metastatskim melanomom
72

. Pre otkrića BRAF onkogena
33

, preovladavalo 

je mišljenje da je CRAF najvaţniji efektor Ras proteina
73

. Oĉekivano, CRAF inhibitor 

sorafenib
74

 nije pokazao aktivnost u terapiji melanoma
75,76

. Nakon toga poĉinje ubrzani 

kliniĉki razvoj 
V600E

BRAF inhibitora. Vemurafenib
77–80

 je prvi lek odobren 2011. u 

Sjedinjenim Drţavama za terapiju metastatskog melanoma sa BRAF mutacijom
73

. Već 

2013, FDA je odobrila lek dabrafenib
81

, takoĊe inhibitor 
V600E

BRAF i trametinib
82

, prvi 

MEK inhibitor koji se primenjuje u terapiji melanoma sa BRAF mutacijom. MeĊutim, 

uprkos oĉiglednim prednostima terapije BRAF ili MEK inhibitorima, većina pacijenata 

vremenom pokazuje znake progresije bolesti. Do sada su opisani višestruki mehanizmi 

rezistencije na BRAF inhibitore ukljuĉujući razvoj simultanih NRAS ili MEK mutacija, 

amplifikacija ili alternativno splajsovanje mutiranog BRAF gena, povećanje ekspresije 

faktora rasta ili receptora tirozin kinaza, što rezultuje u reaktivaciji puta MAP kinaza
83–

86
(engl. mitogen-activated protein kinases, MAPK). Zatim, BRAF inhibitori posreduju 

jako ĉudan paradoks. Dok u ćelijama sa BRAF mutacijom inhibiraju MAPK put, u 

prisustvu onkogenog RAS, posreduju u formiranju homo/heterodimera RAF izoformi 

koje stimulišu prekomernu aktivaciju ERK signalnog puta. Ovaj efekat je nezavisan od 

inhibicije kinaze u ćelijama sa wild-type BRAF, već je povezan sa konformacionom 

promenom Raf kinaze kao posledica vezivanja inhibitora
87–89

. Razvoj karcinoma 

skvamoznih ćelija i sekundarnih melanoma, predstavlja dugoroĉni efekat terapije 

melanoma BRAF inhibitorima. Paradoksalna aktivacija kompenzatornog MAPK puta 

moţe da probudi već postojeće mutirane ćelije u telu
86

 i moţda prethodi razvoju 

sekundarnih tumora koţe
90–93

. Retki sluĉajevi razvoja nekutanih kancera su zabeleţeni 

kod pacijenata sa metastatskim melanomom nakon terapije vemurafenibom kao rezultat 

skrivenih RAS mutacija
94

. Ukoliko je primarni pokretaĉ sekundarnih tumora aktivacija 
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MAPK puta, praktiĉan pristup u prevenciji ovog efekta je kombinovana terapija MEK 

ili ERK inhibitorima
86

. Alternativni pristup ukljuĉuje novu klasu pan-RAF inhibitora, 

tzv. prekidača paradoksa, koji su selektovani zahvaljujući odsustvu paradoksalne 

aktivacije MAPK puta u ćelijama melanoma sa mutiranim NRAS
95,96

. Na osnovu 

rezultata I/II faze kliniĉkih ispitivanja, kombinacija dabrafeniba i trametiniba
97

, je 

ubrzanim postupkom dobila odobrenje Uprave za hranu i lekove Sjedinjenih Drţava za 

terapiju metastatskog melanoma
 
sa 

V600E
BRAF ili reĊom, 

V600K
BRAF mutacijom. Ovi 

rezultati su ponovljeni u III fazi ispitivanja
98,99

, kada je postignuta stopa odgovora 

67%
100

. I mada kombinovani reţim redukuje incidencu sekundarnih tumora i povećava 

stopu odgovora, rezistencija je neminovna, tako da nedostaju terapeutske opcije za 

pacijente koji razviju rezistenciju na ciljane agense koji su trenutno na trţištu
100

. Ćelije 

melanoma sa BRAF mutacijom su osetljivije na MEK inhibitore od ćelija sa mutiranim 

Ras ili wild-type ćelija
101

, što ukazuje da aktivacija drugih Ras efektora ĉini melanom  

manje zavisnim od MEK signalnog puta ili, da su ćelije sa BRAF mutacijom više zavisne 

od ovog signalnog puta
26

. TakoĊe, zavisnost melanoma od PI3K/Akt signalnog puta 

ukazuje kako bi Raf/MEK inhibitori mogli uspešno da se kombinuju sa PI3K, Akt ili 

mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) inhibitorima
73

. Nedostatak PI3K/Akt 

inhibitora skrenuo je paţnju na brojne mTOR inhibitore
102

. Naţalost, I/II faza kliniĉkih 

studija analoga rapamicina, temsirolimusa, kao pojedinaĉnog agensa ili u kombinaciji sa 

sorafenibom u terapiji metastatskog melanoma završena je neuspešno
103–105

.  Melanomi 

predstavljaju veoma vaskularizovane tumore, koji prekomerno eksprimiraju angiogene 

faktore
102

. U II fazi kliniĉkih ispitivanja, aksitinib, selektivni inhibitor VEGFR (engl. 

vascular endothelial growth factor receptor), postigao je uspeh kao pojedinaĉni agens i 

u kombinaciji sa hemoterapijom kod pacijenata sa metastatskim melanomom
106,107

. 

Vitaksin, αvβ3 antitelo je još jedan kandidat za antiangiogenu terapiju metastatskog 

melanoma
108

. U II fazi kliniĉkih studija, tirozin kinazni inhibitor imatinib, zabeleţio je 

uspeh  kod pacijenata sa metastatskim melanomom koji su nosioci samo odreĊenih KIT 

mutacija
109–111

.  
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1.5.3. Imunoterapija 

Spoznaja da lezije primarnog melanoma mogu da poseduju regione spontane regresije, u 

kombinaciji sa histološkim dokazom da infiltracija T ćelija korelira sa povoljnijom 

prognozom
112

, postavlja imunoterapiju u prvi plan terapeutskih pristupa melanomu. 

Naţalost, nekoliko decenija translacionih istraţivanja u oblasti imunologije kancera nije 

pruţilo znaĉajan pomak u leĉenju metastatskog melanoma
67

. Umesto toga, ovi napori su 

ukazali na razliĉite i sofisticirane puteve uz pomoć kojih ćelije melanoma odolevaju 

imunskoj destrukciji.Uprkos tome, imunomodulatorni agensi su uspeli da izazovu redak 

ali izrazit imunski odgovor. Deo pacijenata sa metastatskom bolešću moţe da se izleĉi 

na ovaj naĉin, što je u suprotnosti sa postojećim iskustvom u hemoterapiji
67

. Uprkos 

ohrabrujućim rezultatima
113,114

, imunoterapija melanoma interferonom-α (IFN-α) ili 

interleukinom-2 (IL-2), oteţana je znaĉajnom toksiĉnošću koja ograniĉava primenjenu 

dozu
115

. Toksiĉnost povezana sa sistemskom IFN-α ili IL-2 terapijom, dovela je do 

modifikacija doze i serije kombinovanih reţima sa hemoterapijom - biohemoterapija
116–

119
. Kako kliniĉka ispitivanja do sada nisu pokazala prednost kombinovanih reţima, 

biohemoterapija metastatskog melanoma još uvek nije zaţivela
67

. Pre dvadeset godina, 

prvi pacijent sa melanomom je uspešno izleĉen vakcinacijom kratkim peptidom, koji je 

zapravo prvi identifikovani tumor-specifiĉni T-ćelijski epitop MAGE (engl. melanoma  

antigen). Od tada, melanom predstavlja model sistem za imunoterapiju kancera
120

. 

Kategorije vakcina u terapiji melanoma obuhvataju: (1) ćelijske vakcine; (2) vakcine 

bazirane na proteinima i peptidima (gp100, tirozinaza, Melan-A/MART-1, MAGE, NY-

ESO-1); (3) vakcine bazirane na dendritskim ćelijama; (4) anti-idiotipske vakcine; (5) 

glikolipidne vakcine i (6) vakcine bazirane na nukleinskim kiselinama
121

. Otkriće 

tumor-specifiĉnih neoantigena, koji indukuju potentan imunski odgovor, ponovo je 

otvorilo mogućnost uspešne terapije melanoma antitumorskim vakcinama
122,123

. Naime, 

pokazano je da CD8 T ćelijski odgovor na tumorske neoantigene, moţe da se osnaţi 

vakcinacijom pacijenata sa melanomom
124

. Najznaĉajniji terapeutski pristup u aktivaciji 

antitumorskog odgovora predstavlja inhibicija imunskih kontrolnih taĉki koje se odnose 

na brojne inhibitorne puteve koji su vaţni za oĉuvanje tolerancije na sopstvene antigene 

i modulaciju trajanja i amplitude fiziološkog imunskog odgovora. CTLA4 antitela (engl. 

cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4), prvi imunoterapeutici ovog tipa odobreni 

u Sjedinjenim Ameriĉkim Drţavama, primarno spreĉavaju aktivnost ko-stimulatornog 
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receptora T ćelija, CD28. Iako su aktivnost, stopa odgovora u II fazi ispitivanja i profili 

toksiĉnosti sliĉni za ipilimumab i tremelimumab, dva humanizovana CTLA4 antitela, 

ipilimumab je bio daleko uspešniji u III fazi kliniĉkih ispitivanja
125

 kod pacijenata sa 

metastatskim melanomom. S obzirom da je ipilimumab prvi lek koji je pokazao benefit,  

iskazan kroz duţe ukupno preţivljavanje, odobren je 2010. za terapiju metastatskog 

melanoma
126

. Mnogo znaĉajniji je efekat ipilimumaba na dugotrajno preţivljavanje; 

18% pacijenata preţivelo je duţe od dve godine
125

. Ovi podaci podrţavaju koncept 

prema kome imunoterapeutici edukuju imunski sistem da drţi tumor pod kontrolom 

nakon završetka terapije
126

. Uspeh terapije ovim lekom delimiĉno je zasenjen niskom 

stopom odgovora (11%) i njegovom toksiĉnošću
125,127

. Pembrolizumab i nivolumab, 

anti-PD-1 monoklonska antitela, odobreni su krajem 2014. u Sjedinjenim Drţavama za 

terapiju metastatskog melanoma
128,129

. Selektivno blokiraju interakciju PD-1 receptora 

(engl. programmed death 1) sa ligandima programirane smrti, PD-L1 i PD-L2, odnosno 

negativni signal koji reguliše aktivaciju i proliferaciju T ćelija. Vrlo karakteristiĉno za 

novu generaciju imunskih inhibitora je visoka stopa odgovora, što prevazilazi generalno 

prihvaćeno gledište prema kome je imunoterapija povezana sa dugoroĉnim odgovorom 

kod malog broja pacijenata, dok ciljane terapije karakteriše visoka stopa odgovora koji 

je ĉesto kratkog daha
128

.                    

Analiza prednosti i mana ciljanih agenasa i imunoterapija ukazuje da oba pristupa imaju 

komplementarne uloge u terapiji kancera, i da kombinacija moţe da deluje sinergistiĉki. 

Ciljane terapije potenciraju antitumorski imunski odgovor indukcijom senescencije 

tumorske ćelije ĉime olakšavaju uklanjanje tumora T ćelijama
130

. Zatim, oslobaĊanje 

velike koliĉine antigenskog debrisa nakon smrti tumorske ćelije moţe da doprinese 

uspehu vakcinacije in situ. U tom smislu, imunoterapija moţe da konsoliduje snaţan 

antitumorski odgovor koji se postiţe ciljanom terapijom u trajnu remisiju u kojoj 

imunski sistem redukuje rizik potencijalno letalnih klonova tumorskih ćelija rezistentnih 

na lek
65

.  
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1.6. Lekovi bazirani na jedinjenjima metala u terapiji kancera 

Metalni joni imaju vaţnu ulogu u biološkim procesima
131

. Jedan od prvih lekova na  

bazi jedinjenja metala bio je salvarsan, organsko jedinjenje arsena koje je razvio Paul 

Ehrlich za terapiju sifilisa
132

. U ovoj studiji je po prvi put hemijskim modifikacijama 

optimizovana biološka aktivnost jedinjenja i pokazano da je moguće boriti se protiv 

infektivnih bolesti kroz sistemsku pretragu lekova koji ubijaju patogene, bez efekta na 

zdrava tkiva - Ehrlichova ideja magičnog metka ili ciljanog leka
131,133

. Iako se salvarsan 

smatra prvim hemoterapeutskim lekom i ĉesto citira kao poĉetak modernog istraţivanja 

i razvoja lekova baziranih na jedinjenjima metala, najznaĉajniji lek u ovoj oblasti je 

cisplatina
131

,  sluĉajno otkrivena 1965. dok su Barnett Rosenberg i Loretta Van Camp 

prouĉavali efekat elektriĉne struje na bakteriju Escherichia coli. Primetili su da cis-

diamindihloridoplatina(II) jedinjenje, koje se produkuje iz platinskih elektroda, inhibira 

ćelijsku deobu
134,135

. FDA je već 1978. odobrila ovaj agens za terapiju kancera testisa i 

ovarijuma, a danas predstavlja deo standardne terapije razliĉitih tipova kancera. I pored 

uspeha, terapeutski efekat cisplatine je povezan sa izrazitom nefrotoksiĉnošću, koja nije 

u potpunosti kasnije prevaziĊena drugom generacijom platinskih lekova, karboplatinom 

i oksaliplatinom
131,136

. Razvoj neklasiĉnih platina(IV) kompleksa kao što je satraplatina, 

ima za cilj prevazilaţenje steĉene ili uroĊene rezistencije na platinske lekove. Prednost 

satraplatine je mogućnost oralne primene, što je pogodnije za pacijente i redukuje 

troškove leĉenja
131

. Pored istraţivanja platinskih lekova, koordinaciona jedinjenja i 

organometalni kompleksi galijuma KP46
137

 i rutenijuma NAMI-A i KP1019
138,139

, već 

su ušli u fazu kliniĉkih ispitivanja. Prednost rutenijumskih kompleksa je antimetastatska 

aktivnost
140,141

. Nov pristup dizajnu antitumorskih lekova baziranih na jedinjenjima 

metala, predstavljaju agensi koji deluju na puteve prekomerno eksprimirane u ćelijama 

kancera
142

. Primeri metalnih kompleksa koji interaguju sa specifiĉnim proteinima ili 

enzimima ukljuĉuju komplekse galijuma (ribonukleotid reduktaza), zlata (glutation 

reduktaza i tioredoksin reduktaza), kalaja (tioredoksin reduktaza)
143,144

, rutenijuma 

(glikogen sintaza kinaza), kobalta (ciklooksigenaza), renijuma i paladijuma (katepsin 

B)
142

. Mogućnost delovanja na redoks balans tumorskih ćelija je takoĊe vrlo efikasna 

strategija
145

. Metalni kompleksi interferiraju sa redoks hemijom ćelija (1) direktno kroz 

metalne ili ligand redoks centre ili (2) indirektno vezivanjem za molekule ukljuĉene u 

redoks puteve. IznenaĊujuće veliki broj lekova baziranih na metalima ima redoks deo u 
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svom mehanizmu delovanja. Pored organometalnih kompleksa rutenijuma, osmijuma i 

iridijuma
145

, ovaj mehanizam delovanja opisan je i za organokalajna(IV) jedinjenja
144

. 

Od 1972,  kada je otkriveno da trifenilkalaj acetat usporava rast tumora kod miševa, 

veliki broj organokalajnih jedinjenja testiran je in vitro i in vivo. Varijacija liganada i 

organskih grupa omogućila je razvoj diorganokalajnih i triorganokalajnih(IV) jedinjenja 

sa snaţnom antitumorskom aktivnošću
146,147

. Na toksiĉnost organokalajnih jedinjenja, 

opšte formule [R4SnX4–n] (n = 1–4), utiĉe broj i priroda organskih grupa (R) vezanih za 

atom kalaja
148

. Maksimalnu biološku aktivnost poseduju triorganokalaji, [R3SnX] (X = 

anjonski ligand). Toksiĉnost je delom posledica inhibicije oksidativne fosforilacije. 

Veruje se da stepen toksiĉnog delovanja kontrolišu interakcije sa aminokiselinama na 

odreĊenim aktivnim mestima. Najverovatnija mesta su N–H i/ili S–H grupe. Anjonski 

ligand, X, uglavnom slabo utiĉe na toksiĉnost derivata kalaja
148

. Tetraorganokalajna 

jedinjenja su prekursori triorganokalaja; nakon metaboliĉke dealkilacije, kada se gubi 

jedna organska grupa, nastaju toksiĉna triorganokalajna jedinjenja. Rastvorljivost ovih 

jedinjenja u vodi se smanjuje povećavanjem broja i duţine organskih grupa, ali takoĊe 

zavisi i od odreĊenog liganda
148

. Visok elektrofilni afinitet kalaja za tiole odgovoran je 

za inhibiciju tioredoksin reduktaze (TrxR)
143,144,146

. Prekomerna ekspresija tioredoksin 

reduktaza/tioredoksin sistema (TrxR/Trx) je povezana sa agresivnim rastom tumora i 

rezistencijom na tradicionalne terapeutske agense, ukljuĉujući cisplatinu. Neutralizacija 

reaktivnih vrsti kiseonika nalazi se u osnovi protektivnog efekta tioredoksina od 

citotoksiĉnosti cisplatine
149–152

. TakoĊe, unutarćelijski redoks status predstavlja vaţan 

aspekt koji utiĉe na delovanje hemoterapeutika inhibitora tioredoksin reduktaze u 

terapiji melanoma, s obzirom na ulogu tioproteina u razvoju melanoma
153,154

. U skladu 

sa tim, farmakološka modulacija ekspresije TrxR/Trx sistema predstavlja racionalnu 

terapeutsku strategiju prevazilaţenja rezistencije ćelija kancera na cisplatinu
149

. Slaba 

rastvorljivost organokalajnih jedinjenja, delimiĉno se rešava dodavanjem hidrofilnih 

grupa. Dok je hidroliza neophodna za aktivnost organokalajnih jedinjenja, lipofilnost 

organskih grupa kontroliše njihovu toksiĉnost. Formulacija i karakterizacija rastvora 

hidrofobnih lekova koji zavise od hidrolize, predstavlja poseban problem u razvoju 

lekova baziranih na jedinjenjima metala u terapiji kancera
155

.    
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1.7. Strategije dizajna lekova baziranih na jedinjenjima metala  

Mnogi lekovi bazirani na jedinjenjima metala koji su trenutno na trţištu otkriveni su 

sluĉajno. Na bazi prve generacije sluĉajnih pogodaka, sledeće generacije lekova nastale 

su paţljivom analizom i delimiĉnim pretpostavkama mehanizma delovanja. Danas, 

oblast medicinske neorganske hemije teţi ka racionalnijem procesu dizajna lekova
131

. 

Racionalni pristup dizajnu lekova baziranih na metalima se, u principu, ne razlikuje od 

dizajna lekova baziranih na malim organskim molekulima ili biološkim molekulima
131

. 

Prvi korak je identifikacija specifiĉne molekulske mete povezane sa etiologijom bolesti 

zahvaljujući disciplinama kao što su genomika i proteomika. Nakon toga, uspostavljaju 

se sistemi za pretragu potencijalnih lekova testiranjem biblioteka jedinjenja (engl. high-

throughput screening)
131

. Kako je proces pronalaţenja leka generalno jako skup, vaţno 

je da se što ranije prepoznaju problematiĉni kandidati. Najkritiĉnija taĉka u tom pogledu 

odnosi se na termodinamiĉku i kinetiĉku stabilnost leka in vivo
131,156

. Farmakokinetiĉke 

osobine potencijalnih lekova definisane ADME konceptom - absorpcija, distribucija, 

metabolizam i ekskrecija - snaţno su povezane sa fiziĉkohemijskim osobinama kao što 

su rastvorljivost, lipofilnost i stabilnost
131

. Isporuka lekova baziranih na jedinjenjima 

metala do ciljnog tkiva, predstavlja najveći izazov u hemoterapiji kancera. Jedna od 

strategija podrazumeva dizajn pro-lekova
142

. Uopšteno, metalni kompleksi mogu biti 

pro-lekovi koji se transformišu supstitucijom liganda i redoks procesima pre nego što 

doĊu do ciljnog mesta
145

. Pro-lekovi su derivati lekova koji se transformišu in vivo u 

aktivne vrste, sa boljim fiziĉkohemijskim i farmakokinetiĉkim osobinama
142

. Za mnoge 

komplekse, izazov je kontrola aktivacije supstitucijom (izmena liganda) i/ili redoks 

procesima kako bi se pokrenuo biološki odgovor u ciljnom tkivu
145

. Pored dizajna pro-

lekova, proteklih godina akcenat je na dizajnu novih sistema za isporuku lekova, meĊu 

kojima nanoĉestice imaju posebnu prednost za ciljanu isporuku lekova baziranih na 

metalima do tumorskih ćelija
142

.  
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1.8. Nanotehnologija i dizajn novih sistema za isporuku lekova  

Oblast gde kvantna mehanika ima ulogu u razumevanju ponašanja materijala poĉinje od 

nanoskale. Manipulisanje materijalima ispod skale gde poĉinju da se preklapaju kvantno 

i klasiĉno ponašanje smatra se nanonaukom
157

. Najznaĉajniji kriterijum ogromnog 

interesa za nanonauku leţi u ĉinjenici da mnogi materijali u nano opsegu imaju razliĉite 

optiĉke, elektriĉne i fiziĉkohemijske osobine u poreĊenju sa istim materijalima klasiĉnih 

dimenzija. Lekovi pod oznakom nanotehnologije nemaju uvek kvantno ponašanje, ali 

interaguju sa biološkim komponentama na jedinstven naĉin
157

. Nanomedicina, ogranak 

nanotehnologije, obuhvata širok spektar strategija u zdravstvenoj zaštiti, ukljuĉujući 

nanodijagnostiku, nanoterapeutike i nanomaterijale za farmaceutsku primenu
157

. 

