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projekta „Molekularni mehanizmi fiziološke i farmakološke kontrole inflamacije i

kancera“ (br. 173013) finansiranog od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnološkog 

razvoja Republike Srbije. 
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najviše na tome što mi je bila veliki prijatelj svih ovih godina. 
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brizi i na savetima koji su unapredili ovu doktorsku disertaciju. 
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Analiza antitumorskog delovanja agenasa modifikovanih azot-monoksidom, 

sakvinavir-NO i GIT-27NO na kanceru kolona in vitro i in vivo

SAŽETAK

��� �������� �������-������
���� ���� 
����$
�� i inflamacije, s jedne strane i

karcinogeneze i progresije tumora, s druge strane, proistekla je ideja o upotrebi anti-

inflamatornih i anti-
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-viralnih lekova uz 
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$�� ��� ��� ���� �� �'���
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���� biološke iskoristljivosti, ozbiljne su barijere u 

razmatranju njihove primene u terapiji bolesti za koje inicijalno nisu namenjeni. Kako 

bi se prevazišla ���"��������� �'���
����� ��"����
/� ���
�������� �� 
"����
� �� 
���

poznato svojstvo azot-monoksida (NO) ����������
�������
�������������$
��������
�
�
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nivoima, anti-inflamatornom agensu VGX-1027 i anti-retroviralnom agensu sakvinaviru

(Saq) adekvatnom hemijskom intervencijom je dodata grupa dizajnirana da donira NO. 

Prednost novodobijenih jedinjenja GIT-27NO i Saq-NO nad poznatim nesteroidnim 

anti-inflamatornim agensima modifikovanim kovalentnim vezivanjem NO (NO-
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NSAID. Strukturna promena ova dva jedinjenja doprinela je njihovom snažnom

antitumorskom svojstvu, što je ���%���� �����
"� in vitro i in vivo studijama, uz 

�"������� ����
������ �� �������� ��=-27NO ili potpun�"� '��
���� ����
�����
 Saq-NO

tretmana.U ovoj studiji je po prvi put ispitano antitumorsko delovanje GIT-27NO i Saq-

NO in vitro i in vivo na modelu kancera kolona, jednog od najtežih formi maligniteta. 

Kako su oba agensa NO-derivati, definisana je uloga NO u njihovom antitumorskom 
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posredovan TRAIL molekulom. 



 

GIT-27NO i Saq-9&� �"������� 
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otpuštanja NO za antitumorsko delovanje ovih supstanci potpuno ����
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NO i konsekventno generisanog oksidativnog i nitrozativnog stresa, antitumorsko 

delovanje Saq-9&� �
��� ����������� ������%����"� ����
���
��� �������
/�

koncent��$
�����'���������'����
����4�6������
������$��������������=-27NO indukuje 

akumulaciju tumor supresora p53, promenu ravnoteže pro- i antiapoptotskih molekula i 
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Saq-NO rezultovao je trajnom inhibicijom proliferacije i smanjenjem metastatskog 

potencijala in vitro i in vivo4�(�����
�������'����
��"�����'������������Y-NO nalazi 

se snažna inhibicija fosforilacije ribozomalnog S6 proteina koja korelira sa prolaznom 

aktivacijom Akt, akumulacijom tumor supresora p53 i smanjenjem ekspresije ciklina 

D3. Za razliku od GIT-27NO, Saq-9&�����������������������������
�������
�������
���

kancera kolona na antitumorski imunski odgovor posredovan TRAIL molekulom, 
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��� ����� ���������

membranske ekspresije DR5 receptora i smanjenje nivoa XIAP.
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ispitivanja GIT-27NO i Saq-NO i trasiran ������������
�
��
"