Nanoĉestice koje se koriste u farmaceutske svrhe se prema Enciklopediji farmaceutske 

tehnologije definišu kao ĉvrste koloidne ĉestice u rasponu veliĉine od 1 do 1000 nm
158

; 

1−1000 nm pravilo se zasniva na prefiksu nano koji oznaĉava jedan milijarditi deo 

metra
157

. Koriste se kao nosaĉi lekova, u kojima je aktivni princip rastvoren, zarobljen 

ili inkapsuliran, ili za koji je aktivni princip adsorbovan ili vezan
158

. MeĊu razliĉitim 

novim sistemima za isporuku lekova, nanoĉestice su u ovom trenutku u fokusu kao 

nosaĉi novih jedinjenja i lekova na trţištu. Većinu ĉine sistemi za pasivnu isporuku i 

klasifikovani su kao prva generacija nanoterapeutika. Ipak, i dalje se lome koplja da li je 

isporuka bolja opcija u poreĊenju sa otkrivanjem novih lekova, u pogledu vremena, 

novca i terapeutske efikasnosti
157

.Ciljana isporuka lekova je od posebnog znaĉaja u 

terapiji kancera, jer su hemoterapije uglavnom izuzetno toksiĉne zbog nespecifiĉnog 

preuzimanja leka u zdravim ćelijama
159

. Pasivna akumulacija leka putem nanoĉestica, 

rezultat je propustljive vaskulature i smanjene limfne funkcije u tumoru, tzv. EPR 

efekta (engl. enhanced permeability and retention effect)
160

. EPR efekat je otkriven 

tokom istraţivanja leka neokarzinostatina konjugovanog za poli(stiren-ko-maleinsku) 

kiselinu (SMANCS), namenjenog za terapiju kancera
161

. Ovaj fenomen je predstavljao 

novi koncept u hemoterapiji kancera, prema kome je veliĉina makromolekularnog 

terapeutika odgovorna za akumulaciju leka u tumorskom tkivu. Dugogodišnji koncept 

magičnog metka napravio je iskorak uvoĊenjem pasivne ciljane isporuke, smanjenjem 

toksiĉnosti i povećanjem odgovora na lek u terapiji kancera
157

. Aktivna ciljana isporuka 

leka postiţe se funkcionalizacijom nanoĉestica specifiĉnim ligandima (folna kiselina, 

transferin, manoza, monoklonska antitela, aptameri) koji se vezuju za prekomerno 
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eksprimirane receptore na tumorskim ćelijama
162

. Primarna uloga liganda je da pospeši 

preuzimanje leka u tumorskim ćelijama, odnosno redukuje akumulaciju u normalnom 

tkivu
159

. Mnogi lekovi ostaju na nivou prekliniĉkih ispitivanja zbog neodgovarajućih 

fiziĉkohemijskih osobina, nestabilnosti ili neţeljenih efekata. Ĉak i ako se prevaziĊu ovi 

nedostaci, nije garantovana kliniĉka primena velikog broja jedinjenja zbog faktora koji 

utiĉu na farmakokinetiĉke osobine leka
157

. U tom kontekstu, nosaĉ se primenjuje u 

sluĉaju fiziĉkohemijske ili metaboliĉke nestabilnosti leka, slabe rastvorljivosti u vodi, 

toksiĉnosti, nedovoljne koncentracije u ciljnom tkivu, velikog volumena distribucije i 

brzog klirensa
157,163

. Mononuklearni fagocitni sistem je glavni mehanizam uklanjanja 

nanoĉestica u cirkulaciji
157

. Hidrofilno oblaganje ĉestica, površinskom modifikacijom 

polietilen glikolom (PEG), spreĉava ili odlaţe adheziju opsonina na ĉesticama. Time se 

izbegava prepoznavanje fagocitnim sistemom, odnosno produţava vreme u cirkulaciji. 

Sterna stabilizacija, koju kreira PEG na površini nanoĉestica, minimizira nespecifiĉne 

interakcije, ĉime se spreĉava agregacija ĉestica i gubitak na neţeljenim mestima
157,164

. 

Nanotehnologije u terapiji kancera obuhvataju injektabilne nanovektore za isporuku 

lekova, kontrasne agense za prikaz magnetnom rezonancijom 
165

 i nove metode bazirane 

na nanoĉesticama za specifiĉnu detekciju DNK i proteina
166

. Lipozomi predstavljaju 

arhetipsku, najjednostavniju forma nanovektora. Doksorubicin inkapsuliran u PEG-

lipozome (Doxil®) odobren je pre dvadeset godina za terapiju Kapošijevog sarkoma, a 

danas se primenjuje u terapiji kancera dojki i refraktornog kancera ovarijuma
167

. U 

kliniĉkim studijama je već pokazano da lipozomske forme cisplatine (Lipoplatin®) i 

oksaliplatine (Lipoxal®) znaĉajno redukuju toksiĉni efekat ovog leka
131

. Konjugati 

polimer-lek, vrlo ĉesto se smatraju novim hemijskim entitetima zahvaljujući razliĉitom 

farmakokinetiĉkom profilu u odnosu na slobodni lek
162

. Lekovi bazirani na metalima 

vezani za polimerne nanoĉestice trenutno u kliniĉkim ispitivanjima za terapiju kancera 

ukljuĉuju konjugat N-(2-hidroksipropil)metakrilamid polimera i diaminocikloheksan 

platina kompleksa (ProLindac®) i cisplatinu inkapsuliranu u PEG-PGlu micele koje se 

sastoje od PEG i poli(γ-benzil-L-glutamata) (Nanoplatin®)
162,164,168

. Jedini lek baziran 

na metalima dizajniran za aktivnu isporuku u kliniĉkim ispitivanjima je oksaliplatina 

inkapsulirana u lipozom za koji je vezan humani transferin kao specifiĉni ligand (MBP-

426)
164

. Silika predstavlja zanimljivog kandidata za nanovektora. Porozna silika je 

biodegradabilna, sa kinetikom oslobaĊanja leka koja je znaĉajno brţa u poreĊenju sa 



21 
 

biodegradabilnim polimerima
167

. Mezoporozne nanoĉestice silike (engl. mesoporous 

silica nanoparticles, MSN), kao što su silika MCM-41 (engl. Mobil Composition of 

Matter No. 41) i SBA-15 (engl. Santa Barbara Amorphous-15), su ĉvrsti materijali 

razliĉitog oblika i jedinstvene porozne strukture nalik saćama koje sadrţe stotine kanala 

- mezopora
169,170

. Uopšteno, mezoporozni materijali su izvedeni od supramolekulskih 

oblika surfaktanata, koji formiraju templat za neorgansku komponentu tokom sinteze
171

. 

Kada se surfaktant ukloni, najĉešće pirolizom ili odgovarajućim rastvaraĉem, matriks 

mezoporozne silike je potencijalni nosaĉ za lekove sa jedinstvenim karakteristikama, 

kao što su velika kontaktna površina i zapremina pora, što takoĊe podrazumeva visok 

potencijal za adsorpiju lekova. UreĊena mreţa pora homogene veliĉine dozvoljava finu 

kontrolu vezivanja leka i kinetike oslobaĊanja
172

. Zatim, preuzimanje terapeutika putem 

nanonosaĉa omogućava alternativni put difuzije lekova u ćeliju, ĉime se zaobilazi 

aktivnost MDR transportera (engl. multiple-drug resistance), koji su delom odgovorni 

za rezistenciju na hemoterapiju
162,173

. Visok kapacitet za adsorpciju znaĉajno povećava 

koncentraciju leka u ćeliji, ĉak i kada je preuzimanje nanoĉestica limitirano, zbog ĉega 

su MSN višestruko uspešniji od lipozoma u terapiji rezistentnih kancera
174

. Zbog 

brojnih mogućnosti za dodatnu funkcionalizaciju, prednost ovih sistema je isporuka 

terapeutskih agenasa sa komplementarnim ili sinergistiĉkim efektom
175,176

. Primenjuju 

se za isporuku hidrofobnih lekova
177

 i  kontrolisano, pametno, oslobaĊanje leka, putem 

mehanizama koji koriste promene redoks stanja ili pH prilikom prelaska ĉestice iz 

vanćelijskog prostora u ćeliju
159

. Zbog brojnih silanol grupa, mezoporozne strukture i 

relativno jednostavne sol-gel sintetske metode, silika predstavlja matriks za integrisanje 

drugih nanoĉestica (nanokompoziti), kako bi se povećala stabilnost i biokompatibilnost 

nanoĉestica
178

. Multifunkcionalni nanokompoziti bazirani na mezoporoznim ĉesticama 

silike mogu da integrišu više agenasa u jednu silika nanoĉesticu za simultanu terapiju i 

dijagnozu (engl. targeted theranostics), zbog ĉega se smatraju magičnim metkom, jer bi 

jedna doza omogućila efikasnu, netoksiĉnu i minimalno invazivnu terapiju
170,179

. Na 

putu ka tome, FDA je odobrila kliniĉka ispitivanja ekstremno malih nanoĉestica silike 

(engl. Cornell dots) za ciljanu dijagnostiku metastatskog melanoma
180

. 
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1.9. Sinteza i fizičkohemijska karakterizacija [Ph3Sn(CH2)6OH] uskladištenog u 

SBA-15 mezoporozni materijal  

KaluĊerović i saradnici su već pokazali da skladištenje citotoksiĉnih derivata titanocena 

u mezoporozne nanomaterijale povećava njihovu aktivnost u tumorskim ćelijama 
181

. 

Kako je pokazano da trifenilkalaj(IV) jedinjenja poseduju veću aktivnost u poreĊenju sa 

derivatima titanocena i cisplatinom
181–183

, kao i zbog veće citotoksiĉnosti jedinjenja 

titanijuma skladištenih u SBA-15 siliku u poreĊenju sa nosaĉem MCM-41
181

, u ovoj 

studiji je ispitivan terapeutski potencijal organokalajnog(IV) jedinjenja 6-[trifenilstanil]-

1-heksanola, [Ph3Sn(CH2)6OH], nanešenog na nanostrukturni materijal SBA-15 (Slika 

6).    

 

Slika 6 | Organokalajno(IV) jedinjenje 6-[trifenilstanil]-1-heksanol. Iz Bulatović et al. 2014. Angew. 

Chem. Int. Ed. Engl. 53:5982-7. 

SBA-15 je sintetisan sol-gel metodom, dok su SBA-15p ĉestice funkcionalizovane 

kovalentnim vezivanjem 3-hloropropiltrietoksisilana (CPTS) za SBA-15
184

. Morfološka 

analiza na nivou skenirajuće (SEM) i transmisione elektronske mikroskopije(TEM)
184

, 

nije pokazala znaĉajniju razliku izmeĊu SBA-15 i SBA-15p ĉestica, što ukazuje da 

funkcionalizacija nije uticala na morfologiju materijala. SBA-15pSn ĉestice su dobijene 

skladištenjem [Ph3Sn(CH2)6OH] u SBA-15p
184

. Kao što je oĉekivano, veliĉina pora 

SBA-15pSn (4.80 nm) je manja od veliĉine pora SBA-15p (4.88 nm) i SBA-15 (4.97 

nm). Mala koliĉina [Ph3Sn(CH2)6OH] se nalazi na spoljašnjoj površini materijala. SEM 

i TEM mikrografije SBA-15pSn prikazuju uniformnu morfologiju nanostrukturnih 

štapića i uniformnu veliĉinu pora heksagonalnog oblika. Distribucija veliĉine SBA-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24828572
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24828572
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15pSn ĉestica odreĊena je na nivou SEM
184

, nakon ĉega je izraĉunata proseĉna veliĉina 

ĉestice 720×460 nm (Slika 7).  

 

Slika 7 | SBA-15 čestice na nivou (a-c) SEM i (d-f) TEM. a i d | SBA-15, b i e | SBA-15p, c i f | SBA-

15pSn. Iz Bulatović et al. 2014. Angew. Chem. Int. Ed. Engl.53:5982-7. 

U skladu sa svim navedenim, bilo je interesantno da se ispita antitumorski potencijal 

novosintetisanog jedinjenja baziranog na kalaju u slobodnoj formi i nanešenog na SBA-

15 mezoporozni materijal u model sistemu mišjeg melanoma in vitro i in vivo. Prednost 

singenog in vivo modela je u tome što ukljuĉuje i uticaj ćelija imunskog sistema, koji je 

deficijentan u ksenograft modelima. U svetlu ĉinjenice da je heterogenost melanoma 

velika, kao i da bi se eliminisala specifiĉnost vrste, efikasnost eksperimentalnih agenasa 

će biti ispitivana i na visoko invazivnoj humanoj ćelijskoj liniji A375.  

  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24828572


 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. CILJEVI  
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Organokalajna jedinjenja su već dugi niz godina u fokusu istraţivanja lekova baziranih 

na jedinjenjima metala, zahvaljujući visokom antitumorskom potencijalu in vitro i in 

vivo. Sa druge strane, slaba rastvorljivost u vodi ograniĉava kliniĉku primenu ove grupe 

metalnih jedinjenja. Dizajn biokompatibilnih nanoĉestica silike za dijagnozu i terapiju 

predstavlja najperspektivniju oblast nanomedicine. Nanoĉestice silike sa jedinstvenom 

mezoporoznom strukturom imaju prednost u odnosu na tradicionalne nanosisteme za 

ciljanu isporuku razliĉitih terapeutskih agenasa, posebno u terapiji kancera. Prednost 

MSN nanovektora je, izmeĊu ostalog, isporuka hidrofobnih lekova, što ih ĉini idealnim 

nosaĉem za ovaj tip metalnih jedinjenja.     

Na osnovu svega navedenog postavljeni su sledeći ciljevi: 

1. Ispitivanje antitumorskog delovanja [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn, na ćelijskim 

linijama melanoma B16 poreklom od miša i A375 poreklom od ĉoveka in vitro.  

2. OdreĊivanje mehanizama preuzimanja SBA-15pSn na A375 ćelijskoj liniji humanog 

melanoma. 

3. Analiza molekulskih mehanizama koji se nalaze u osnovi antitumorskog delovanja 

[Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn, u modelu mišjeg i humanog melanoma in vitro.  

4. Ispitivanje terapeutskog potencijala [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn, u modelu 

mišjeg melanoma in vivo.  

 



 
 

                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIJAL  I  METODE
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3.1. Reagensi i rastvori 

Medijum za gajenje ćelija RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute medium), 

goveĊi fetalni serum (engl. fetal bovine serum, FBS) (PAA Laboratories, Pašing, 

Austrija); jugocilin, streptomicin-sulfat, nistatin (Galenika, Beograd, Srbija); tripsin, 

etilendiamintetrasirćetna kiselina (EDTA), RNAza, propidijum jodid (PI), dimetil 

sulfoksid (DMSO), ditiotreitol (DTT), fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), Triton X-100, 

Tween-20, aprotinin, bromfenol plavo, glutaraldehid (GA), osmijum tetraoksid (OsO4), 

3,4-dihidroksi- L-fenilalanin (L-dopa), 5(6)-karboksifluorescein diacetat N-sukcinimidil 

estar (CFSE), 3-metiladenin (3-MA), natrijum azid (NaN3) (Sigma-Aldrich, Sent Luis, 

SAD); dinatrijum hidrogenfosfat dihidrat (Na2HPO4 × 2 H2O) (Merck, Darmštat, 

Nemaĉka); natrijum karbonat (Na2CO3) (Carlo Erba, Milano, Italija); kalijum natrijum 

tartarat (Alkaloid, Skoplje, Makedonija); natrijum dihidrogenfosfat dihidrat(NaH2PO4 × 

2 H2O) (Analytika, Prag, Ĉeska); natrijum hlorid (NaCl) (ICN, Aurora, SAD); glicerol, 

natrijum hidroksid (NaOH), kalijum dihidrogenfosfat (KH2PO4), kalijum hlorid (KCl) 

(LachNer, Neratovice, Ĉeška); bakar sulfat pentahidrat (CuSO4 × 5 H2O), kalcijum 

hlorid (CaCl2), sirćetna kiselina, metanol, etanol, ksilol (Zorka, Šabac, Srbija); tripan 

plavo, goveĊi albumin iz seruma (engl. bovine serum albumine, BSA), Tris, Araldit 

epoksidna smola (Fluka, Selze, Nemaĉka); kristal violet, Folin-Ciocalteu reagens (Mol, 

Beograd, Srbija); akridin oranţ (Labo-Moderna, Pariz, Francuska); blotto nemasno 

mleko u prahu (engl. blotto non-fat dry milk) (ChemCruz Biochemicals, Santa Kruz, 

SAD); 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluorescein diacetat (DAF-FM diacetat), 

fluorescein di-β-D-galaktopiranozid (FDG), dihidrorodamin 123 (DHR) (Molecular 

Probes, Judţin, SAD); HEPES (Flow Laboratories, Irvin, Velika Britanija); 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid (MTT), amonijum persulfat (APS), 

natrijum dodecil sulfat (SDS), β-merkaptoetanol, saharoza (AppliChem, Darmštat, 

Nemaĉka); N,N,N’,N’-tetrametiletilen-1,2-diamin (TEMED), paraformaldehid (PFA), 

glicin, akrilamid/bisakrilamid rastvor 29:1 (Serva, Hajdelberg, Nemaĉka); ECL reagens 

za detekciju (GE Healthcare, Bakinghemšir, Velika Britanija); Majerov hematoksilin 

(BioOptica, Milano, Italija); Eozin Y (Molar Chemicals, Budimpešta, MaĊarska); 

glicergel (Dako, Glostrup, Danska); ApoStat (R&D Systems, Mineapolis, SAD); 

aneksin V-FITC (engl. fluorescein isothiocyanate) (BD Pharmingen, San Dijego, SAD). 
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Korišćena su sledeća antitela: anti p-Akt, anti Akt, anti p-p70S6K, anti p70S6K, anti p-

ERK1/2, anti ERK1/2, anti p-p38, anti p38, anti p-SAPK/JNK, anti SAPK/JNK (Cell 

Signaling Tehnology, Denvers, MA, SAD); anti β-katenin, anti Notch 1, anti Okt-3/4 

(Santa Cruz Biotechnology, Dalas, TX, SAD); anti β-aktin (Abcam, Kembridţ, Velika 

Britanija); anti CD271-FITC (Miltenyi Biotec, Bergiš Gladbah, Nemaĉka); anti kunić 

IgG-HRP (engl. horseradish peroxidase) (GE Healthcare, Bakinghemšir, Velika 

Britanija). 

Ćelijske linije melanoma su gajene u RPMI 1640 medijumu sa HEPES (20 mM), L-

glutaminom (2mM), 10% FBS, antibioticima jugocilin (100 IJ/mL) i streptomicin-sulfat 

(0.25 mg/mL) i antimikotikom nistatin (100 IJ/mL). Pre dodavanja u medijum, FBS je 

inkubiran 30 minuta na 56 ºC, kako bi se inaktivirale komponente komplementa. Za 

ispiranje ćelija korišćen je PBS pufer (engl. phosphate buffered saline) pH 7.4 sledećeg 

sastava: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4 × 2 H2O i 1.76 mM KH2PO4. 

Za bojenje ćelija aneksin V-FITC korišćen je pufer za vezivanje aneksina (10 mM 

HEPES pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2). Za merenje koncentracije proteina 

metodom po Loriju pravljeni su sledeći rastvori: 2% Na2CO3 u 0.1 M NaOH, 1% 

CuSO4 × 5 H2O i 2% K-Na-tartarat u destilovanoj vodi (dH2O), mešani u razmeri 

98:1:1. Za imunoblot analizu pravljeni su sledeći rastvori: 5 × PBS bez kalijuma (400 

mM Na2HPO4 × 2 H2O, 500 mM NaCl, 100 mM NaH2PO4 × 2 H2O u dH2O); rastvor za 

liziranje ćelija (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol i 50 mM DTT u 

dH2O) koji je neposredno pre upotrebe suplementiran inhibitorima proteaza (10 µg/mL 

aprotinin, 2 mM EDTA i 1 mM PMSF); standardni pufer za nalivanje na gel za 

elektroforezu, 4 × Laemmli pufer (1 M Tris-HCl pH 6.8, 20% SDS, 20% glicerol, 0.2 M 

β-merkaptoetanol, 0.004% bromfenol plavo); 5 × pufer za elektroforezu (125 mM Tris, 

0.5% SDS, 1.25 M glicin u dH2O); pufer za transfer na membranu (25 mM Tris, 192 

mM glicin, 10% metanol, 0.1% SDS u dH2O); za pranje membrana korišćen je rastvor 

0.1% Tween 20-PBS (PBSTw); nespecifiĉno vezivanje antitela blokirano je 5% BSA ili 

mlekom u prahu u 0.1% PBSTw; rastvori antitela odgovarajućeg razblaţenja pravljeni 

su u 0.1% PBSTw sa 1% BSA ili 3% mleka u prahu. Rastvor [Ph3Sn(CH2)6OH] u 

DMSO ĉuvan je na -20 ºC, u koncentraciji 20 mM. Rastvori SBA-15p (1mg/mL), SBA-

15pSn (1mg/mL) i cisplatine (10 mM) pravljeni su u medijumu za gajenje neposredno 

pre upotrebe.       
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3.2. Kulture ćelija 

3.2.1. B16 linija mišjeg melanoma  

B16 ćelijska linija je izvedena pre više od 60 godina iz hemijski indukovanog tumora u 

C57BL/6 miševima. Zbog izraţene pigmentacije, mnogi istraţivaĉi preferiraju ovu 

liniju kao model za melanom. Glavni nedostatak B16 linije mišjeg melanoma je što 

profili adhezije, faktori rasta, invazija, antiapoptotski mehanizmi, sposobnost ćelija da 

nadvlada imunski sistem i druga obeleţja ćelija kancera ne reflektuju humanu bolest
185

. 

Analiza genetiĉkih promena u B16F0 ćelijskoj liniji spontanog mišjeg melanoma, koja 

ima slab metastatski potencijal, pokazala je da ne postoje mutacije u Braf i Ras genu, 

zatim eksprimiraju PTEN i p53, što ukazuje da inaktivacija ovih tumor supresora nije 

ukljuĉena u razvoj mišjeg melanoma. Sa druge strane, B16 ćelije ne eksprimiraju 

p16
Ink4a

 i p19
Arf

 tumor supresore, kao posledica delecija u CdkN2A lokusu
186

. B16 linija 

mišjeg melanoma korišćena u ovoj studiji, potiĉe iz Ameriĉke kolekcije kultura sojeva 

(engl. American Type Culture Collection, ATCC) (Manasas, VA, SAD), i dobijena je na 

poklon od dr Siniše Radulovića (Institut za onkologiju i radiologiju, Beograd, Srbija).  

3.2.2. A375 linija humanog melanoma 

Amelanotiĉna A375 ćelijska linija potiĉe od pacijenta sa malignim melanomom
187

. Ovu 

liniju saĉinjava heterogena populacija ćelija redukovanog metastatskog potencijala, sa 

subpopulacijom visoko metastatskih ćelija
188

. Indukovanjem relativno malog broja 

plućnih metastaza iz roditeljske A375 linije (A375P), moguće je selektovati visoko 

metastatske A375M ćelije (M1, M2 i SM)
189

. 
V600E

BRAF
 
stimuliše konstitutivnu ERK 

aktivaciju u A375 ćelijskoj liniji
190

. A375 linija humanog melanoma potiĉe iz ATCC, i 

poklon je profesora Ferdinanda Nicolletija (Univerzitet u Katanji, Sicilija, Italija). 

3.2.3. Gajenje ćelija u kulturi 

Ćelije su gajene u sterilnim plastiĉnim flašicama - falkonima (Sarstedt, Nimbreht, 

Nemaĉka) u inkubatoru u vlaţnoj atmosferi sa 5% CO2, na temperaturi od 37 °C. Za 

evaluaciju vijabiliteta, u sterilne plastiĉne ploĉe sa 96 bunarića ravnog dna (Sarstedt, 

Nimbreht, Nemaĉka) saĊeno je 5 x 10
3
 ćelija u 100 L medijuma za gajenje. Za analizu 
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na nivou svetlosne mikroskopije, ćelije su ravnomerno saĊene na sterilnim staklenim 

mikroskopskim ploĉicama sa 8 komorica (Nalge Nunc International, Roĉester, NY, 

SAD) u gustini od 1.5 x 10
4
 ćelija/bunariću u 200 L medijuma za gajenje. U svim 

ostalim eksperimentima, u sterilne plastiĉne ploĉe sa 6 bunarića ravnog dna (Sarstedt, 

Nimbreht, Nemaĉka) saĊeno je 1.5 x 10
5
 ćelija u 1 mL medijuma za gajenje. Kulture su 

inkubirane preko noći, nakon ĉega su dodavani rastvori jedinjenja do finalne zapremine 

od 200 L za ploĉe sa 96 bunarića, 400 L za mikroskopske ploĉice, odnosno 2 mL za 

ploĉe sa 6 bunarića i kultivisane kako je naznaĉeno u eksperimentima.  

3.3. Eksperimentalne životinje 

U ovoj studiji korišćeni su miševi ţenskog pola soja C57BL/6 starosti 6-8 nedelja. 

Miševi su dobijeni iz uzgajališta Instituta za biološka istraţivanja „Siniša Stanković” 

Univerziteta u Beogradu. Eksperimentalne ţivotinje su ĉuvane pod standardnim 

uslovima sa neograniĉenim pristupom vodi i hrani. Svi in vivo eksperimenti odobreni su 

od strane Etiĉkog komiteta Instituta za biološka istraţivanja „Siniša Stanković”, 

Univerziteta u Beogradu, rešenje broj 1-02/14.  

3.4. Metode 

3.4.1. Tripsinizacija ćelija 

Na osnovu vizuelne procene da su kulture adherentnih ćelijskih linija melanoma B16 i 

A375 dostigle 70% konfluentnosti, postupkom tripsinizacije odlepljivane su sa podloge. 

Medijum za gajenje je uklanjan, a ćelije su ispirane u PBS. Za odlepljivanje ćelija 

korišćen je 0.25% tripsin - 0.02% EDTA rastvor u PBS. Tripsinizacija je zaustavljana 

dodavanjem sveţeg medijuma za gajenje. Suspenzija ćelija je centrifugirana 3 minuta na 

2000 rpm. Ćelijski talog je resuspendovan u medijumu za gajenje, nakon ĉega je 

odreĊivan broj vijabilnih ćelija.  

3.4.2. Tripan plavo test 

Za odreĊivanje broja vijabilnih ćelija u suspenziji korišćen je 0.1% rastvor boje tripan 

plavo u PBS. Tripan plavo test se zasniva na principu da ţive ćelije poseduju membranu 
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oĉuvanog integriteta koja ne propušta boje, tako da selektivno boji plavo mrtve ćelije
191

. 

Suspenzija ćelija mešana je sa rastvorom boje u odnosu 1:1. Ćelije su brojane pod Leica 

DM IL svetlosnim mikroskopom (Leica Microsystems, Veclar, Nemaĉka) u komori po 

Türker-Bürku sa ugraviranim poljima. Broj ćelija po mL suspenzije raĉunat je po 

obrascu: broj ćelija/broj polja/faktor razblaţenja × 10
6
. Na osnovu izraĉunatog broja, 

razblaţivanjem suspenzije podešavana je gustina ćelija za dalji ekperimentalni rad.   

3.4.3. Testovi vijabiliteta  

3.4.3.1. MTT test  

MTT test je kolorimetrijski test koji se zasniva na redukciji tetrazolijumove soli (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) u formazan, narastvorljivi derivat 

ljubiĉaste boje
192

. NAD(P)H-zavisna redukcija ove boje reflektuje broj vijabilnih ćelija. 

Ćelije su inkubirane u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili SBA-15p tokom 72 h, 

nakon ĉega je supernatant odlivan, a kulturama je dodavano 50 μL rastvora MTT boje u 

medijumu za gajenje (0.5 mg/mL). Ćelije su potom inkubirane 30 minuta, nakon ĉega 

su kristali formazana rastvarani u 50 μL DMSO. Intenzitet boje odreĊivan je merenjem 

apsorbancije svetlosti na 540 nm u automatskom ĉitaĉu za mikrotitarske ploĉe (LKB, 

Beĉ, Austrija). Rezultati vijabiliteta prikazivani su kao procenat vrednosti apsorbancije 

kontrolne kulture gajene u medijumu. IC50 (engl. half maximal inhibitory concentration) 

vrednost jedinjenja, definisana je kao koncentracija koja dovodi do 50% inhibicije rasta 

in vitro. MC50 vrednost, oznaĉava masenu koncentraciju jedinjenja izraţenu u µg/mL, 

koja dovodi do 50% inhibicije vijabiliteta in vitro.  

3.4.3.2. Kristal violet test  

Kristal violet test je kolorimetrijski test koji se zasniva na vezivanju bazne boje kristal 

violet za negativno naelektrisane polisaharide, proteine i nukleinske kiseline. Koliĉina 

boje koja se veţe proporcionalna je broju ćelija na osnovu ĉega se procenjuje vijabilitet 

u kulturi
193

. Ćelije su inkubirane u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn, SBA-15p ili 

3-metiladenina (3-MA) tokom 72 h, nakon ĉega je supernatant odlivan, a ćelije fiksirane 

za podlogu 4% paraformaldehidom i bojene 1% rastvorom kristal violeta u PBS. Višak 

boje je uklanjan ispiranjem bunarića tekućom vodom, a vezana boja je rastvarana u 50 
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μL 33% sirćetne kiseline. Apsorbancija svetlosti merena je na 540 nm u automatskom 

ĉitaĉu za mikrotitarske ploĉe. Rezultati vijabiliteta su prikazivani kao procenat vrednosti 

apsorbancije kontrolne kulture gajene u medijumu.    

3.4.4. Protočna citofluorimetrija 

Protoĉna citometrija i ćelijsko sortiranje aktivirano fluorescencijom (engl. Fluorescence 

Activated Cell Sorting, FACS) predstavljaju brzu i pouzdanu metodu za karakterizaciju 

i izolaciju odreĊenih ćelijskih subpopulacija baziranu na fluorescentnom obeleţavanju. 

Pojedinaĉnim ćelijama, obeleţenim konvencionalnim imunofluorescentnim tehnikama, 

analizira se fluorescencija i intenzitet svetlosti rasejane pod malim uglom, prilikom 

prolaska kroz laserski snop. Ova dva parametra karakterišu ćelijsku populaciju, tako da 

je klasifikacija ćelija objektivnija u poreĊenju sa fluorescentnom mikroskopijom
194

.   

Za analizu obeleţenih uzoraka korišćeni su FACSCalibur (Becton Dickinson, Frenklin 

Lejks, NJ, SAD) ili CyFlow Space (Partec, Minster, Nemaĉka) protoĉni citofluorimetri. 

Intenzitet fluorescencije analiziran je u softverskom programu CellQuestPro, odnosno 

FloMax. Ekscitacioni i emisioni maksimumi fluorescentnih boja prikazani su u Tabeli 1. 

Tabela 1| Fluorescentne boje korišćene u eksperimentalnom radu 
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3.4.4.1. Analiza ćelijskog ciklusa 

Za analizu distribucije ćelija u razliĉitim fazama ćelijskog ciklusa, B16 i A375 ćelije su 

tretirane IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn. Nakon 72 h, supernatanti su 

sakupljani u epruvete i kasnije spajani sa odgovarajućom suspenzijom ćelija sakupljenih 

tripsinizacijom. Suspenzije ćelija su ispirane dva puta u hladnom PBS i centrifugirane 3 

minuta na 2000 rpm. Ćelije su potom fiksirane u 70% etanol-PBS preko noći na 4 °C. 

Fiksiranjem se permeabilizuje ćelijska membrana, ĉime je omogućeno unutarćelijsko 

bojenje. Fiksirane ćelije su dva puta ispirane u PBS, i inkubirane u rastvoru propidijum 

jodida (PI) (20 µg/mL) i RNaze (0.1 mg/mL) u PBS, 45 minuta na 37 °C u mraku. PI 

interkalira ravnomerno u dvostruki heliks DNK, što oznaĉava da je koliĉina vezane boje 

proporcionalna koliĉini DNK. Dvolanĉana RNK, koju PI takoĊe obeleţava, uklanja se 

dodavanjem RNaze. Razvrstavanje ćelija po fazama ćelijskog ciklusa
195

, analizirano je u 

CellQuestPro ili FloMax softverskom programu.    

3.4.4.2. Analiza stope ćelijskih deoba 

Proliferacija ćelija odreĊivana je obeleţavanjem ćelija CFSE fluoroforom. CFSE nastaje 

nakon hidrolize acetil grupa karboksifluorescein diacetat sukcinimidil estra, koji vrlo 

lako difunduje kroz ćelijsku membranu. Posredstvom sukcinimidil grupa kovalentno se 

vezuje za amine, prvenstveno lizinske ostatke, ĉime se obeleţavaju proteini citoplazme. 

Nakon deobe, ćerke ćelije nasleĊuju istu koliĉinu boje, tako da intenzitet fluorescencije 

po ćeliji postaje dvostruko slabiji
196,197

.  

Odmah nakon tripsinizacije, ćelije (5 x 10
6
/mL) su resuspendovane u 1 mL 0.1% FBS-

PBS i inkubirane sa 1 μM CFSE bojom 10 minuta na 37 C. Boja koja nije difundovala 

kroz ćelijsku membranu i vezala se za proteine citoplazme uklanjana je ispiranjem ćelija 

u PBS. Ćelije su inkubirane sa IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn tokom 

96 h, sakupljane tripsinizacijom i ispirane u PBS. Zelena fluorescencija analizirana je u 

FloMax programu. 
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3.4.4.3. Detekcija ćelija u apoptozi 

U ranim fazama apoptoze, fosfatidil serin koji je normalno smešten u citoplazmatiĉnom 

sloju ćelijske membrane, premešta se u spoljašnji sloj. Premeštanje fosfatidil serina 

omogućava detekciju fluorescentno obeleţenim rekombinantnim aneksinom V (aneksin 

V-FITC), proteinom koji se vezuje za fosfolipide i ima snaţan afinitet prema fosfatidil 

serinu
198

. Kontrastnim bojenjem PI, moguće je razlikovati ćelije u ranoj apoptozi od 

kasno apoptotskih/nekrotskih ćelija
195

. 

Ćelije su inkubirane sa IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn tokom 72 h. 

Po završetku tretmana, supernatanti su sakupljani i kasnije spajani sa suspenzijom ćelija 

sakupljenih tripsinizacijom. Ćelije su ispirane u PBS i resuspendovane u 100 μL pufera 

za vezivanje aneksina kome je dodavano 1.5 μL aneksin V-FITC i 1.5 μL PI (1 mg/mL). 

Ćelije su inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku, a bojenje je prekidano 

dodavanjem 200 μL pufera za vezivanje aneksina. Intenzitet fluorescencije je analiziran 

u CellQuestPro ili FloMax softverskom programu.    

3.4.4.4. Detekcija aktivnosti kaspaza 

Za detekciju aktiviranih formi kaspaza korišćen je fluorescentno obeleţen pan-kaspazni 

inhibitor Z-VAD-fmk (ApoStat). Ćelije su inkubirane 72 h u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH 

ili SBA-15pSn. Supernatanti su spajani sa odgovarajućom suspenzijom ćelija koje su 

sakupljene tripsinizacijom. Ćelije su potom ispirane u PBS, centrifugirane 3 minuta na 

2000 rpm i resuspendovane u 100 µL 5% FBS-PBS kome je dodavan 1 µL ApoStat. 

Uzorci su inkubirani 30 minuta na 37 
o
C, ćelije su ispirane i resuspendovane u 300 µL 

PBS. Fluorescencija je analizirana u CellQuestPro ili FloMax softverskom programu.   

3.4.4.5. Detekcija autofagije  

Autofagija je odgovorna za odrţavanje ćelijske homeostaze kontinuiranim prometom 

proteina i organela u lizozomima. Citosolne komponente se pre degradacije autofagijom 

u lizozomima najpre odvajaju u vezikule sa dvostrukom membranom - autofagozome. 

Farmakološka inhibicija ovog procesa postiţe se tretmanom 3-MA,  inhibitorom PI3K, 

koja je esencijalna za inicijaciju autofagije
199–201

. Akridin oranţ (AO) je boja koja se sa 
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visokim afinitetom vezuje za kisele vezikule u citoplazmi. U zavisnosti od zapremine i 

kiselosti autofagozoma, emituje svetlost u crvenom delu spektra. Ukoliko se veţe za 

DNK, akridin oranţ emituje zelenu svetlost.  

Ćelije su inkubirane sa IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn tokom 72 h, 

nakon ĉega su kulture ispirane u PBS, a ćelije sakupljane tripsinizacijom i bojene AO (1 

μg/mL) 15 minuta na sobnoj temperaturi. Ispiranjem ćelija u PBS uklanjan je višak 

boje. Zelena i crvena fluorescencija, oĉitavane na FL1 odnosno FL3 kanalu, analizirane 

su u CellQuestPro ili FloMax softverskom programu.   

3.4.4.6. Detekcija unutarćelijske produkcije azot oksida 

Za kvantifikaciju azot oksida (NO) u ćelijama, korišćen je indikator DAF-FM diacetat. 

Zahvaljujući acetil grupama, DAF-FM diacetat lako difunduje kroz ćelijsku membranu i 

transformiše se u rastvorljivi DAF-FM aktivošću esteraza u citoplazmi, gde reaguje sa 

NO
 
kada nastaje fluorescentni derivat triazola

202
.   

Ćelije su inkubirane sa IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn 72 h, ispirane  

2 puta u PBS i inkubirane 1 h na 37 
o
C u 5 μM rastvoru DAF-FM diacetata u medijumu 

za gajenje bez fenol crvene boje. Ćelije su potom ispirane u PBS i inkubirane dodatnih 

15 minuta na 37 
o
C u medijumu bez fenol crvene boje i bez seruma, kako bi se završila 

reakcija deesterifikacije. Oĉitane vrednosti zelene fluorescencije analizirane su u Partec 

FloMax programu.   

3.4.4.7. Detekcija produkcije reaktivnih vrsti kiseonika i azota 

Dihidrorodamin 123 (DHR), indikator produkcije reaktivnih kiseoniĉnih i azotnih vrsti, 

pasivno difunduje kroz ćelijsku membranu i oksiduje se u fluorescentnu boju rodamin 

123 (R123)
203

.  

Ćelijske kulture su inkubirane 20 minuta na 37 °C u 4 µM rastvoru DHR u medijumu za 

gajenje, koji je finalno razblaţivan do1 µM rastvora dodavanjem Ph3Sn(CH2)6OH ili 

SBA-15pSn. Nakon 72 h, ćelije su sakupljane tripsinizacijom i ispirane dva puta u PBS. 

Intenzitet zelene fluorescencije analiziran je u Partec FloMax programu. 
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3.4.4.8. Detekcija aktivnosti β-galaktozidaze 

Aktivnost beta-galaktozidaze povezane sa senescencijom (engl. senescence-associated 

beta-galactosidase (SA-β-gal) activity), omogućava identifikaciju senescentnih ćelija u 

kulturi. Aktivnost SA-β-gal rezultat je povećane ekspresije klasiĉnog lizozomalnog 

enzima. Lizozomalna β-D-galaktozidaza je hidrolaza koja iseca terminalnu β-galaktozu 

gangliozida i drugih glikokonjugata
204,205

. Fluorescein di-β-D-galaktopiranozid (FDG) je 

fluorogeni supstrat β-galaktozidaze. Hidroliza galaktozil ostatka prevodi FDG najpre u 

fluorescein monogalaktozid (FMG), a zatim u fluorescein koji nakon ekscitacije emituje 

zelenu fluorescenciju.    

Ćelije su inkubirane sa IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn 96 h, nakon 

ĉega su kulture ispirane u PBS, a ćelije sakupljane tripsinizacijom. Ćelijska suspenzija u 

medijumu za gajenje je mešana sa istom zapreminom 2mM rastvora FDG u sterilnoj 

dejonizovanoj vodi i inkubirana 1 minut na 37 
o
C. Hipotoniĉni rastvor permeabilizuje 

ćelije, što olakšava ulazak FDG. Nakon inkubacije, suspenzija je razblaţivana 10 puta u 

ledeno hladnom medijumu za gajenje. Pre merenja uzorci su drţani na 4 
o
C tokom 30 

minuta, kako bi se smanjio izlazak fluoresceina iz ćelija. Dobijeni podaci su analizirani 

u FloMax programu.    

3.4.4.9. Detekcija ekspresije membranskog CD271 receptora 

CD271 (engl. Low-Affinity Nerve Growth Factor Receptor, LNGFR), eksprimiraju stem 

ćelije nervne kreste (engl. neural crest stem cells, NCSCs).TakoĊe, impliciran je i kao 

marker ranih stadijuma razvića Švanovih ćelija
206,207

.  

Kultura A375ćelija je inkubirana u prisustvu IC50/MC50 doze Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-

15pSn tokom 72 h. Ćelije su ispirane u PBS i odlepljivane sa podloge primenom jakog 

mlaza hladnog 1 mM rastvora EDTA u PBS. Suspenzija ćelija je još jednom ispirana, 

nakon ĉega su ćelije ostavljane 1 h na sobnoj temperaturi u medijumu za gajenje kako bi 

se rekonstituisala membrana. Ćelije su ispirane u 0.5% BSA-PBS, a zatim inkubirane 10 

minuta na 4 
o
C u mraku sa FITC-obeleţenim humanim monoklonskim CD271 antitelom 

produkovanim u mišu u 2 mM EDTA - 0.5% BSA-PBS pH 7.2 (razblaţenje 1:11). 

Ćelije su potom dva puta ispirane u istom puferu, centifugirane 10 minuta na 1000 rmp i 
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resuspendovane u istom puferu za analizu na protoĉnom citofluorimetru. Kao negativna 

kontrola korišćene su neobojene ćelije inkubirane u puferu bez antitela. Dobijeni podaci 

su analizirani u Partec FloMax programu.  

3.4.5. Imunoblot  

Tretman ćelijskih linija melanoma IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn 

prekidan je u razliĉitim vremenskim intervalima ispiranjem ćelija u ledeno hladnom 

PBS i dodavanjem hladnog rastvora za liziranje. Lizati su kuvani 5 minuta na 100 °C i 

centrigugirani 20 minuta na 14000 rpm  i 4 °C. Supernatanti su prenošeni u nove male 

konusne epruvete i ĉuvani na -20 °C. Koncentracija proteina odreĊivana je metodom po 

Loriju
208

. Po 20 µL uzoraka razblaţenih 10 puta u dH2O mešano je sa 300 µL rastvora 

2% Na2CO3 u 0.1 M NaOH, 1% CuSO4 × 5 H2O i 2% K-Na-tartarat u dH2O, mešanih u 

razmeri 98:1:1. Nakon 15 minuta na sobnoj temperaturi, uzorcima je dodavano 60 µL 

Folin-Ciocalteu reagensa razblaţenog 5 puta u dH2O. Narednih 30 minuta, uzorci su 

inkubirani na sobnoj temperaturi do razvijanja plave boje. Intenzitet boje odreĊivan je 

merenjem apsorbancije na 670 nm u automatskom ĉitaĉu za mikrotitarske ploĉe (LKB, 

Beĉ, Austrija). Koncentracija proteina odreĊivana je na osnovu standardne krive 

rastvora BSA u dH2O (0.1-1 mg/mL). Uzorci koji sadrţe 30 µg proteina mešani su u 

odnosu 3:1 sa standardnim puferom za nalivanje na gel za elektroforezu
209

 i razdvajani 

elektroforezom na SDS-poliakrilamidnom gelu (8% ili12%), nakon ĉega je usledio 

transfer proteina na Immobilon-P PVDF membranu (EMD Millipore, Bilerika, MA, 

SAD) u polusuvom Fastblot B43 sistemu za transfer (Biometra, Getingen, Nemaĉka), 

primenom 5 mA/cm
2 

gela. Nespecifiĉno vezivanje antitela blokirano je 1 h na sobnoj 

temperaturi 5% BSA ili 5% mlekom u prahu u PBSTw, nakon ĉega su membrane 

inkubirane u toku noći na 4 °C sa antitelima specifiĉnim za p-Akt(Ser473), Akt, p-

p70S6K(Thr421/Ser424), p-p70S6K(Thr389), p70S6K, p-ERK1/2(Thr202/Tyr204), 

ERK1/2, p-p38(Thr180/Tyr182), p38, p-SAPK/JNK(Thr183/Tyr185), SAPK/JNK ili β-

aktin rastvorenim u 1% BSA - PBSTw (razblaţenje 1:500); β-katenin, Notch 1 ili Okt-

3/4 rastvorenim u 3% mleko - PBSTw (razblaţenje 1:250). Membrane su inkubirane 1 h 

na sobnoj temperaturi sa sekundarnim antitelom konjugovanim peroksidazom rena, 

specifiĉnim za IgG kunića. Vezana antitela su detektovana ECL reagensom za western 

blot detekciju. Proteinske trake kvantifikovane su denzitometrijski u programu Scion 
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Image (Scion Corporation, Frederik, MD, SAD) i preraĉunate su u odnosu na koliĉinu 

ukupnih proteina ili β-aktina, a rezultati su prikazani grafiĉki.  

3.4.6. Detekcija markera diferencijacije 

Aktivnost tirozinaze odreĊivana je spektrofotometrijskim testom koji meri formiranje 

obojenog produkta (dopahrom) iz L-dopa supstrata
5
. Tretman B16 ćelija IC50/MC50 

dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn, prekidan je u razliĉitim vremenskim taĉkama 

ispiranjem kultura u PBS. Nakon što je u svim uzorcima izjednaĉen broj ćelija (1 × 10
6
), 

lizirane su u 100 µL PBS pH 6.8 sa 1% Triton X-100 i centrifugirane na 10 000 rpm 5 

minuta. Iz svakog uzorka,  40 µL lizata mešano je sa 100 µL rastvora L-dopa supstrata u 

fosfatnom puferu (2 mg/mL). Uzorci su inkubirani 15 minuta na 37 °C, a intenzitet 

braon boje odreĊivan je merenjem apsorbancije na 450 nm u automatskom ĉitaĉu za 

mikrotitarske ploĉe. Za odreĊivanje koliĉine melanina
210

, B16 ćelije su inkubirane sa 

IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn u razliĉitim vremenskim intervalima, 

nakon ĉega su ispirane u PBS i sakupljane tripsinizacijom. Suspenzije ćelija (1 × 10
6
) su 

ispirane dva puta i lizirane u 100 µL 1M NaOH. Uzorci su mešani sa 400 µL dH2O i 

inkubirani 1h na 60 °C. Apsorbancija svetlosti merena je na 492 nm u automatskom 

ĉitaĉu za mikrotitarske ploĉe.     

3.4.7. Svetlosna mikroskopija 

Tretman B16 ćelija melanoma IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili SBA-

15p prekidan je u razliĉitim vremenskim taĉkama odlivanjem supernatanta i fiksiranjem 

ćelija za podlogu 4% paraformaldehidom, 10 minuta na sobnoj temperaturi. Fiksirane 

ćelije su dva puta ispirane u PBS i bojene Majerovim hematoksilinom 30 sekundi. Pre 

analize na svetlosnom mikroskopu, ćelije su ispirane destilovanom, a potom tekućom 

vodom do razvijanja plave boje. Preparati su montirani glicergelom, nakon ĉega su  

posmatrani na Zeiss Axiovert mikroskopu (Zeiss, Jena, Nemaĉka) i fotografisani pri 

uveliĉanju objektiva od 100×.    

Za analizu morfologije A375 ćelija, kulture razliĉitih gustina tretirane su IC50/MC50 

dozom Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili cisplatine. Nakon 72 h, ćelije su ispirane u PBS 

i fiksirane 4% paraformaldehidom, 10 minuta na sobnoj temperaturi. Fiksirane ćelije su 
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dva puta ispirane i bojene hematoksilinom i eozinom (H&E). Preparati su na kraju 

dehidratisani ispiranjem kroz seriju alkohola rastuće koncentracije (70%, 95%, i 100%), 

i tretirani ksilolom za ekstrakciju alkohola. Preparati su montirani u glicergel, a ćelije su 

posmatrane na Leica svetlosnom mikroskopu  (Leica Microsystems, Veclar, Nemaĉka) i 

fotografisane pri uveliĉanju objektiva od 40×.    

3.4.8. Transmisiona elektronska mikroskopija 

Tretman B16 ćelija Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili SBA-15p, prekidan je u razliĉitim 

vremenskim taĉkama ispiranjem kultura u PBS. Suspenzije ćelija su dva puta ispirane u 

PBS, centrifugirane 3 minuta na 2000 rpm i fiksirane u 2.5% rastvoru glutaraldehida u 

0.1 M fosfatnom puferu pH 7.2, tokom 2 h na sobnoj temperaturi. Ćelije su potom dva 

puta ispirane u fosfatnom puferu i postfiksirane u 1% rastvoru osmijum tetraoksida 

(OsO4) u istom puferu. Uzorci su dehidratisani serijom etanola rastuće koncentracije i 

kalupljeni u epoksidnoj Araldit smoli (Fluka, Selze, Nemaĉka) na 50 ˚C, tokom 72 ĉasa. 

Za ultrastrukturnu analizu na nivou TEM, aralditski kalupi su istrimovani i iseĉeni 

dijamantskim noţem (Diatome, Nidau, Švajcarska) na tanke preseke debljine 70 nm na 

UC6 ultramikrotomu (Leica Microsystems, Veclar, Nemaĉka). Preseci su montirani na 

bakarne mreţice i posmatrani na CM12 TEM (Philips/FEI, Amsterdam, Holandija), a 

mikrografije su snimane MegaView III digitalnom kamerom (Olympus, Tokio, Japan).  

3.4.9. Preuzimanje nanočestica 

Endocitoza je osnovni proces koji ćelije koriste za internalizaciju razliĉitih molekula
211

. 

Uloga endocitoze u mehanizmu preuzimanja SBA-15pSn nanoĉestica,  ispitivana je u 

eksperimentima sa inhibitorima energetski-zavisnih procesa
212

.  A375 ćelije melanoma 

su inkubirane sa SBA-15pSn (20 µg/mL) u razliĉitim uslovima: (1) na 37 ˚C (kontrola), 

(2) na 4 ˚C, i (3) nakon pretretmana NaN3 (10mM) 30 minuta na 37 ˚C. Natrijum azid je 

inhibitor ATPaza; inkubacija ćelija na 4 ˚C takoĊe inhibira endocitozu. A375 ćelije su 

potom inkubirane sa SBA-15pSn u uslovima koji inhibiraju klatrin-zavisne puteve ili 

kaveolarni put endocitoze. U ovim eksperimentima, ćelije su inkubirane 30 minuta na 

37 ˚C u medijumu za gajenje koji je suplementiran saharozom (0.45M), hipertoniĉni 

tretman koji onemogućava formiranje klatrinskih vezikula
213

, ili nistatinom (20 µg/mL), 

agensom koji vezuje holesterol, vaţnu komponentu kaveola neophodnu za odrţavanje 
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strukturnog integriteta ovog vezikularnog kompleksa
214

. Potom je usledila inkubacija sa 

SBA-15pSn (20 µg/mL), nakon ĉega su u razliĉitim vremenskim taĉkama, suspenzije 

ćelija ispirane u PBS i pripremane za analizu na nivou TEM.  

3.4.10. Indukcija melanoma i tretman životinja  

B16 ćelije (2.5 ×10
5
) su ubrizgavane subkutano u desni dorzalni lumbosakralni region 

singenih C57BL/6 miševa. Terapija je zapoĉeta 10 dana nakon indukcije kada su tumori 

postali palpabilni. Ţivotinje su nasumiĉno rasporeĊivane u grupe od 5 jedinki. Analiza 

uraĊena nakon raspodele ţivotinja pokazala je da nije bilo statistiĉki znaĉajnih razlika u 

veliĉini tumora na poĉetku tretmana izmeĊu razliĉitih grupa. Kontrolnoj grupi ţivotinja 

intraperitonealno je ubrizgavan rastvaraĉ ispitivanih agenasa (1% DMSO-PBS). Ostalim 

grupama je 3 nedeljno intraperitonealno davan rastvor Ph3Sn(CH2)6OH u 1% DMSO-

PBS, SBA-15pSn ili SBA-15p u PBS (9 mg/kg). Kao pozitivna kontrola, jednoj grupi je 

3 puta nedeljno davan  lek cisplatina rastvaran u PBS (6 mg/kg). Rast tumora je praćen 

svakodnevno. Ţivotinje su ţrtvovane 28. dana, a rast tumora je kvantifikovan merenjem 

veliĉine pojedinaĉnih tumora svakog miša u tri dimenzije. Antitumorska aktivnost je 

izraţavana kroz merenje volumena tumora (mm
3
) raĉunatog po formuli: [a x b

2
 x 0.52], 

gde je a najduţi, a b najkraći izmereni dijametar. 

3.4.11. Određivanje parametara toksičnosti u urinu semikvantitativnom metodom 

Biohemijski i hematološki parametri urina (proteini, eritrociti/hemoglobin, leukociti, 

glukoza, nitriti, ketoni, pH, specifiĉna gustina, bilirubin i urobilinogen), odreĊivani su u 

uzorcima prikupljanim 27. dana od indukcije tumora semikvantitativnim Multistix 10 

SG test trakama za analizu urina (Bayer Diagnostics, Nemaĉka). Na trake je nakapavan 

urin i poreĊenjem sa standardnim vrednostima, procenjivani su navedeni parametri.  
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3.5. Statistička obrada podataka 

Rezultati in vitro eksperimenata su prikazivani kao srednja vrednost + standardna 

devijacija (SD) tri nezavisno izvedena eksperimenta. Za analizu statistiĉke znaĉajnosti 

korišćen je Studentov t test . U in vivo eksperimentu, statistiĉka znaĉajnost je definisana 

Mann-Whitney U testom. Vrednost p < 0.05 smatrana je statistiĉki znaĉajnom. Rezultati 

su analizirani u softverskom programu Statistica (StatSoft, Oklahoma, SAD). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. REZULTATI
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4.1. [Ph3Sn(CH2)6OH] inhibira rast ćelija melanoma in vitro; adsorpcija na SBA-15 

višestruko povećava citotoksični efekat jedinjenja 

Za ispitivanje in vitro aktivnosti, B16 i A375 ćelije melanoma gajene su u prisustvu 

Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili SBA-15p tokom 72 h. Vijabilitet ćelija odreĊivan je 

MTT i kristal violet testom. Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn izazvali su dozno-zavisno 

smanjenje vijabiliteta ćelija, dok SBA-15p nije imao efekat na rast kultura (Slike 8,9).  

 

Slika 8 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn inhibiraju rast B16 ćelija in vitro. Procenat vijabilnih B16 

ćelija 72 h nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili SBA-15p odreĊen A | MTT i B | kristal violet 

testom. Prikazane su srednje vrednosti + SD tri nezavisno izvedena eksperimenta; *p< 0.05 u poreĊenju 

sa kontrolnim uzorcima. 

 

 



41 
 

 

Slika 9 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn inhibiraju rast A375 ćelija in vitro. Procenat vijabilnih A375 

ćelija 72 h nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili SBA-15p odreĊen A | MTT i B | kristal violet 

testom. Prikazane su srednje vrednosti + SD tri nezavisno izvedena eksperimenta; *p< 0.05 u poreĊenju 

sa kontrolnim uzorcima. 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

IC50/MC50 vrednosti jedinjenja su prikazane u Tabeli 2. Vrednosti za Ph3Sn(CH2)6OH 

izraĉunate iz MTT testa su dvostruko niţe od vrednosti dobijenih iz kristal violet testa. 

Ova razlika je posledica smanjenja ćelijske respiracije u odgovoru na toksiĉni stimulus, 

što se ne ogleda u realnom smanjenju vijabiliteta u niţim dozama jedinjenja. Nasuprot 

tome, efekat SBA-15pSn na respiraciju, jasan je odraz smanjenog broja vijabilnih ćelija. 

Koncentracija Ph3Sn(CH2)6OH u MC50 dozi SBA-15pSn (3.85% Sn) je pribliţno 60× 

manja od IC50 doze jedinjenja u slobodnoj formi za B16 ćelije, odnosno 7× za A375 

ćelije. U ovoj koncentraciji Ph3Sn(CH2)6OH ne utiĉe na vijabilitet tumorskih ćelija.      

Tabela 2 | IC50/MC50 vrednosti
 
jedinjenja izraĉunate iz MTT i kristal violet testa 

 

Na osnovu dobijenih rezultata, moţe se zakljuĉiti da je adsorpcija Ph3Sn(CH2)6OH na 

SBA-15 mezoporozni materijal višestruko povećala citotoksiĉnost organokalajnog(IV) 

jedinjenja. Efikasnost SBA-15pSn premašuje aktivnost brojnih jedinjenja koja u svom 

aktivnom centru sadraţe metale, poput Pt
195

 ili Ti
181,215–217

, bilo da poseduju specifiĉne 

ligande ili su uskladišteni u SBA-15 mezoporoznu siliku.  

4.2. SBA-15pSn snažnije inhibira rast B16 ćelija melanoma in vivo u poređenju sa 

jedinjenjem u slobodnoj formi    

U prethodnom eksperimentu je utvrĊeno da testirana jedinjenja smanjuju vijabilitet B16 

ćelija in vitro. Kako bi se ustanovilo da li je efikasnost eksperimentalnih terapeutika 

postojana i u sistemu in vivo, B16 ćelije su inokulisane u singeni soj C57BL/6 miševa, 

a tretman je otpoĉeo kada su tumori postali palpabilni. Dizajn in vivo eksperimenta 

omogućio je ispitivanje terapeutskog efekta testiranih jedinjenja. Kada su u kontrolnoj 

grupi razvile maksimalno dozvoljeni volumen tumora, ţivotinje su ţrtvovane. Rast 

tumora u grupi ţivotinja koje su tretirane SBA-15 bio je sliĉan kontrolnoj grupi. Kod 

miševa koji su tretirani Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn izmereni volumen tumora bio je 
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manji, ali je statistiĉka znaĉajnost u odnosu na kontrolnu grupu ustanovljena samo u 

grupi ţivotinja koje su tretirane SBA-15pSn. U grupi koja je tretirana konvencionalnim  

hemoterapeutikom cisplatinom, ţivotinje su razvile tumor maksimalnog volumena ili su 

umrle usled intoksikacije (Slika 10).     

 

 

Slika 10 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn inhibiraju rast B16 ćelija in vivo. Volumeni tumora mereni 

28. dana od inokulacije B16 ćelija u singeni soj C57BL/6 miševa. Intraperitonealna administracija 

Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn, SBA-15 ili ciplatine zapoĉeta je 10 dana nakon indukcije, kada su tumori 

postali palpabilni (5 ţivotinja po grupi, *p< 0.05 u poreĊenju sa kontrolnom grupom ţivotinja).   

Da bi se utvrdilo da li testirana jedinjenja poseduju toksiĉna svojstva, a imajući u vidu 

postojeće podatke u literaturi o hepatotoksiĉnosti i nefrotoksiĉnosti cisplatine, uraĊena 

je semikvantitativna analiza biohemijskih i hematoloških parametara u urinu ţivotinja 

(Tabela 3). Analiza uraĊena 27. dana od indukcije tumora je potvrdila toksiĉni efekat 

cisplatine. Kod ţivotinja tretiranih Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn vrednosti ispitivanih 

parametara nisu odstupale od referentnih, dok je kod miševa kojima je davana cisplatina 

detektovan visok nivo proteina, zatim prisustvo eritrocita, leukocita i bilirubina u urinu. 

U celini, rezultati pokazuju da Ph3Sn(CH2)6OH u slobodnoj formi ili nanešen na SBA-

15 nije toksiĉan za eksperimentalne ţivotinje.     
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Tabela 3 | Biohemijski i hematološki parametri urina C57BL/6 miševa nakon tretmana SBA-15p, 

Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili cisplatinom 

 

U skladu sa in vitro rezultatima, u eksperimentu in vivo je potvrĊeno da je adsorpcija 

Ph3Sn(CH2)6OH na SBA-15 mezoporozni materijal povećala terapeutsku efikasnost 

organokalajnog(IV) jedinjenja. Rezultati prvog dela studije nedvosmisleno ukazuju da 

osmišljeni dizajn eksperimentalnog leka znaĉajno povećava antitumorsko delovanje 

metalnog agensa bez promene opštih parametara toksiĉnosti.    

4.3. Preuzimanje SBA-15pSn od strane ćelija melanoma odvija se pasivnim putem 

ili zahteva aktivaciju citoskeleta i formiranje filopodija  

Nakon što je pokazano da skladištenje Ph3Sn(CH2)6OH u mezoporozni materijal SBA-

15, osnaţuje antitumorski potencijal organokalajnog(IV) jedinjenja, sledeći korak bio je 

da se utvrdi da li ćelije melanoma preuzimaju SBA-15pSn ili deluje sa nivoa membrane. 

B16 ćelije su gajene u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili SBA-15p u razliĉitim 

vremenskim intervalima i analizirane na nivou elektronske mikroskopije. Već nakon 4 h 

inkubacije, u citoplazmi ćelija uoĉene su ĉestice SBA-15pSn. Mikroskopska analiza je 

pokazala normalnu morfologiju B16 ćelija; prisustvo SBA-15pSn nije prouzrokovalo 

vidljivo oštećenje organela (Slika 11). Iako su ĉestice SBA-15pSn relativno krupne i 

nalaze se u blizini mitohondrija, nije zabeleţen negativan efekat na ćelijsku respiraciju. 

Mitohondrijska aktivnost je ostala na istom nivou, što je odreĊeno MTT testom.   
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Slika 11 | SBA-15pSn ispoljava antitumorsko delovanje unutar B16 ćelija. Reprezentativne TEM 

mikrografije B16 ćelija melanoma nakon tretmana IC50/MC50 dozom SBA-15p, Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-

15pSn u naznaĉenim vremenskim intervalima. Uvećanje: ×4400, orig.  

Kada je pokazano da SBA-15pSn ostvaruje antitumorsko delovanje unutar B16 ćelija, 

sledeći cilj bio je utvrĊivanje mehanizma preuzimanja i unutarćelijske distribucije SBA-

15pSn u humanim A375 ćelijama melanoma. Za ultrastrukturnu rezoluciju preuzimanja 

ĉestica, A375 ćelije su analizirane elektronskom mikroskopijom nakon tretmana SBA-

15pSn i inhibitorima endocitotskih puteva u razliĉitim vremenskim intervalima. Na 

osnovu prikaza TEM mikrografija, preuzimanje SBA-15pSn u A375 ćelije odvijalo se 

kako u prisustvu inhibitora energetski-zavisnih procesa, tako i u prisustvu inhibitora 

kaveolarnog i klatrinom-posredovanog puta endocitoze (Slika 12). Zatim, primećena je 

izmenjena morfologija A375 ćelija nakon tretmana SBA-15pSn. Promene se uoĉavaju i 

na nivou ćelijske membrane i nukleusa (Slika 13).       
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Slika 12 | Preuzimanje SBA-15pSn u A375 ćelije odvija se i u prisustvu inhibitora energetski-

zavisnih procesa, kaveolarnog i klatrinom-posredovanog puta. Reprezentativne TEM mikrografije 

A375 ćelija nakon tretmana SBA-15pSn (20 µg/mL) u razliĉitim uslovima: na 37 ˚C (kontrola), na 4 ˚C, i 

nakon 30 minuta pretretmana NaN3 (10mM), saharozom (0.45M) i nistatinom (20 µg/mL) na 37 ˚C. 

Uvećanje: ×4400, orig; inset na NaN3 (□) ×5600, orig.  
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Slika 13 | Preuzimanje SBA-15pSn menja morfologiju i ultrastrukturu A375 ćelija. Reprezentativne 

mikrografije svetlosne i elektronske mikroskopije A375 ćelija nakon tretmana SBA-15pSn (20 µg/mL) u 

naznaĉenim vremenskim intervalima i razliĉitim uslovima: na 37 ˚C (kontrola), na 4 ˚C, i nakon 30 

minuta pretretmana inhibitorima NaN3 (10mM), saharozom (0.45M) i nistatinom (20 µg/mL) na 37 ˚C. 

Uvećanje: svetlosna mikroskopija, semi-fine: ×100, orig; elektronska mikroskopija: ×3000, orig.  

Endocitoza u kontrolnoj grupi, ćelijama gajenim na 37 ºC, odigravala se podjednako 

putem kaveola i klatrinom-posredovanim putem (Slika 14). Tretman nistatinom doveo 

je do smanjenja broja kaveola ali i klatrinskih vezikula, što ukazuje da je u ovom tipu 

ćelija prisustvo holesterola u ćelijskoj membrani neophodno i za odigravanje klatrinom-

posredovane endocitoze (Slika 15). 

 

Slika 14 | Endocitoza u A375 ćelijama odigrava se kaveolarnim i klatrinom-posredovanim putem. 

Reprezentativna TEM mikrografija A375 ćelije 2 h nakon tretmana SBA-15pSn (20 µg/mL) na 37 ˚C i 

endocitotski uvrati na membrani ćelija (inseti) 30 minuta nakon tretmana SBA-15pSn na 37 ˚C pri većem 

uvećanju. Uoĉava se formiranje kaveolinskih (□ i inset levo) i klatrinskih vezikula (→ i inset desno). 

Uvećanje: ×13000, orig.     
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Slika 15 | Nistatin smanjuje broj kaveola i klatrinskih vezikula u A375 ćelijama. Reprezentativna 

TEM mikrografija A375 ćelije nakon kotretmana SBA-15pSn (20 µg/mL) i nistatinom (20 µg/mL) tokom 

2 h na 37 ˚C. Retke i pojedinaĉno prisutne kaveole (□) pokazuju odsustvo dinamina i dezorganizaciju. 

Uvećanje: ×15000, orig.  

U prvih 15 minuta, SBA-15pSn adherira na površinu A375 ćelija indukujući savijanje 

membrane ĉiji stepen zavisi od veliĉine SBA-15pSn, duţine tretmana i vrste inhibitora. 

Iako je zabeleţeno da A375 ćelije preuzimaju mezoporozne nanoĉestice silike pasivnim 

putem
218

,  produţavanjem vremena inkubacije na 2 h zapaţeno je unošenje SBA-15pSn 

putem dva mehanizma, pasivnim fluidno-faznim preuzimanjem i makropinocitozom. 

Preuzimanje ĉestica makropinocitozom aktivnim zahvatanjem kako samostalnih SBA-

15pSn, tako i apoptotskih tela i detritusa poreklom od ćelija koje su internalizovale 

SBA-15pSn, podrazumeva prisustvo filopodija. Tretman saharozom naroĉito favorizuje 

makropinocitozno i fagocitarno ponašanje ćelija melanoma. Uneti SBA-15pSn beži iz 

endozoma i zapaţa se slobodno prisutan u citoplazmi i nukleoplazmi, kao i uz 

mitohondrije (Slika 16).  

U celini, eksperiment sa inhibitorima pokazao je da preuzimanje SBA-15pSn u A375 

ćelije ne zahteva energiju ni dinaminom-posredovane puteve endocitoze. Inhibicija 

posredno smanjuje koliĉinu unetih mezoporoznih ĉestica u odnosu na kontrolu, ali je ne 

spreĉava. Ulogu u tome ima veliĉina, oblik i vrsta površine koja stupa u interakciju sa 

membranom ćelija i tako doprinosi specifiĉnosti preuzimanja, a samim tim i delovanja.    
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Slika 16 | A375 ćelije preuzimaju SBA-15pSn pasivnim putem i makropinocitozom. Reprezentativne 

TEM mikrografije A375 ćelija nakon tretmana SBA-15pSn (20 µg/mL) u razliĉitim uslovima: na 37 ˚C 

(kontrola), na 4 ˚C, i nakon 30 minuta pretretmana inhibitorima NaN3 (10mM), saharozom (0.45M) i 

nistatinom (20 µg/mL) na 37 ˚C. Na nivou svetlosne mikroskopije prikazana je fagocitoza A375 ćelije od 

strane susedne ćelije. SBA-15pSn (→) adherira na ćelijsku membranu A375 ćelija (□) i biva zahvaćen 

filopodijama (    ). Uvećanje: ×4400, orig; inseti: ×5600, orig; inset semi-fine: ×100, orig.  
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4.4. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn indukuju apoptozu ćelija melanoma zavisnu 

od aktivacije kaspaza  

Prethodni rezultati su pokazali da Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn inhibiraju rast ćelija 

melanoma in vitro i in vivo. U sledećem eksperimentu, ispitivan je je fenomen u osnovi 

smanjenog vijabiliteta ćelija melanoma. Prvi korak u utvrĊivanju mehanizma delovanja 

eksperimentalnog leka je analiza distribucije ćelija po fazama ćelijskog ciklusa, koja 

moţe da nagovesti da li je u osnovi citotoksiĉnosti leka indukcija ćelijske smrti ili zastoj 

u ćelijskoj deobi. Ćelije melanoma su inkubirane u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-

15pSn tokom 72 h. Potom su bojene PI i analizirane protoĉnom citofluorimetrijom. Na 

osnovu intenziteta crvene fluorescencije, razvrstavane su po fazama ćelijskog ciklusa. 

Dobijeni rezultati su pokazali da u B16 ćelijama melanoma, Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-

15pSn indukuju znaĉajnu fragmentaciju DNK potvrĊenu akumulacijom ćelija u subG 

fazi ćelijskog ciklusa. U A375 ćelijama je takoĊe zabeleţen porast broja hipodiploidnih 

ćelija u subG fazi, kao i povećanje procentualne zastupljenosti ćelija u S fazi ćelijskog 

ciklusa (Slika 17).     

  

 

Slika 17 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju povećanje procenta ćelija melanoma u subG fazi 

ćelijskog ciklusa. Distribucija B16 i A375 ćelija bojenih PI po fazama ćelijskog ciklusa 72 h nakon 

tretmana IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn odreĊena protoĉnom citofluorimetrijom. 
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Indukcija apoptoze se nalazi u osnovi antitumorske aktivnosti većine hemoterapeutskih 

lekova
219

. U skladu sa rezultatima analize ćelijskog ciklusa koji su ukazali na prisustvo 

ćelija sa fragmentisanom DNK, karakteristike apoptotskih ćelija, na prvom mestu je 

ispitivana indukcija ovog tipa programirane ćelijske smrti. B16 i A375 ćelije melanoma 

su inkubirane sa IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn. Nakon 72 h, uzorci 

su bojeni aneksin V-FITC i PI. Analiza protoĉnom citofluorimetrijom je u obe ćelijske 

linije ukazala na prisustvo ćelija u ranoj apoptozi. U saglasnosti sa rezultatima analize 

ćelijskog ciklusa gde je pokazano da je akumulacija B16 ćelija u subG fazi najizraţenija 

nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH, najveći procenat aneksinV
+
/PI‾ ćelija zabeleţen je u 

B16 ćelijama koje su inkubirane u prisustvu slobodnog jedinjenja (Slika 18).       

 

Slika 18 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju programiranu ćelijsku smrt apoptozom. Procenat 

B16 i A375 ćelija melanoma bojenih aneksin V-FITC i PI u apoptozi 72 h nakon tretmana IC50/MC50 

dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn odreĊen protoĉnom citofluorimetrijom.      

Kako bi se utvrdilo da li su kaspaze efektori smrti ćelija melanoma, B16 i A375 ćelije 

su inkubirane u prisustvu IC50/MC50 doze Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn tokom 72 h i 

bojene fluorescentno obeleţenim pan-kaspaznim inhibitorom Z-VAD-fmk (ApoStat). 

Analiza rezultata protoĉnom citofluorimetrijom potvrdila je da testirani agensi indukuju 

apoptozu zavisnu od aktivacije kaspaza (Slika 19).    
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Slika 19 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju apoptozu zavisnu od aktivacije kaspaza. Intenzitet 

fluorescencije A | B16 i B | A375 ćelija obeleţenih ApoStat bojom 72 h nakon tretmana IC50/MC50 dozom 

Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn odreĊen protoĉnom citofluorimetrijom prikazan je reprezentativnim 

histogramom.   

4.5. SBA-15pSn indukuje autofagiju u B16 ćelijama melanoma 

Nakon što je pokazano da je ćelijska smrt apoptozom delom odgovorna za smanjenje 

broja vijabilnih ćelija melanoma, bilo je interesantno da se ispita doprinos programirane 

ćelijske smrti autofagijom antitumorskoj aktivnosti testiranih jedinjenja. B16 i A375 

ćelije su gajene u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn tokom 72 h, bojene akridin 

oranţom i analizirane protoĉnom citofluorimetrijom. Povećanje broja autofagozoma je 

detektovano u B16 ćelijama melanoma nakon tretmana SBA-15pSn. U A375 ćelijama 

nije zabeleţena promena u intenzitetu crvene fluorescencije nakon tretmana ispitivanim 

jedinjenjima (Slika 20). U ćelijama sa intaktnim apoptotskim mehanizmima primarna 

uloga autofagije je preţivljavanje, umesto indukcije ćelijske smrti
220

. Kako bi se ispitalo 

da li je autofagija odbrambeni mehanizam, B16 ćelije su inkubirane u prisustvu SBA-

15pSn i specifiĉnog inhibitora autofagije 3-MA tokom 72 h. Vijabilitet ćelija melanoma 

je odreĊivan kristal violet testom. Neutralizacija autofagije jasno je ukazala da je ovaj 

proces imao citoprotektivan efekat i nije doprineo smanjenju ćelijskog vijabiliteta.    
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Slika 20 | SBA-15pSn indukuje autofagiju koja deluje citoprotektivno u B16 ćelijama. A | Intenzitet 

fluorescencije B16 i A375 ćelija bojenih akridin oranţom 72 h nakon tretmana IC50/MC50 dozom 

Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn odreĊen protoĉnom citofluorimetrijom prikazan je reprezentativnim 

histogramom. B | Procenat vijabilnih ćelija 72 h nakon tretmana SBA-15pSn i 3-MA odreĊen  kristal 

violet testom. Prikazane su srednje vrednosti + SD tri nezavisno izvedena eksperimenta; *p< 0.05 u 

poreĊenju sa kontrolnim uzorcima.  
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4.6. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn inhibiraju proliferaciju ćelija melanoma  

U brojnim studijama je već pokazano da pojedini agensi prirodnog ili sintetskog porekla 

indukuju apoptozu u odreĊenoj subpopulaciji ćelija neuroekstodermalnih tumora koja je 

praćena inhibicijom proliferacije preţivelih ćelija u kulturi
221–224

. Rezultati prethodnih 

eksperimenata su pokazali da 72 h nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn u 

ćelijama melanoma dominira apoptoza kao glavni mehanizam antitumorskog delovanja. 

Kako bi se ispitao proliferativni potencijal preţivelih ćelija u kulturi, ćelije melanoma 

su najpre obeleţene vitalnom bojom CFSE, a zatim inkubirane u prisustvu testiranih 

jedinjenja tokom 96 h. Analiza protoĉnom citofluorimetrijom je pokazala da u B16 

ćelijama melanoma Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju zastoj već u prvoj deobi, 

kao i prisustvo nepodeljenih ćelija (Slika 21).          

 

Slika 21 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju inhibiciju proliferacije B16 ćelija. Procenat B16 

ćelija u drugoj (R1) i prvoj deobi (R2) i nepodeljenih ćelija (R3) obeleţenih CFSE bojom 96 h nakon 

tretmana IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn odreĊen protoĉnom citofluorimetrijom.   
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U A375 ćelijama zabeleţena je snaţna inhibicija u prvoj deobi (Slika 22). Citostatski 

efekat je bio posebno izraţen u ćelijama nakon tretmana SBA-15pSn. U celini, rezultati 

ukazuju da je primarni mehanizam antitumorskog delovanja Ph3Sn(CH2)6OH u A375 

ćelijama inhibicija proliferacije umesto indukcija ćelijske smrti, dok u B16 ćelijama oba 

mehanizma doprinose podjednako.  

 

Slika 22 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju zastoj u deobi A375 ćelija. Procenat A375 ćelija u 

prvoj deobi (R1) i nepodeljenih ćelija (R2) obeleţenih CFSE bojom 96 h nakon tretmana IC50/MC50 

dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn odreĊen protoĉnom citofluorimetrijom. 
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4.7. SBA-15pSn indukuje morfološku transformaciju ćelija melanoma   

Gubitak deobnog potencijala ĉesto je povezan sa morfološkom transformacijom ćelija. 

Nakon što je utvĊeno da Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju zastoj u proliferaciji 

ćelija melanoma, u sledećem koraku analiziran je izgled ćelija u kulturi nakon tretmana 

testiranim jedinjenjima. B16 i A375 ćelije su inkubirane u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH, 

SBA-15pSn ili SBA-15p i analizirane na nivou svetlosne mikroskopije. U saglasnosti sa 

rezultatima in vitro testova, SBA-15p nije uticao na rast i morfologiju ćelija melanoma. 

Zatim, u poreĊenju sa kontrolama uoĉena je redukcija broja ćelija u kulturama koje su 

inkubirane u prisustvu testiranih jedinjenja. Mikroskopska analiza je ukazala na jasnu 

razliku izmeĊu kontrolnih B16 ćelija ovalnog oblika, i ćelija inkubiranih u prisustvu 

SBA-15pSn koje karakteriše vretenast izgled sa uvećanom citoplazmom i membranskim 

nastavcima nalik na dendrite. Uporedo sa B16 ćelijama, uoĉena je jasna promena u 

morfologiji A375 ćelija melanoma. Nakon tretmana SBA-15pSn, A375 ćelije imale su 

izduţen, pljosnat oblik i znaĉajno veći volumen citoplazme u odnosu na kontrolne ćelije 

heterogenog izgleda (Slika 23).     

 

Slika 23 | SBA-15pSn menja morfologiju ćelija melanoma in vitro. Reprezentativne mikrografije na 

nivou svetlosne mikroskopije B16 i A375 ćelija 72 h nakon tretmana IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH, 

SBA-15pSn ili SBA-15. Uvećanje: ×10, orig.  
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4.8. SBA-15pSn aktivira melanogenezu u B16 ćelijama koju prati ulazak u stanje 

prevremene senescencije  

Ćelijsku senescenciju karakterišu upeĉatljive morfološke promene; ćelije postaju velike, 

pljosnate i vretenaste. Prepoznatljive karakteristike senescencije ukljuĉuju prisustvo 

vakuola, pozitivno bojenje na SA-β-Gal marker i angaţovanje kljuĉnih efektorskih 

puteva (p53 i Rb)
225

. Zastoj u ćelijskom ciklusu i morfološka transformacija B16 ćelija 

ukazuju da je u osnovi antitumorskog delovanja SBA-15pSn indukcija prevremene 

ćelijske senescencije. Kako bi se utvrdilo da li testirana jedinjenja indukuju senescenciju 

ćelija melanoma, B16 ćelije su inkubirane u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn 

tokom 96 h, nakon ĉega su bojene fluorogenim supstratom enzima SA-β-Gal, markerom 

senescentnih ćelija u kulturi, i analizirane protoĉnom citofluorimetrijom. Oĉekivano, 

tretman SBA-15pSn je doveo do povećanja ekspresije SA-β-Gal, ĉime je potvrĊeno da 

testirani agens indukuje prevremenu senescenciju B16 ćelija. Povećanje granuliranosti 

ćelija nakon tretmana SBA-15pSn, detektovano FACS analizom, ukazuje na citološke 

promene koje vode ka senescenciji ili diferencijaciji ćelija (Slika 24).       

 

Slika 24 | SBA-15pSn indukuje prevremenu senescenciju B16 ćelija. A | Intenzitet fluorescencije i B | 

granuliranost B16 ćelija obeleţenih FDG bojom 96 h nakon tretmana IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH 

ili SBA-15pSn odreĊeni protoĉnom citofluorimetrijom prikazani su reprezentativnim histogramom.     
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Visok nivo pigmentacije moţe da ubrza prevremenu senescenciju melanocita putem 

indukcije p16
INK4a226,227

. U skladu sa tim, bilo je interesantno da se ispita ekspresija 

markera diferencijacije B16 ćelija nakon tretmana ispitivanim jedinjenjima. B16 ćelije 

su inkubirane sa Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn u razliĉitim vremenskim intervalima, 

nakon ĉega je spektrofotometrijski odreĊivana aktivnost tirozinaze i sadrţaj melanina. 

Povećanje aktivnosti tirozinaze zabeleţeno je u B16 ćelijama inkubiranim u prisustvu 

SBA-15pSn tokom 48 h, dok je visok nivo melanina izmeren 24 h kasnije. Nasuprot 

tome, Ph3Sn(CH2)6OH je indukovao neznatan porast markera diferencijacije. Navedeni 

rezultati pokazuju da SBA-15pSn stimuliše produkciju melanina koja je povezana sa 

senescencijom ćelija melanoma (Slika 25).   

 

Slika 25 | SBA-15pSn indukuje povećanje markera diferencijacije B16 ćelija. Aktivnost tirozinaze i 

sadrţaj melanina u B16 ćelijama 72 h nakon tretmana IC50/MC50 dozom A | Ph3Sn(CH2)6OH ili B | SBA-

15pSn odreĊeni spektrofotometrijski. Prikazane su srednje vrednosti + SD tri nezavisno izvedena 

eksperimenta.   

Morfološka transformacija i pigmentacija povezana sa senescencijom ćelija melanoma, 

potvrĊena je na nivou svetlosne i elektronske mikroskopije. B16 ćelije su inkubirane sa 

Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn u razliĉitim vremenskim intervalima, potom bojene 

hematoksilinom i analizirane na nivou svetlosne mikroskopije. Dok su u prisustvu 

Ph3Sn(CH2)6OH u kulturama uoĉene tipiĉne morfološke promene ćelija u apoptozi, 

SBA-15pSn je indukovao promene koje su karakteristiĉne za senescenciju/terminalnu 

diferencijaciju melanocita - povećanje veliĉine i dendritiĉnosti ćelija i prisustvo velikog 

broja melanozoma. Nakon 48 h, kada je izmereno povećanje aktivnosti tirozinaze, u 

citoplazmi B16 ćelija vidljive su bele vezikule koje predstavljaju premelanozome. Već 
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72 h, uoĉeni su zreli melanozomi, što je u saglasnosti sa izmerenim sadrţajem melanina. 

Na TEM mikrografijama B16 ćelija, uoĉavaju se brojni nezreli melanozomi 48 h nakon 

tretmana SBA-15pSn, dok su u ćelijama inkubiranim u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH jasno 

vidljiva apoptotska tela (Slika 26).         

 

Slika 26 | Ph3Sn(CH2)6OH indukuje apoptotske promene, dok SBA-15pSn menja izgled B16 ćelija u 

smeru senescencije/terminalne diferencijacije. Reprezentativne mikrografije svetlosne mikroskopije 

B16 ćelija bojenih Majerovim hematoksilinom nakon tretmana SBA-15p, Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn 

u naznaĉenim vremenskim intervalima; inseti: elektron-mikrografije B16 ćelija prikazuju premelanozome 

i melanozome u sazrevanju. Uvećanje: svetlosna mikroskopija: ×100, orig; elektronska mikroskopija: 

×11500, orig.  

 

 

 



60 
 

4.9. SBA-15pSn stimuliše produkciju reaktivnih kiseoničnih i azotnih vrsti u B16 

ćelijama  

Ulazak u prevremenu ćelijsku senescenciju mogu da posreduju reaktivne vrste kiseonika 

i azota (engl. reactive oxygen and nitrogen species, ROS/RNS)
228–232

. Uloga slobodnih 

radikala u indukciji senescencije B16 ćelija, analizirana je bojenjem ćelija melanoma 

DHR fluoroforom nakon tretmana testiranim jedinjenjima u razliĉitim vremenskim 

taĉkama. Analiza unutarćelijskog nivoa ROS/RNS, ukazala je na intenzivnu produkciju 

slobodnih radikala u kulturama koje su tretirane SBA-15pSn. Ovaj fenomen mogao bi 

da bude u direktnoj vezi sa senescencijom ćelija melanoma (Slika 27).    

 

Slika 27 | SBA-15pSn stimuliše produkciju ROS/RNS u B16 ćelijama. Intenzitet fluorescencije B16 

ćelija bojenih DHR fluoroforom 24 h i 48 h nakon tretmana IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-

15pSn odreĊen protoĉnom citofluorimetrijom.  
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4.10. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn menjaju aktivnost PI3K i MAPK signalnog 

puta u B16 ćelijama   

Nakon što je pokazano da SBA-15pSn smanjuje vijabilitet B16 ćelija in vitro i in vivo, 

indukcijom apoptoze koja je praćena inhibicijom deobe preţivelih ćelija, sa razvojem 

senescentnog fenotipa, analiziran je uticaj jedinjenja na PI3K i MAPK signalne puteve 

koji mogu da aktiviraju prevremenu senescenciju posredovanu p53 i p16
INK4a

 tumor 

supresorima
233–239

. B16 ćelije su gajene u prisustvu IC50/MC50 doze Ph3Sn(CH2)6OH ili 

SBA-15pSn u razliĉitim vremenskim intervalima, nakon ĉega je odreĊivana ekspresija 

kljuĉnih signalnih molekula imunoblot metodom.     

4.10.1. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn indukuju prolaznu aktivaciju Akt i p70S6K 

koja se završava gašenjem ovog signalnog puta u B16 ćelijama   

Analiza ekspresije signalnih molekula PI3K puta nakon tretmana testiranim agensima, 

ukazala je na sinhronizovanu regulaciju Akt proteina i p70S6 kinaze u B16 ćelijama. 

Nakon inicijalnog povećanja fosforilacije Akt proteina na mestu Ser473 (Slika 28) kao i 

fosforilacije p70S6 kinaze na mestu Thr389 (Slika 29), koja je presudna za aktivaciju 

enzima, ovaj signalni put se gasi. Negativna regulacija Akt signalnog puta potvrĊena je 

progresivnom inhibicijom fosforilacijeThr421/Ser424 u autoinhibitornom domenu, koja 

je neophodna za odrţavanje aktivne konformacije p70S6K (Slika 29). Ovaj rezultat je u 

saglasnosti sa ranije pokazanim smanjenjem proliferativnog potencijala u kulturama 

nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn.  
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Slika 28 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn negativno regulišu aktivnost Akt u B16 ćelijama. Grafiĉki 

prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekspresije Akt proteina i reprezentativni imunoblot. Ekspresija 

fosforilisanog i ukupnog Akt odreĊena je imunoblot metodom u naznaĉenim vremenskim intervalima.   

 

 

Slika 29 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn negativno regulišu aktivnost p70S6K u B16 ćelijama. 

Grafiĉki prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekspresije p70S6K i reprezentativni imunoblot. Ekspresija 

fosforilisanih i ukupnih p70S6K odreĊena je imunoblot metodom u naznaĉenim vremenskim intervalima.    
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4.10.2. [Ph3Sn(CH2)6OH] kontinuirano inhibira ERK, dok SBA-15pSn indukuje 

prolaznu inhibiciju ovog signalnog molekula u B16 ćelijama 

Analiza ekspresije Raf/MEK/ERK signalnog puta nakon tretmana testiranim agensima, 

pokazala je da Ph3Sn(CH2)6OH trajno inhibira fosforilaciju ERK1/2, dok je SBA-15pSn 

indukovao potentniju ali prolaznu inhibiciju ovog signalnog molekula (Slika 30).    

 

Slika 30 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn diferencijalno regulišu ekspresiju ERK1/2 u B16 ćelijama. 

Grafiĉki prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekspresije ERK1/2 proteina i reprezentativni imunoblot. 

Ekspresija fosforilisanog i ukupnog ERK1/2 odreĊena je imunoblot metodom u naznaĉenim vremenskim 

intervalima.      
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4.10.3. [Ph3Sn(CH2)6OH] uskladišten u SBA-15, ali ne i u slobodnoj formi, aktivira 

p38 signalni put u B16 ćelijama 

Efekat tretmana ispitivanim agensima na ekspresiju p38 signalnog molekula je dualan. 

Dok je Ph3Sn(CH2)6OH kontinuirano inhibirao fosforilaciju p38, SBA-15pSn  je snaţno 

aktivirao ovaj protein (Slika 31). 

 

Slika 31 | Ph3Sn(CH2)6OH inhibira, dok SBA-15pSn stimuliše fosforilaciju p38 u B16 ćelijama. 

Grafiĉki prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekspresije p38 proteina i reprezentativni imunoblot. 

Ekspresija fosforilisanog i ukupnog p38 odreĊena je imunoblot metodom u naznaĉenim vremenskim 

intervalima.      
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4.10.4. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn snažno inhibiraju SAPK/JNK signalni put 

u B16 ćelijama   

Analiza stepena fosforilacije SAPK/JNK signalnog molekula u B16 ćelijama, pokazala 

je da oba jedinjenja snaţno inhibiraju ovaj signalni put (Slika 32).  

 

Slika 32 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn negativno regulišu SAPK/JNK u B16 ćelijama. Grafiĉki 

prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekspresije SAPK/JNK i reprezentativni imunoblot. Ekspresija 

fosforilisanog i ukupnog SAPK/JNK odreĊena je imunoblot metodom u naznaĉenim vremenskim 

intervalima.      
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4.11. SBA-15pSn indukuje prevremenu senescenciju A375 ćelija melanoma 

Nakon što je pokazano da SBA-15pSn indukuje inhibiciju proliferacije i morfološku 

transformaciju A375 ćelija, pretpostavljeno je da testirani agens indukuje prevremenu 

senescenciju i u humanim ćelijama melanoma. A375 ćelije su inkubirane u prisustvu 

Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn tokom 96 h, bojene fluorogenim supstratom SA-β-Gal i 

analizirane protoĉnom citofluorimetrijom. Dok je ekspresija SA-β-Gal u A375 ćelijama 

nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH bila neznatno veća u odnosu na kontrolne ćelije, SBA-

15pSn je višestruko povećao nivo ovog enzima, kao i granuliranost ćelija. Sveukupno, 

rezultati pokazuju da SBA-15pSn indukuje ulazak A375 ćelija u stanje prevremene 

senescencije (Slika 33).         

 

Slika 33 | SBA-15pSn indukuje prevremenu senescenciju A375 ćelija. A | Intenzitet fluorescencije i B | 

granuliranost A375 ćelija obeleţenih FDG bojom 96 h nakon tretmana IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH 

ili SBA-15pSn odreĊeni protoĉnom citofluorimetrijom prikazani su reprezentativnim histogramom.     

4.12. SBA-15pSn indukuje transdiferencijaciju A375 ćelija melanoma u ćelije nalik 

Švanovim  

Analiza morfologije humanih ćelija melanoma na nivou svetlosne mikroskopije, nakon 

tretmana SBA-15pSn , ukazala je na prisustvo izduţenih ćelija koje podsećaju na tipiĉne 

Švanove ćelije vretenastog oblika. U literaturi je već opisano da pojedini citotoksiĉni 

agensi mogu da indukuju transdiferencijaciju tumorskih ćelija neuroektodermalnog 

porekla u oligodendrocite ili ćelije nalik Švanovim (engl. Schwann cell-like myelinating 

cells)
224

. Ovaj fenomen je karakteristiĉan za terminalnu diferencijaciju melanocita u 

nevusima, koja rekapitulira pojedine aspekte najranijih stadijuma razvića Švanovih 
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ćelija
207

. Kako bi se potvrdila transdiferencijacija A375 ćelija, analizirana je ekspresija 

LNGF (CD271)  receptora, markera ranih stupnjeva u razviću Švanovih ćelija
207,240,241

. 

Nakon tretmana testiranim jedinjenjima, A375 ćelije su inkubirane sa fluoresecentno 

obeleţenim CD271 antitelom i analizirane protoĉnom citofluorimetrijom. Rezultati 

FACS analize su pokazali da SBA-15pSn indukuje ekspresiju  CD271 receptora u A375 

ćelijama melanoma (Slika 34). Na osnovu navedenih rezultata, moţe da se zakljuĉi da u 

odreĊenom procentu senescentnih A375 ćelija SBA-15pSn indukuje transdiferencijaciju 

u ćelije nalik Švanovim.   

 

Slika 34 | SBA-15pSn indukuje ekspresiju CD271 receptora u A375 ćelijama. Procenat CD271
+
 A375 

ćelija 72 h nakon tretmana IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn odreĊen protoĉnom 

citofluorimetrijom prikazan je reprezentativnim dot plotovima.    

4.13. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn stimulišu produkciju reaktivnih kiseoničnih i 

azotnih vrsti u A375 ćelijama  

Konstitutivna ekspresija inducibilne azot oksid sintaze (engl. inducible nitric oxide 

synthase, iNOS) predstavlja izvor endogenog NO koji deluje kao faktor rasta humanih 

ćelija melanoma
242–244

. Sa druge strane, prekomerna produkcija NO moţe da izazove 

nitrozativni stres koji indukuje ćelijsku smrt povezanu sa S-nitrozilacijom apoptotskih 

medijatora. U biološkim sistemima postoji nitrozativni/oksidativni kontinuum, što 

oznaĉava da visoka koncentracija reaktivnih vrsti azota moţe biti praćena oksidativnim 

stresom
245–248

.  

 

 



68 
 

Uloga NO signalnog molekula u mehanizmu delovanja testiranih agenasa, analizirana je 

bojenjem  A375 ćelija DAF-FM fluoroforom nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-

15pSn u razliĉitim vremenskim intervalima, dok je nivo reaktivnih vrsti kiseonika i 

azota analiziran bojenjem ćelija DHR fluoroforom. Već 24 h inkubacije, zabeleţen je 

znaĉajan porast unutarćelijskog NO u kulturama koje su inkubirane u prisustvu SBA-

15pSn (Slika 35A). Intenzivna produkcija ROS/RNS detektovana je u kulturama nakon 

48 h tretmana testiranim jedinjenjima (Slika 35B), kao rezultat porasta nivoa NO. U 

celini, rezultati ukazuju da slobodni radikali verovatno posreduju indukciju prevremene 

senescencije A375 ćelija kao i da je deo mehanizma antitumorskog delovanja testiranih 

jedinjenja u ćelijama humanog melanoma indukcija nitrozativnog stresa koji inicira 

ćelijsku smrt apoptozom. Odsidativni stres nema primarnu efektorsku ulogu u ovom 

procesu, već u odreĊenoj meri doprinosi ćelijskoj smrti.   

 

Slika 35 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn stimulišu produkciju NO i ROS/RNS u A375 ćelijama. 

Intenzitet fluorescencije A375 ćelija bojenih A | DAF-FM i B | DHR fluoroforom 24 h i 48 h nakon 

tretmana IC50/MC50 dozom Ph3Sn(CH2)6OH ili SBA-15pSn odreĊen protoĉnom citofluorimetrijom.     
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4.14. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn menjaju aktivnost ključnih signalnih puteva 

koji regulišu adheziju, migraciju i invaziju A375 ćelija  

Morfološke promene A375 ćelija mogu da budu odraz promene adhezivnog profila, što 

se odraţava na metastatski potencijal ćelija. A375 ćelijsku liniju humanog melanoma 

karakteriše visok stepen dediferencijacije koji se ogleda u ekspresiji markera matiĉnih 

ćelija kancera (engl. cancer stem cells, CSC), koji podstiĉu metastaze delovanjem na 

migraciju i invaziju ćelija
249

. U sladu sa tim, bilo je interesantno da se ispita uticaj 

testiranih jedinjenja na ekspresiju signalnih molekula koji uĉestvuju u embrionalnom 

razviću melanocita, ukljuĉujući Wnt/β-katenin i Notch signalni put, i ekspresiju Okt-3/4 

transkripcionog faktora, markera dediferencijacije. Nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH ili 

SBA-15pSn u naznaĉenim vremenskim intervalima, kljuĉni signalni putevi ukljuĉeni u 

adheziju, migraciju i invaziju A375 ćelija analizirani su imunoblot metodom.        

4.14.1. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn negativno regulišu Wnt/β-katenin signalni 

put   

Analiza ekspresije β-katenina pokazala je da Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju 

smanjen nivo ovog signalnog molekula u A375 ćelijama.TakoĊe, zabeleţen je porast 

nivoa β-aktina, vrlo izraţen u ćelijama koje su inkubirane u prisustvu SBA-15pSn, što je 

u saglasnosti sa promenom oblika i veliĉine A375 ćelija (Slika 36).  

 

 

Slika 36 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju smanjenje ekspresije β-katenina u A375 ćelijama. 

Grafiĉki prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekspresije β-katenina (levi panel) i reprezentativni 

imunoblot (desni panel). Ekspresija β-katenin proteina odreĊena je imunoblot metodom u naznaĉenim 

vremenskim intervalima.   
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4.14.2. SBA-15pSn negativno reguliše ekspresiju Okt-3/4 transkripcionog faktora 

Analiza ekspresije Okt-3/4 markera dediferencijacije u A375 ćelijama, pokazala je da 

Ph3Sn(CH2)6OH neznatno smanjuje nivo ovog transkripcionog faktora, dok je SBA-

15pSn u potpunosti inhibirao ekspresiju Okt-3/4, što je u saglasnosti sa fenotipskim 

promenama A375 ćelija u smeru transdiferencijacije u ćelije nalik Švanovim (Slika 37).    

 

Slika 37 | SBA-15pSn indukuje smanjenje ekspresije Okt-3/4 markera u A375 ćelijama. Grafiĉki 

prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekpresije Okt-3/4 (levi panel) i reprezentativni imunoblot (desni 

panel). Ekspresija Okt-3/4 proteina odreĊena je imunoblot metodom u naznaĉenim vremenskim 

intervalima.    
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4.14.3. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn negativno regulišu Notch signalni put 

Analiza ekspresije Notch 1 receptora pokazala je da Ph3Sn(CH2)6OH u slobodnoj formi 

i nanešen na SBA-15 inhibira Notch signalni put u A375 ćelijama (Slika 38).    

 

Slika 38 | Ph3Sn(CH2)6OH i SBA-15pSn indukuju smanjenje ekspresije Notch 1 receptora u A375 

ćelijama. Grafiĉki prikaz denzitometrijske kvantifikacije ekspresije Notch 1 (levi panel) i reprezentativni 

imunoblot (desni panel). Ekspresija Notch proteina odreĊena je imunoblot metodom u naznaĉenim 

vremenskim intervalima.    

U celini, rezultati analize signalnih puteva koji su vaţni tokom razvića melanocita i koji 

su reaktivirani u melanomu, pokazuju da testirani agensi inhibiraju kljuĉne molekule 

odgovorne za invaziju i diseminaciju ćelija melanoma. 
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4.15. SBA-15pSn ukida međućelijsku komunikaciju A375 ćelija  

Metastatski potencijal A375 ćelija u korelaciji je sa ćelijskom morfologijom
189

. A375P 

ćelijsku liniju karakteriše mešoviti fenotip, ćelije ovalne morfologije sa ameboidnim 

tipom pokretljivosti i izduţene morfologije sa mezenhimalnim tipom pokretljivosti koji 

zahteva aktivnost ekstraćelijskih proteaza. Pokazano je da ovalna morfologija favorizuje 

metastatsku kolonizaciju. Dok roditeljska linija ima mešoviti fenotip, metastatske A375 

ćelijske linije imaju preteţno ovalni/ameboidni fenotip. Pribliţno 90% A375M2 ćelija i 

blizu 60% A375P ćelija ima ovalnu morfologiju
250,251

.   

Nakon što je pokazano da testirani agensi negativno regulišu signalne molekule koji su 

odgovorni za adheziju i migraciju A375 ćelija, bilo je interesantno se ispita u kojoj meri 

ovi rezultati koreliraju sa morfološkim promenama i da li one utiĉu na komunikaciju 

humanih ćelija melanoma. Kulture A375 ćelija melanoma razliĉitih gustina inkubirane 

su u prisustvu Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili cisplatine tokom 72 h, nakon ĉega su 

bojene hematoksilinom i eozinom i analizirane na nivou svetlosne mikroskopije. Dok je 

u kontrolnim bunarićima vidljivo da ćelije formiraju mnoštvo meĊućelijskih kontakata 

putem brojnih ćelijskih nastavaka, A375 ćelije inkubirane u prisustvu SBA-15pSn imaju 

izduţenu morfologiju i ne uspostavljaju kontakte, ĉak ni u konfluentnim kulturama. Na 

membrani se uoĉavaju filopodije i bogata mreţa aktinskih filamenata u citoplazmi. 

Nasuprot tome, ćelijska komunikacija u gustim kulturama nije narušena u prisustvu 

Ph3Sn(CH2)6OH. Efekat cisplatine nije zavisio od brojnosti kulture, što ukazuje da ovaj 

lek ne utiĉe na meĊućelijsku komunikaciju. Ph3Sn(CH2)6OH i cisplatina nisu imali 

efekat na morfologiju ćelija; udeo ćelija sa ovalnom i vretenastom morfologijom ostao 

je nepromenjen (Slika 39). Eksperiment sa gradijentom gustine kulture humanih ćelija 

melanoma pokazao je da SBA-15pSn onemogućava meĊusobnu komunikaciju A375 

ćelija, i povećava zastupljenost ćelija sa izduţenom morfologijom, što je u saglasnosti 

sa rezultatima analize ekspresije signalnih molekula koji regulišu adheziju i migraciju 

ćelija melanoma.  
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Slika 39 | SBA-15pSn ukida međućelijske kontakte A375 ćelija i povećava zastupljenost ćelija sa 

izduženom morfologijom. Reprezentativne mikrografije na nivou svetlosne mikroskopije kultura A375 

ćelija razliĉitih gustina obojenih H&E 72 h nakon tretmana Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn ili cisplatinom; 

filopodije () i mreţa aktinskih filamenata (→). Uvećanje: ×40, orig.     
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Evolucija normalne ćelije u neoplastiĉni fenotip podrazumeva reprogramiranje ćelijskih 

puteva vaţnih tokom razvića
252

. Ovi signalni putevi kontrolišu koordinisane procese 

tokom embriogeneze i tkivne homeostaze, kao što su proliferacija, migracija, apoptoza i 

diferencijacija. U skladu sa Darvinovim principima, kancer evoluira putem sluĉajnih 

mutacija i epigenetiĉkih promena koje menjaju ove puteve, nakon ĉega sledi klonska 

selekcija ćelija koje mogu da preţive i dele se u uslovima koji bi za normalnu ćeliju bili 

letalni. Kompleksnost promena predstavlja glavni izazov u terapiji ove bolesti
252

. Ćelije 

kancera poseduju sloţenu mreţu signalnih puteva koja se nalazi u osnovi malignog 

fenotipa. Kljuĉ uspešne terapije kancera je identifikacija kritiĉnih ĉvorova u onkogenoj 

mreţi, ĉija inhibicija rezultuje padom sistema, odnosno nestankom tumorigenog 

fenotipa procesom apoptoze, nekroze, senescencije ili diferencijacije
252

.  Metastaza, rast 

tumorskih ćelija na novom mestu u organizmu, predstavlja najporaţavajući aspekt ove 

bolesti
253

. Sposobnost formiranja agresivnih metastaza je usko povezana sa osobenim 

profilom ekspresije definisanog seta gena koji predstavlja metastatski potpis, zajedniĉki 

za mnoge tipove tumora. Metastaze zahtevaju set funkcija koje prevazilaze one u osnovi 

pojave primarnog tumora
254,255

. U skladu sa tim, metastaze mogu da se pojave decenije 

nakon naizgled uspešne terapije primarnog tumora, što je zabeleţeno u melanomu
256

. 

Smanjenje veliĉine tumora kao tradicionalna mera kliniĉkog odgovora, nije relevantno 

kada se evaluiraju lekovi dizajnirani da deluju na diseminaciju i rast ćelija kancera na 

metastatskim mestima. Sa druge strane, metode koje se koriste za praćenje morfologije i 

pokretljivosti ćelija, funkcije proteaza, integriteta vaskularne mreţe, aktivnosti signalnih 

puteva, zatim interakcija sa ćelijama strome, u znaĉajnoj meri bi unapredili prekliniĉku 

evaluaciju novih jedinjenja i efikasnosti potencijalnih antimetastatskih terapija
257

.    

Agensi koji indukuju promene na DNK, kao deo konvencionalne hemoterapije, nisu 

pokazali efikasnost u terapiji metastatskog melanoma. MeĊu njima je i cisplatina, jedan 

od najĉešće korišćenih hemoterapeutika
258

. Primenu platinskih lekova u hemoterapiji 

ograniĉava uroĊena ili steĉena rezistencija. Za melanom je karakteristiĉna uroĊena 

rezistencija na cisplatinu, posredovana brojnim mehanizmima, ukljuĉujući povećani 

refluks, inaktivaciju sulfhidrilnim molekulima kao što je glutation, izmenjenu ekspresiju 

signalnih molekula koji regulišu apoptozu, kao i povećanje ekspresije gena za reparaciju 

DNK. Alkilirajući agens dekarbazin, standardni izbor u terapiji metastatskog melanoma, 

takoĊe daje loše rezultate. Kombinacija hemoterapeutika, kao što je Dartmouthov reţim, 
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neznatno povećava stopu odgovora, što naglašava potrebu za pronalaţenjem efikasnijeg 

pristupa u terapiji melanoma
258,259

. Od poĉetka primene cisplatine u terapiji kancera, 

metalni kompleksi i organometalna jedinjenja imaju sve veći znaĉaj u onkologiji
146

. 

Kompleksi rutenijuma i galijuma predstavljaju najznaĉajnija neplatinska koordinaciona 

jedinjenja sa antitumorskom aktivnošću. Jedinjenja zlata i kalaja, kojima je zajedniĉki 

afinitet za tiolne grupe proteina i enzima, ranije nisu smatrani ozbiljnim kandidatima
146

. 

MeĊutim, zahvaljujući delovanju na sintezu makromolekula i energetski metabolizam 

ćelija, organokalajna jedinjenja postaju sve interesantniji kao potencijalni antitumorski 

lekovi, aktivni u terapiji kancera rezistentnih na cisplatinu
146

. Nedovoljna rastvorljivost 

organokalajnih jedinjenja predstavlja ozbiljan nedostatkak i suštinsku prepreku u daljim 

prekliniĉkim ispitivanjima, posebno u modelima in vivo. Još jedan ograniĉavajući faktor 

je toksiĉnost organokalajnih jedinjenja, kao što su neuro- i hepatotoksiĉnost
260,261

.   

Ćelije kancera dele mnoge osobine sa normalnim ćelijama. Shodno tome, visok nivo 

selektivne toksiĉnosti ne moţe da se postigne antikancerskim hemoterapeuticima, zbog 

nedostatka jedinstvenih molekulskih meta na tumorskim ćelijama
262

. Hemoterapeutici 

koji se danas primenjuju u terapiji kancera su delimiĉno selektivni, zahvaljujući većoj 

stopi proliferacije tumorskih ćelija. Nuspojave koje su rezultat toksiĉnosti terapije u 

zdravim tkivima, zahtevaju primenu hemoterapeutika u suboptimalnim dozama, što 

rezultuje neuspehom terapije, razvojem rezistencije i metastatske bolesti. Selektivna 

toksiĉnost leka moţe da se postigne ili povećavanjem doze leka u obolelom tkivu, zatim 

smanjenjem doze koja doseţe normalna tkiva, ili u idealnom sluĉaju, postizanjem oba 

efekta
262

. Primena novih tehnologija za povećanje selektivne toksiĉnosti antikancerskih 

lekova ima sve veću ulogu u farmaceutskom sektoru za istraţivanje i razvoj, primarno u 

formi sistema za isporuku lekova baziranih na nanoĉesticama
263

. Terapeutici mogu biti 

stabilno vezani za mikrorezervoare, koji su dovoljno mali u preĉniku, kako bi omogućili 

ekstravazaciju u oblastima povećanog vaskularnog permeabiliteta u tumoru. Rezultat je 

znaĉajno povećanje koliĉine leka u tumorskom tkivu u odnosu na slobodni lek. U isto 

vreme, maksimalna koncentracija i distribucija leka u normalnim tkivima je smanjena, 

što ograniĉava sistemsku toksiĉnost
262

. Uprkos tolikoj paţnji, tehnologije za ciljanu 

isporuku bazirane na ligand-receptor interakcijama nisu postigle predviĊeni uĉinak
264

. 

Sve je više dokaza koji ukazuju da prisustvo liganda stimuliše imunsku eliminaciju, što 

negativno utiĉe na fenomen pasivne akumulacije nanoĉestica
264

. Pored toga, konjugacija 
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za nanoĉestice moţe da umanji specifiĉnost liganda
265

. Ovi izazovi su doveli u pitanje 

vrednost uvoĊenja liganada za aktivnu isporuku leka, posebno zato što je kliniĉki razvoj 

kompleksnih nanosistema komplikovan i skup
266

. Adsorpcija na nosaĉe velike površine 

je poznata tehnika za povećanje rastvorljivosti lekova. Najnovija strategija bazirana na 

ovom rešenju je inkapsulacija hidrofobnih lekova u ureĊene mezoporozne materijale 

silike
267

. Zbog velikog kapaciteta za adsorpciju, relativno širokog preĉnika pora (30nm), 

kao i hidrotermalne stabilnosti, SBA-15 je najinteresantniji mezoporozni silikat
171

 za 

poboljšanje kinetike rastvaranja
267

. Interakcije izmeĊu hidrofobnih molekula leka i 

silanol grupa ne utiĉu na kinetiku oslobaĊanja leka, već vreme potrebno za difuziju iz 

unutrašnjosti pora, što je funkcija veliĉine silika ĉestica i preĉnika pora
267

. Molekuli 

leka se efikasno desorbuju zahvaljujući kompetitivnoj adsorpciji sa molekulima vode, 

zbog hidrofilnosti silike
268

. Iako fiziĉka priroda leka u mezoporama nije u potpunosti 

razjašnjena, poznato je da se termodinamiĉke osobine molekula koji su zarobljeni u 

poroznim materijalima znaĉajno menjaju. Nekoliko studija je ukazalo da, smanjenjem 

kritiĉnog preĉnika pora, molekuli leka više nisu u mogućnosti da formiraju kristalnu 

rešetku
267

. Visok farmaceutski uĉinak SBA-15 materijala moţe da se pripiše potpunom 

gubitku kristalnih svojstava adsorbovanih molekula, koje karakteriše stanje molekulske 

disperzije. Odvajanje molekula leka na površini SBA-15, raskidanjem intermolekulskih 

interakcija u kristalnoj strukturi je kljuĉ prevazilaţenja spore kinetike rastvaranja
267,268

. 

Relativno niska cena sinteze SBA-15 i jednostavan proces vezivanja leka je vaţan u 

kontekstu budućih kliniĉkih zahteva i komercijalizacije
170

.   

U skladu sa već pokazanim potencijalom SBA-15 nanosistema za ciljanu isporuku da 

znaĉajno povećava efikasnost i redukuje toksiĉnost hidrofobnih antikancerskih agenasa, 

ĉime se uspostavlja kontrola nad biodistribucijom leka i farmakokinetikom, u ovoj 

studiji je ispitan terapeutski potencijal SBA-15pSn u modelu melanoma in vitro i in 

vivo. Nanomaterijal ispitivan u ovoj studiji, poseduje daleko snaţniji in vitro efekat od 

titanocena i ansa-titanocena skladištenih u SBA-15 mezoporoznoj siliki i predstavlja do 

sada najaktivniji nanomaterijal koji sadrţi jedinjenje na bazi metala
181,215–217

.  
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Prvi rezultati studije su potvrdili izuzetan antitumorski potencijal organokalajnih(IV) 

jedinjenja. Ph3Sn(CH2)6OH u slobodnoj formi i vezan za materijal SBA-15, indukovao 

je dozno-zavisan pad vijabiliteta ćelijskih linija mišjeg i humanog melanoma u sistemu 

in vitro. Adsorpcija na SBA-15 je povećala efikasnost organokalajnog jedinjenja, jer je 

višestruko manjom dozom od primenjene doze jedinjenja u slobodnoj formi, ostvaren 

podjednak citotoksiĉni efekat. SBA-15 nanomaterijal nije toksiĉan za ćelije; rast ćelija 

melanoma koje su inkubirane sa SBA-15 bio je sliĉan kontrolnim ćelijama. Povećanje 

terapeutske efikasnosti testiranog jedinjenja, potvrĊeno je u singenom modelu mišjeg 

melanoma. Primena Ph3Sn(CH2)6OH skladištenog u SBA-15 materijal, indukovala je 

znaĉajno veću regresiju tumora u poreĊenju sa jedinjenjem u slobodnoj formi. TakoĊe, 

pokazano je znatno efikasnije dejstvo testiranog jedinjenja u poreĊenju sa tretmanom 

cisplatinom, koja ostvaruje slab efekat u terapiji melanoma usled uroĊene rezistencije 

ovog tipa tumora na cisplatinu
258

. Analizom parametara nefrotoksiĉnosti pokazano je da 

SBA-15pSn ne utiĉe na funkciju bubrega. U celini, rezultati in vivo studije su pokazali 

superioran terapeutski potencijal SBA-15pSn u odnosu na komercijalni hemoterapeutik 

iz grupe jedinjenja na bazi metala. Poĉetni rezultati ove studije su takoĊe pokazali da 

adsorpcija na ovaj tip nosaĉa, elegantno rešava problem nerastvorljivosti testiranog 

agensa, što ovoj grupi jedinjenja otvara vrata kliniĉkim ispitivanjima.      

Proteklih nekoliko godina, publikovane su brojne in vivo studije u kojima su testirane 

MSN u isporuci lekova, sa ciljem da dokaţu primenljivost  ideje (engl. proof-of-concept 

studies)
160

. Selekcija MSN nanovektora na osnovu strogih kriterijumima tek je polovina 

bitke za uspešna prekliniĉka ispitivanja. Naime, sisteme bazirane na nanoĉesticama 

treba uporeĊivati ne samo sa lekovima u slobodnoj formi, već i sa odobrenim sistemima 

za isporuku koji sadrţe dati terapeutik. Na taj naĉin se istraţivanja usmeravaju u okviru 

farmaceutskih trendova
160

. Smatra se da optimizacija sistema za isporuku per se, 

eksperimentisanjem sa veliĉinom i funkcionalizacijom, mora da prati progres u drugim 

disciplinama u potrazi za novim terapeutskim agensima, zatim molekulskim markerima 

i metama, kao i novim osobinama postojećih terapeutika, sa ciljem da postignu što veću 

efikasnost u terapiji kancera
160

. Studije u sistemu in vivo su do sada uglavnom bile 

fokusirane na isporuku komercijalnog leka doksorubicina
269–272

. Meng i saradnici su 

pokazali da vezivanje doksorubicina za MSN, povećava terapeutsku efikasnost leka u 

ksenograft modelu humanog skvamoznog karcinoma
270

. Regresija tumora je bila 
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znaĉajno veća u poreĊenju sa doksorubicinom u slobodnoj formi. Poboljšana efikasnost 

pasivne isporuke leka, zahvaljujući EPR efektu, bila je praćena znaĉajnom redukcijom 

sistemskih neţeljenih efekata, kao što su gubitak teţine ţivotinja, hepatiĉna i renalna 

toksiĉnost
270

. TakoĊe, kamptotecin je pokazao izuzetan antitumorski potencijal u 

kliniĉkim ispitivanjima, ali su zbog nedovoljne rastvorljivosti i toksiĉnosti razvijeni 

razliĉiti analozi ovog hemoterapeutika, kao što su topotekan i irinotekan, koji se danas 

primenjuju u hemoterapiji kancera
160

. U studiji grupe Tamanoi i saradnika, testiran je 

efekat vezivanja kamptotecina za MSN, ubrizganjem u repnu venu miševa sa MCF-7 

kancerom dojki. Rast tumora je efikasno suprimiran u meri koja je premašila delovanje 

slobodnog leka
273

. Zatim, Li i saradnici su pokazali poboljšanje aktivnosti i smanjenje 

sistemske toksiĉnosti docetaksela inkapsuliranog u MSN nanoĉestice obloţene PEG 

polimerom u mišjem modelu kancera jetre
274

. Opšte je mišljenje da ovaj spektar lekova 

treba da obuhvata nova jedinjenja, lekove u kliniĉkim ispitivanjima ili koji su iskljuĉeni 

sa trţišta zbog ozbiljnih neţeljenih efekata. Sa takvim pristupom moţe da se predvidi 

realna kliniĉka korist
160

.  

Iako su biološki uĉinak i primenljivost MSN pokazani u prekliniĉkim ispitivanjima, još 

uvek nedostaje sistemsko testiranje biodistribucije, bezbednosti i terapeutske efikasnosti 

razliĉitog dizajna ĉestica, kako bi se tehnologija pribliţila kliniĉkim ispitivanjima
160

. Za 

biomedicinsku primenu, nanoĉestice bi trebalo da ostvare funkciju bez nespecifiĉnih 

promena na telu. Iako je generalno prihvaćeno da silika nema toksiĉna svojstva, smatra 

se da je potrebna dodatna procena biokompatibilnosti MSN, kao nove vrste materijala. 

Procena biokompatibilnosti MSN podrazumeva analizu svih štetnih i korisnih bioloških 

efekata, ukljuĉujući: citotoksiĉnost, in vivo toksiĉnost, kao i promene na molekulskom, 

ćelijskom i organskom nivou
170

. Kompatibilnost nanoĉestica je direktno povezana sa 

njihovom biotranslokacijom, ukljuĉujući in vitro mehanizam i kinetiku ćelijskog 

preuzimanja, unutarćelijsko premeštanje, zatim in vivo biodistribuciju, metabolizam i 

ekskreciju. Fiziĉkohemijske osobine kao što su veliĉina, oblik, struktura i površinske 

modifikacije imaju kljuĉnu ulogu u biokompatibilnosti ĉestica
170

. Trenutna istraţivanja 

na polju biomaterijala svedoĉe o nastajanju novih parametara dizajna, ukljuĉujući 

fiziĉki oblik koji ima vaţnu ulogu u regulaciji biološkog odgovora
275,276

. Identifikacija 

signalnih puteva koji kontrolišu ovaj fenomen vaţna je za razumevanje na koji naĉin 

varijacije oblika ĉestica mogu da se iskoriste za modulaciju ćelijske funkcije
277

. Prema 
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teorijskom modelu preuzimanja ĉestica koji opisuje na koji naĉin oblik ĉestica utiĉe na 

endocitozu, uveden je koncept vreme umotavanja, kako bi se objasnila brţa endocitoza 

ĉestica sfernog oblika u odnosu na cilindriĉne
278

. Prema drugom modelu, anizotropija 

oblika i inicijalna orijentacija ĉestica su kljuĉne za interakciju sa membranom ćelija
279

. 

U izvesnoj meri, ovi teorijski modeli pruţaju korisne smernice u dizajniranju sistema za 

isporuku. Ipak, smatra se da predloţeni modeli ne obuhvataju specifiĉne varijacije 

izmeĊu ćelijskih tipova, koje utiĉu na endocitotske puteve zbog razliĉite ekspresije 

receptora na ćelijskim linijama. Time moţe delom da se objasni zašto eksperimentalni 

rezultati ponekad nisu u skladu sa teorijskim modelima
170

. Naime, sve je više dokaza da 

sferni nosaĉi moţda nisu optimalni sistemi za isporuku lekova zbog slabog preuzimanja 

i nezadovoljavajuće biodistribucije u poreĊenju sa ĉesticama u obliku diska ili štapića. 

U brojnim studijama je pokazano povećanje obima i stope ćelijskog preuzimanja ĉestica 

koje nisu sfernog oblika. Eksperimentalne studije su potvrdile prednost nesfernih ĉestica 

za ciljanu isporuku lekova na osnovu efekta na ćelijsku internalizaciju i vaskularnu 

dinamiku
218,277,280,281

. Dizajn pametnih funkcionalnih nanosistema za terapeutsku 

primenu zahteva temeljno razumevanje mehanizama preuzimanja nanoĉestica. Za 

biološku i kliniĉku primenu, sposobnost kontrole i manipulacije nakupljanja nanoĉestica 

u ćeliji putem specifiĉnog ćelijskog preuzimanja, omogućava poboljšanje dijagnostiĉke 

osetljivosti i terapeutske efikasnosti
218

. Do sada, istraţivanja o efektima oblika MSN su 

uglavnom bila fokusirana na in vitro ćelijsko preuzimanje
218,277,280,282–284

. Interesantno, 

iako još uvek nisu identifikovani ćelijski receptori za siliku, preuzimanje se uglavnom 

odvija klatrin-posredovanim endocitotskim putevima ili makropinocitozom, što se 

posebno odnosi na funkcionalizovane MSN ĉestice
169

. Naša mikroskopska studija na 

A375 ćelijama melanoma, jasno pokazuje da se preuzimanje štapićastih SBA-15pSn 

nanoĉestica odvija pasivnim putem ili makropinocitozom. U brojnim studijama je već 

pokazana prednost preuzimanja nanoĉestica makropinocitozom, kao i povezanost 

mehanizma preuzimanja i oblika ĉestica, pri ĉemu je pokazano da se ĉestice štapićastog 

oblika preuzimaju efikasnije makropinocitozom u odnosu na ĉestice sfernog oblika. 

Naime, u studiji grupe Nel i saradnika, gde je uporeĊivan mehanizam preuzimanja MSN 

ĉestica sfernog i štapićastog oblika
277

,  pokazano je da HeLa i A549 ćelijske linije 

kancera, preuzimaju MSN štapićastog oblika, intermedijerne duţine, u mnogo većoj 

koliĉini od ostalih ĉestica MSN, makropinocitozom posredovanom aktivnošću malih 
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GTPaza, na osnovu prisustva filopodija i makropinocitotskih vezikula. MSN štapići 

indukuju polimerizaciju aktina i formiranje filopodija, a jedan od signalnih mehanizama 

ukljuĉuje aktivaciju malog G proteina Rac1, koji ima ulogu u promenama citoskeleta, 

nabiranju membrane i zatvaranju makropinozoma. U svetlu olakšanog ćelijskog 

preuzimanja procesom makropinocitoze, autori su dalje uporeĊivali citotoksiĉni efekat 

hidrofobnih hemoterapeutskih agenasa paklitaksela i kamptotecina vezanih za sferne i 

štapićaste nanoĉestice MSN. Štapići su oĉigledno bili efikasniji u isporuci hidrofobnih 

agenasa i pokazali optimalan citotoksiĉni efekat na HeLa ćelijama
277

. Makropinocitoza 

predstavlja efikasan put za neselektivnu internalizaciju solubilnih makromolekula
285

. 

Preuzimanje ĉestica makropinocitozom podrazumeva formiranje velike endocitotske 

vezikule nepravilnog oblika i veliĉine koja nastaje evaginacijama plazma membrane u 

formi nabiranja, što je posredovano aktivacijom aktina i mikrofilamenata vezanih za 

plazma membranu
285

. Nabiranje membrane se javlja u formi planarnih nabora ili 

lamelipodija, zatim kruţnih membranskih nastavaka i membranskih ispupĉenja ili 

mehurića. Dinamiĉni pokreti membrane rezultiraju formiranjem endocitotske vakuole ili  

makropinozoma. Makropinocitozu obiĉno iniciraju faktori rasta koji aktiviraju signalnu 

kaskadu koja, za uzvrat, indukuje promene u dinamici aktinskih filamenata i nabiranje 

plazma membrane
285

. Doprinosi razliĉitim ćelijskim funkcijama kao što su preuzimanje 

nutrijenata, interakcije sa patogenima, procesovanje antigena i pokretljivost ćelija
286,287

. 

Makropinocitoza dobija sve veći znaĉaj zbog uloge u imunskoj odbrani i uklanjanju 

apoptotskih tela. Naime, razliĉite ĉestice ukljuĉujući bakterije, viruse, nekrotske ćelije i 

apoptotska tela mogu da indukuju nabiranje membrane nezavisno od faktora rasta. Ovo 

omogućava preuzimanje velikih ĉestica u ćelije koje nemaju sposobnost fagocitoze
285

. 

Razlikuje se od ostalih endocitotskih mehanizama koji su ukljuĉeni u preuzimanje 

pojedinaĉnih nanoĉestica manjim vezikulama, što povećava interes za makropinocitozu 

kao mehanizam isporuke terapeutika u ćelije
285,286

.  

U ovom radu, inkubacija A375 ćelija melanoma u razliĉitim vremenskim intervalima, 

omogućila je praćenje sleda dogaĊaja od ulaska u ćeliju, kao i unutarćelijske sudbine 

ĉestica. Naime, ultrastrukturna studija je pokazala stabilnu adheziju SBA-15pSn ĉestica 

za ćelijsku membranu pre ulaska u ćeliju. Priroda interakcija izmeĊu nanomaterijala i 

bioloških sistema utiĉe na in vivo biokompatibilnost i toksiĉnost nanoĉestica
276

. U tom 

kontekstu, pokazano je da silanol grupe na površini mezoporoznih nanoĉestica silike 
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interaguju sa membranskim fosfolipidima i sa naelektrisanim proteinima membrane
288–

291
. Spontana fuzija lipidnih vezikula na staklu, siliki, i sliĉnim polarnim strukturama, 

bila je predmet opseţnog istraţivanja
292

. MeĊutim, postoji vrlo malo eksperimentalnih 

podataka koji se tiĉu ponašanja membrane na zakrivljenim površinama. Pokazano je da 

se uspostavljaju stabilne elektrostatiĉke interakcije izmeĊu zakrivljene površine silike i 

lipidnog dvosloja ako je površina silike u kontinuitetu više od 22 nm, tako da stres koji 

nastaje savijanjem lipidnog dvosloja moţe da se prevaziĊe velikim brojem interakcija 

izmeĊu silanol grupa i polarnih glava fosfolipida. Drugim reĉima, lipidna membrana 

prati topografiju supstrata na ovoj skali. U suprotnom, nepovoljna energija savijanja 

membrane u odnosu na adhezivnu energiju rezultuje lokalnim formiranjem pora
288,293

. 

Relativno velika spoljašnja površina krupnih SBA-15 ĉestica, podrazumeva da poseduju 

i veću energiju vezivanja dostupnu za povlaĉenje membrane ka površini nanoĉestice. 

Pored toga, zakrivljenost površine se smanjuje sa veliĉinom silika ĉestice, tako da je 

adhezija i umotavanje velikih ĉestica SBA-15 termodinamiĉki povoljnije, jer je energija 

savijanja membrane manja u poreĊenju sa manjim ĉesticama
294

. Vrlo verovatno da, 

ukoliko je savijanje membrane ćelija melanoma prilikom pasivnog ulaska SBA-15pSn 

ĉestica termodinamiĉki nepovoljno, ćelija poĉinje da formira filopodije kako bi preuzela 

adherirane ĉestice makropinocitozom.   

Postavlja se pitanje na koji naĉin ćelije prepoznaju razlike u obliku ĉestica i kako se one 

prevode u promene citoskeleta i efikasniji mehanizam preuzimanja. Progres dizajna i 

primene veštaĉkih ćelijskih mikrosredina i nanosredina, otkrio je izvanrednu sposobnost 

ćelije da prilagodi oblik i pokretljivost promenama u neposrednoj okolini
295

. Adhezivni 

kompleksi bazirani na integrinu koji su povezani sa aktinskim citoskeletom prepoznaju, 

ne samo biohemijski diverzitet vanćelijskog susedstva, već fiziĉke i topografske osobine 

ukljuĉujući rigitet, prostornu organizaciju i anizotropiju vanćelijskog matriksa. Ćelija 

oseća okolinu, odgovara na širok spektar spoljašnjih signala, integriše i analizira ove 

informacije, mnoge osobine koje se pripisuju inteligentnim sistemima. Kao rezultat, 

moţe da menja morfologiju, dinamiku i ponašanje
295

. Biološke aktivnosti komponenti 

adhezoma su dosta raznolike i obuhvataju adapterske proteine koji povezuju aktin sa 

integrinima kao i širok spektar signalnih molekula, ukljuĉujući kinaze, fosfataze, G 

proteine i regulatorne proteine
295,296

. Smatra se da ovaj model moţe da objasni razliĉit 

odgovor ćelija na varijacije nanomaterijala. Varijacije u obliku ĉestica, ćelije detektuju 
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na mestu kontakta sa membranom. Broj i prostorna distribucija ovih kontakata prevode 

se u informacije koje se prenose do malih GTPaza putem koji ukljuĉuje vezivanje GTP 

faktorom razmene guaninskih nukleotida ili inhibiciju aktivnosti GTPaze
277

.   

Dalje, nakon preuzimanja SBA-15pSn vidljivo je da su nanoĉestice uspele da napuste 

endozom  i da su ravnomerno distribuirane u ćeliji. PrerasporeĊivanje u svim ćelijskim 

odeljcima podrazumeva da se jedinjenje otpušta u ciljnim mestima delovanja. Idealan 

state-of-the-art nanosistem za isporuku lekova ima sposobnost bega iz endozomalnog 

odeljka i degradacije nakon otpuštanja terapeutika. Ove osobine mogu da se postignu 

funkcionalizacijom i podešavanjem veliĉine i morfologije ĉestica
297

. Lin i saradnici su 

pokazali da funkcionalizacijom  mogu da kontrolišu efikasnost preuzimanja MSN, kao i 

mogućnost bega iz endozoma. Manipulacijom površinskog elektriĉnog potencijala (zeta 

potencijal) izmeĊu dvostrukog sloja, pokazali su da MSN ĉestice mogu lako da pobegnu 

iz endozomalnog odeljka. Ovaj fenomen (engl. proton sponge effect) se moţe pripisati 

osmotskom pritisku koji produkuje velika gustina jona na površini MSN
169,298

. Tamanoi 

i saradnici su takoĊe zakljuĉili da internalizovani MSN mogu brzo da pobegnu iz endo-

lizozomalnih vezikula u citoplazmu, odupru se lizozomalnoj degradaciji, i na taj naĉin 

zaštite vezani lek od bioerozije
299

.  

Defekti u mehanizmima programirane ćelijske smrti predstavljaju fundamentalni aspekt 

biologije kancera. Ćelijski tip i tkivo imaju znaĉajan uticaj na rane faze tumorigeneze 

zato što razliĉita tkiva koriste razliĉite strategije za ograniĉavanje ćelijske ekspanzije. 

Za većinu tkiva, apoptoza je glavni mehanizam uklanjanja fiziološkog viška ćelija, koji 

postaje nefunkcionalan tokom progresije tumora
300,301

. Kada se govori o uspešnoj 

eliminaciji ćelija kancera nehirurškim putem, svi putevi vode do apoptoze. Većina 

citotoksiĉnih antikancerskih lekova u kliniĉkoj primeni danas, indukuje apoptozu 

tumorskih ćelija
301

. Paradoksalno, zahvaljujući onkogenom prajmiranju tumor je u 

poĉetku podloţniji indukciji apoptoze od normalnih ćelija. Ova uroĊena osetljivost je 

osnova postojećih antikancerskih terapija. Naţalost, inicijalna osetljivost genetiĉki 

plastiĉne tumorske ćelije vrlo brzo nestaje pod selektivnim pritiskom terapije. Evolucija 

tumora favorizuje usvajanje specifiĉnih puteva supresije apoptoze. Rezultat je ĉesta 

pojava hemorezistencije
300

. U skladu sa tim, u ovoj studiji je pokazano da je u osnovi 

citotoksiĉnog efekta Ph3Sn(CH2)6OH u slobodnoj formi i skladištenog u SBA-15, na 
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B16 i A375 ćelijskoj liniji melanoma, jednim delom indukcija apoptoze posredovana 

aktivacijom kaspaza. U brojnim studijama je već pokazano da je deo mehanizma 

delovanja organokalajnih jedinjenja indukcija apoptoze
143,144,182,302,303

. KaluĊerović i 

saradnici su pokazali izuzetan citotoksiĉni potencijal trifenilkalajnih(IV) kompleksa sa 

hlorido i karboksilato ligandima na pet humanih ćelijskih linija kancera
182

. Najaktivnije 

jedinjenje je indukovalo put apoptoze posredovan receptorima smrti na DLD-1 ćelijskoj 

liniji kancera kolona. U studiji Ott i saradnika, pokazano je da butilkalaj(IV) benzoati 

indukuju apoptozu u BJAB ćelijskoj liniji limfoma
144

. U tom smislu, autori smatraju da 

je butilkalajni(IV) fragment aktivna farmakofora, dok ligandi imaju sekundarnu ulogu u 

biološkoj aktivnosti ovih kompleksa
144

. Testirana organokalajna jedinjenja su snaţni 

inhibitori TrxR, što najverovatnije donekle doprinosi toksiĉnom profilu jedinjenja. Ipak, 

autori zakljuĉuju da je malo verovatno da inhibicija TrxR predstavlja glavni mehanizam 

delovanja ove grupe metalnih jedinjenja, s obzirom na izuzetno visoku citotoksiĉnost 

posredovanu apoptotskim mehanizmima. Pretpostavlja se da je oksidativni stres glavni 

medijator apoptoze indukovane organokalajnim jedinjenjima na ćelijskim linijama 

kancera
146

.  

Zatim, u ovoj studiji je pokazano da apoptotski odgovor ćelija melanoma upotpunjuje 

snaţna indukcija prevremene ćelijske senescencije, iako, barem po našim saznanjima u 

literaturi još uvek nema podataka da jedinjenja metala skladištena u SBA-15, indukuju 

senescenciju tumorskih ćelija. MeĊutim, ono što je ranije previĊano, je da tradicionalne 

hemoterapije ĉesto indukuju potentan senescentni odgovor
304–306

. U brojnim studijama 

je pokazano da oĉekivani apoptotski odgovor nakon hemoterapije i terapije jonizujućim 

zraĉenjem upotpunjuje snaţna istovremena indukcija senescencije
307–311

. Schmitt i 

saradnici su na mišjem modelu limfoma pokazali da hemoterapeutik ciklofosfamid 

indukuje senescenciju posredovanu tumor supresorima p53 i p16
INK4a

, koja korelira sa 

boljom prognozom  nakon hemoterapije u poreĊenju sa miševima koji imaju defekt u 

medijatorima senescencije
311

. Terapeutski pristup koji se zasniva na indukciji ćelijske 

senescencije predstavlja oblik ciljane terapije; deluje na specifiĉne puteve koji indukuju 

ireverzibilan zastoj u rastu tumorske ćelije. Kao i kod ostalih vidova ciljane terapije, ne 

moţe se iskljuĉiti mogućnost povratnih mehanizama. S obzirom na ireverzibilnu prirodu 

ovog procesa, ostaje da se utvrdi relevantnost tih mehanizama
305

. Koncept senescencije 

u terapiji se pojavio u proteklih nekoliko godina kao novi pristup. Ipak, za razliku od 
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terapija baziranih na apoptozi, ideja o strategiji indukcije senescencije u cilju terapije 

kancera doĉekana je sa skepticizmom zbog preovlaĊujuće dogme da imunski sistem ne 

uklanja senescentne ćelije, već ostaju deo tkiva. Danas se zna da je ćelijska senescencija 

fiziološki antitumorski odgovor kojim se tkivo suprotstavlja onkogenim promenama i 

predstavlja ne samo jednu od primarnih fizioloških mera inhibicije tumorigeneze, već je 

poznato da senescentne ćelije mogu da se uklone in vivo, putem uroĊenog imunskog 

odgovora
305,312,313

. Obilje podataka u literaturi ukazuje da je uloga ćelijske senescencije 

u zaustavljanju rasta tumora in vivo ranije potcenjivana, idući u prilog uvoĊenju pro-

senescentnog pristupa u terapiju kancera. Ćelijska senescencija je primarni odgovor koji 

onemogućava progresiju tumora u ranim fazama tumorigeneze, ali, moţe da predstavlja 

antikancerski mehanizam i u kasnijim stupnjevima razvoja tumora
305

. Genetiĉke lezije 

koje iniciraju tumorigenezu, kao što je aktivacija Ras signalnog molekula ili gubitak 

tumor supresora PTEN, promovišu senescenciju u primarnim fazama tumorigeneze
314

. 

Nasuprot tome, već je pokazano da kod oformljenih tumora, kao što su mišji modeli 

MYC-zavisnih tumora, indukcija senescencije predstavlja esencijalnu komponentu 

regresije tumora nakon inaktivacije onkogena. Naime, Wu i saradnici su pokazali da 

inaktivacija MYC onkogena rezultuje u izrazitoj indukciji antitumorskih mehanizama, 

ukljuĉujući senescenciju. Autori su identifikovali ovaj proces kao specifiĉni mehanizam 

suprostavljanja razliĉitim tipovima tumora, ukljuĉujući osteosarkom, hepatocelularni 

karcinom i limfom
315

. Prevremene forme ćelijske senescencije nastaju bilo aktivacijom 

onkogena (engl. oncogene-induced senescence, OIS)
316

 ili gubitkom tumor supresorskih 

gena, PTEN, VHL, NF1 i Rb
306

. Odgovor indukovan gubitkom tumor supresorskog gena 

PTEN (engl. PTEN loss-induced cellular senescence, PICS), predstavlja poseban oblik 

senescencije. Vrlo sliĉno senescenciji indukovanoj onkogenima, p53 ima vaţnu ulogu u 

PICS. MeĊutim, u ovom kontekstu povećanje ekspresije p53 posreduje prekomerna 

aktivacija mTOR. Indukcija senescentnog odgovora ciljanim delovanjem na PTEN je 

provokativna hipoteza koja se pokazala uspešnom u modelima in vitro i in vivo. Na prvi 

pogled, delovanje na potentni tumor supresor izgleda donekle riziĉno, zbog mogućnosti 

aktivacije PI3K signalnog puta. MeĊutim, privremena i selektivna inaktivacija PTEN u 

tumorskoj ćeliji indukuje senescenciju prekomernom aktivacijom PI3K/Akt/mTOR/p53 

signalnog puta
305,317

. Ovaj proces karakteriše permanentan zastoj u ćelijskom ciklusu, 

ipak, senescentne ćelije kontinuirano rastu. Ovaj paradoksalni fenomen ukazuje da su u 
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senescentnim ćelijama rast i proliferacija dva razdvojena procesa, regulisani razliĉitim 

mehanizmima
318

. Izlaganje humanih fibroblasta vodonik peroksidu je model sistem za 

ispitivanje mehanizama indukcije senescencije
319,320

, s obzirom da vodonik peroksid 

stimuliše aktivnost PI3K, koja reguliše ćelijski rast aktivacijom nishodnih efektora
321–

323
. Wang i saradnici su na istom model sistemu pokazali da aktivacija PI3K signalnog 

puta primarno reguliše ekspresiju senescentnog fenotipa humanih fibroblasta, uvećanje 

ćelija i ekspresiju SA-β-Gal
318

.    

Naši rezultati ukazuju da je inicijalna stimulacija PI3K signalnog puta najverovatnije 

odgovorna za indukciju senescentnog fenotipa B16 ćelija melanoma, nakon tretmana 

SBA-15pSn, dok je aktivacija melanogeneze posledica progresivne inhibicije ovog 

signalnog puta. Naime, poznato je da agensi koji povećavaju unutarćelijski nivo cAMP 

stimulišu sintezu melanina u ćelijama melanoma
324,325

, putem inhibicije PI3K signalnog 

puta
239

. Busca i saradnici su pokazali da je inhibicija PI3K i p70S6 kinaze ukljuĉena u 

regulaciju diferencijacije B16 ćelija melanoma. Autori su specifiĉnim inhibitorima ovih 

signalnih molekula stimulisali ekspresiju tirozinaze i dendritiĉnost ćelija melanoma, 

ĉime su imitirali efekat aktivacije cAMP signalnog puta na morfologiju B16 ćelija
239

. 

Veza izmeĊu PI3K puta i melanogeneze je kinaza glikogen sintaze 3β (engl. glycogen 

synthase kinase 3β, GSK3β). U B16 ćelijama, inhibicija fosforilacije Akt signalnog 

molekula, kljuĉnog efektora PI3K, aktivira GSK3β koja olakšava vezivanje MITF za 

promotor tirozinaze
326

. Iako mehanizmi u osnovi inhibicije proliferacije koji ukljuĉuju 

PI3K i p70S6 kinazu nisu u potpunosti razjašnjeni, smatra se da je finalni fenotipski 

odgovor ćelije deterrninisan integracijom nishodnih signala
238

. U tom kontekstu, u 

nekoliko razliĉitih studija je pokazano da aktivacija MEK/ERK signalnog puta stimuliše 

p38 MAP kinazu, koja zauzvrat indukuje akumulaciju inhibitora rasta i prevremenu 

senescenciju
233,234,237,238

. p38α MAPK koordiniše odgovor na mnoge stresne stimuluse 

ukljuĉujući reaktivne vrste kiseonika
327

. UV zraĉenje indukuje ekspresiju tirozinaze 

upravo putem p38 kinaze koja fosforiluje i aktivira USF-1, transkripcioni faktor koji se 

vezuje za promotor tirozinaze
328

. Za indukciju prevremene ćelijske senescencije kljuĉna 

je interakcija Raf/MEK/ERK i MKK3/6-p38 signalnih puteva. Aktivacija MKK3/6 i 

p38 zahteva aktiviran ERK. Na osnovu toga, definisana je linearna putanja koja 

podrazumeva sekvencijalnu aktivaciju puteva koji posreduju onkogenom aktiviranu 

senescenciju u primarnih humanim fibroblastima
237

. ERK ne aktivira p38 direktnim 



86 
 

putem. Naime, Nicke i saradnici su pokazali da MINK kinaza posreduje stimulaciju p38 

nishodno od Raf/MEK/ERK signalnog puta. Autori smatraju da ERK aktivira MINK 

mehanizmima koji ukljuĉuju  reaktivne vrste kiseonika. MINK kinaza zatim pozitivno 

reguliše aktivnost p38 kinaze putem MKK3/6, što vodi ka permanentnom zastoju u 

ćelijskom ciklusu. Autori na kraju rezimiraju da je zastoj u ćelijskom ciklusu rezultat 

sekvencijalnog signalnog puta koji podrazumeva aktivaciju Raf/MEK/ERK kaskade, 

koja vodi ka ROS-posredovanoj aktivaciji MINK i p38 stres kinaza
238

. Aktivirana p38 

MAPK reguliše ekspresiju gena, što rezultuje u akumulaciji p53 i prevremenoj ćelijskoj 

senescenciji
237

. Vrlo je moguće da pokazana produkcija ROS indukovana SBA-15pSn u 

B16 ćelijama, aktivira p38 koji posreduje prevremenu senescenciju ćelija melanoma. U 

prilog tome govori i ĉinjenica da je inicijalna inhibicija ERK1/2 prolaznog karaktera; 48 

h kada je zabeleţen porast slobodnih radikala i maksimum aktivacije p38, ovaj signalni 

put je ponovo aktiviran. Nasuprot tome, Ph3Sn(CH2)6OH kontinuirano inhibira ERK i 

p38, što ukazuje da je inhibicija proliferacije, koja na kraju ne vodi ka senescentnim 

promenama ćelija melanoma, regulisana drugaĉijim signalima. Jedinjenje u slobodnoj 

formi indukuje zanemarljivu produkciju pigmenta u B16 ćelijama melanoma, pokrenutu 

inhibicijom PI3K/Akt signalnog puta, koja nije dovoljna za znaĉajniju akumulaciju 

melanina u ovim ćelijama, što ukazuje da je p38 zapravo glavni regulator melanogeneze 

u B16 ćelijama, odnosno da integracija ova dva signalna puta odluĉuje krajnji rezultat. 

Inhibicija proliferacije predstavlja konzerviranu funkciju p38 na razliĉitim tipovima 

primarnih ćelija. Efekat p38 MAPK je posredovan negativnom regulacijom JNK (engl. 

c-Jun N-terminal kinase)/c-Jun puta
329,330

. Hui i saradnici su na modelu kancera jetre 

pokazali da p38 zaustavlja proliferaciju ćelija suprimiranjem ovog puta, i da je JNK /c-

Jun put kljuĉna nishodna meta p38 tokom tumorigeneze
329

. Inaktivacija ovog signalnog 

puta u primarnim i tumorskim linijama razvija senescentni fenotip ćelija, dok je bazalna 

aktivnost JNK esencijalna za spreĉavanje prevremene senescencije ćelija
331,332

. U ovoj 

studiji, rezultat integracije ushodnih signala je inhibicija JNK, koja se nalazi u osnovi 

citostatskog efekta eksperimentalnih jedinjenja. Dok je snaţna inhibicija ovog signalnog 

puta, posredovana aktivacijom p38, usko povezana sa senescencijom ćelija melanoma 

pokrenutom SBA-15pSn, ushodni signali koji vode ka tome su oĉigledno drugaĉiji za 

Ph3Sn(CH2)6OH. Ćelijska senescencija moţe da se odvija paralelno sa apoptozom kao 

globalni odgovor ćelije na stres. Kako je p53 regulator oba procesa, nije poznato zašto 
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neke ćelije umiru, a druge stare
311

. Zna se da je senescencija indukovana lekovima 

najizraţenija kada postoji apoptotski blok. To moţda ukazuje da senescencija sluţi kao 

rezerva apoptozi, što je vrlo vaţno za ćelijske tipove koji prirodno nisu skloni apoptozi 

ili u kancerima koji su stekli rezistenciju na apoptozu tokom evolucije tumora
311

.  

Transdiferencijacija senescentnih humanih ćelija melanoma u ćelije nalik Švanovim, 

pokazana u ovoj studiji, nagovestila je da SBA-15pSn moţda utiĉe na signalne puteve 

koji regulišu rano razviće melanocita. Naime, rekapitulacija fenotipa Švanovih ćelija 

vrlo je karakteristiĉna pojava za senescentne melanocite u nevusima. Ovi rani dogaĊaji 

diferencijacije predstavljaju taĉku razmimoilaţenja sa invazivnim ćelijama melanoma 

koje prate drugi put
207

. Oĉekivan rezultat u tom smislu je negativna regulacija Notch i 

Wnt/β-katenin puteva u A375 ćelijama melanoma, nakon tretmana eksperimentalnim 

agensima. Tkivnom organogenezom upravlja svega nekoliko evolutivno konzerviranih 

puteva, ukljuĉujući Notch i Wnt puteve
333

. Signalni put Notch receptora je konzerviran 

mehanizam ćelijske komunikacije, koji ima fundamentalnu ulogu u razviću metazoa. 

Iako je intracelularna transdukcija Notch signala jednostavna, bez sekundarnih glasnika, 

ovaj signalni put reguliše najrazliĉitije procese ukljuĉujući diferencijaciju, proliferaciju i 

apoptozu u svim fazama morfogeneze
334–336

. Predstavlja glavni mehanizam regulacije 

homeostaze melanocita i kljuĉnu komponentu ćelijskih interakcija izmeĊu keratinocita i 

melanocita
337–339

. Melanomi nastaju primarno iz epidermalnih melanocita, tako da je 

logiĉno da normalni i maligni melanociti dele kljuĉne puteve koji regulišu homeostazu, 

ukljuĉujući invazivni i migratorni kapacitet, koji je centralan za ćelije melanocitne 

linije
339

. Povećan  nivo Notch 1 proteina je detektovan u lezijama humanog melanoma i 

ćelijskim linijama melanoma u poreĊenju sa nevusima i melanocitima
340

. Aktivacija 

Notch signalnog puta povezana je sa progresijom humanog melanoma. Onkogeni efekat 

ovog signalnog molekula na primarnim ćelijama melanoma je posredovan β-kateninom. 

Povećanje ekspresije β-katenina nakon aktivacije Notch 1 signalnog puta, posreduje 

sticanje metastatskog potencijala RGP i VGP ćelija melanoma. Notch signalni put ne 

utiĉe na poĉetne korake metastatske kaskade - lokalnu invaziju i intravazaciju tumorskih 

ćelija. Pretpostavlja se da reguliše posebne molekule ćelijske adhezije i migracije koji 

su neophodni za ekstravazaciju  i rast ćelija melanoma na udaljenim mestima, na osnovu 

povećane ekspresije Mel-CAM  (engl. melanoma-associated cell adhesion molecule) 

adhezivnog molekula
340

.  
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Jedan od najvaţnijih signalnih puteva koji koordinišu promene u genskoj ekspresiji koje 

se odraţavaju  na ćelijsku adheziju i migraciju je Wnt signalni put
341

. Centralna figura 

ovog signalnog puta je β-katenin, transkripcioni kofaktor TCF/LEF faktora (engl. T cell 

factor/lymphoid enhancer factor), i adapterski protein u sastavu velikog proteinskog 

kompleksa ćelijske adhezije, koji povezuje kadherine sa snopom aktinskih filamenata. 

Wnt proteini predstavljaju vaţne regulatore proliferacije i diferencijacije ćelija nervne 

kreste. Najbolje okarakterisan signalni put Wnt proteina - Wnt/β-katenin (engl. β-

catenin-dependent Wnt signalling) put - direktno uĉestvuje u koordinisanju promena u 

morfologiji ćelija i signalima koji su neophodni za migraciju i invaziju
341,342

. Uloga β-

katenina u progresiji melanoma je kompleksna. Promene u Wnt/β-katenin signalnom 

putu utiĉu na formiranje i progresiju melanoma in vivo. Akumulacija β-katenina u jedru, 

potencijalni indikator aktivacije Wnt signalnog puta, zabeleţena je u pribliţno jednoj 

trećini metastatskih melanoma. Konstitutivna aktivacija ovog proteina, zajedno sa 

inaktivacijom tumor supresora PTEN i prekomernom ekspresijom 
V600E

BRAF, podstiĉe 

metastatsku progresiju u mišjem modelu melanoma. Wnt signalni put posreduje u 

kompleksnim ćelijskim interakcijama koje su neophodne za metastatsku progresiju, na 

osnovu ĉega je oznaĉen kao regulator metastaza u melanomu
46,343

. Ovde pokazana 

negativna regulacija β-katenin i Notch 1 signalnih molekula, ukazuje da morfološke 

promene A375 ćelija indukovane SBA-15pSn, koreliraju sa smanjenim metastastskim 

potencijalom ćelija melanoma. Definitivni pokazatelj diferencijacije senescentnih ćelija 

melanoma je gubitak ekspresije Okt-3/4 regulatora pluripotencije, nakon tretmana SBA-

15pSn, što je povezano sa transdiferencijacijom A375 ćelija. Direktno reprogramiranje 

diferenciranih ćelija u indukovane pluripotentne matiĉne ćelije (engl. iPSCs), postiţe se 

prekomernom ekspresijom Okt-3/4 transkripcionog faktora
344,345

. POU  homeobox 

protein Okt-3/4 (POU5F1) je kljuĉan za formiranje populacije pluripotentnih matiĉnih 

ćelija u embrionu sisara. Precizan nivo ovog proteina odreĊuje razvojni put embrionskih 

matiĉnih ćelija
346

. Smatra se da je u osnovi heterogenosti melanoma zapravo postojanje 

subpopulacije sa plastiĉnošću ćelija nervne kreste, zahvaljujući ekspresiji regulatora 

pluripotencije
347,348

. Migratorne i invazivne osobine agresivnih ćelija melanoma mogu 

da se odrţe zahvaljujući postojanju ćelija u kojima su reaktivirani elementi molekularne 

mreţe odgovorne za specifiĉno migratorno ponašanje nervne kreste
349

.  Pokazano je da 

prekomerna ekspresija Okt-3/4 markera pluripotencije povećava migratorni kapacitet 
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A375 ćelija kroz indukciju ekspresije gena koji su ukljuĉeni u prelaz iz mezenhimalnog 

u ameboidni fenotip pokretljivosti (engl.  mesenchymal-to-amoeboid transition, MAT). 

Ekspresija ovih gena je u korelaciji sa agresivnim fenotipom ćelija kancera, što sugeriše 

da je ameboidna pokretljivost karakteristika invazivnih ćelija
350

. Redukcija ameboidne 

pokretljivosti i sticanje izduţene morfologije umanjuje sposobnost tumorskih ćelija za 

metastatsku kolonizaciju, što oznaĉava da je ameboidno ponašanje ćelija efikasnije u 

uspostavljanju metastaza
251,351

. Posmatranje i analiza morfologije ćelija, kao i prisustvo 

karakteristiĉnih ćelijskih nastavaka, predstavljaju koristan naĉin za praćenje ćelijske 

pokretljivosti
352

. Naši rezultati pokazuju da je SBA-15pSn indukovao izrazito izduţenu 

ili mezenhimalnu morfologiju A375 ćelija, koja zavisi od polimerizacije aktina
353

. A375 

ćelije ne uspostavljaju  meĊućelijske kontakte, što je kljuĉno za migratorno ponašanje 

ovih ćelija. Cisplatina, sa druge strane, ne utiĉe na komunikaciju A375 ćelija. Iako je 

brojnost kulture smanjena nakon tretmana cisplatinom, preostale ćelije se grupišu, što 

omogućava njihov opstanak. Ćelije melanoma karakteriše lanĉani tip migracije, gde 

klasteri ćelija formiraju lance koje zapoĉinje prva invadirajuća ili gerilska ćelija. Dok se 

kreću, formiraju meĊućelijske kontakte (engl. tip-like junctions), tako da su mehanizmi 

komunikacije oĉuvani. Ovaj tip organizacije tumorskih ćelija koje migriraju, predstavlja 

vrlo efikasan mehanizam penetracije, karakteristiĉan za visok metastatski potencijal
352

. 

U mehanizmu delovanja leka redukcija migratornog ponašanja podjednako je vaţna kao 

i smanjenje rasta tumorskih ćelija, što podrazumeva kombinovane reţime ili lekove koji 

ispoljavaju delovanje na oba aspekta malignog fenotipa.     

U celini, rezultati ove studije pokazuju da inkapsulacija Ph3Sn(CH2)6OH u mezoporozni 

nanomaterijal SBA-15, suštinski menja antitumorsko delovanje citotoksiĉnog agensa. 

Nanomaterijal formira veštaĉki matriks koji ukotvljava ćelije kancera i pokreće signale, 

ĉijom integracijom se postiţe odgovor kompatibilan sa prirodnim procesom uklanjanja 

izmenjenih ćelija.  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJUČCI  
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U skladu sa postavljenim ciljevima studije i na osnovu dobijenih rezultata, izvedeni su 

sledeći zakljuĉci:  

1. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn smanjuju vijabilitet ćelijskih linija melanoma B16 

poreklom od miša i A375 poreklom od ĉoveka in vitro.  

2. [Ph3Sn(CH2)6OH] i SBA-15pSn inhibiraju rast ćelija mišjeg melanoma in vivo. 

3. A375 ćelije preuzimaju SBA-15pSn pasivnim putem i makropinocitozom.   

4. [Ph3Sn(CH2)6OH] indukuje apoptozu zavisnu od aktivacije kaspaza u obe ćelijske 

linije melanoma i inhibira proliferaciju preţivelih klonova, koji se nalaze u stanju 

mirovanja.  

5. SBA-15pSn indukuje apoptozu i prevremenu senescenciju B16 ćelija melanoma, 

praćenu ekspresijom markera diferencijacije, koja je povezana sa promenama u 

aktivnosti PI3K/Akt i MAPK signalnog puta.  

6. SBA-15pSn indukuje prevremenu senescenciju humanih ćelija melanoma; odreĊeni 

procenat senescentnih ćelija ispoljava osobine terminalno diferentovanih melanocita 

koje karakteriše fenotip ćelija nalik Švanovim.   

7. Morfološka transformacija A375 ćelija melanoma pokrenuta SBA-15pSn, korelira 

sa inhibicijom signalnih puteva koji regulišu migraciju i odrţavanje pluripotentnog, 

niskodiferentovanog fenotipa ćelija melanoma.  
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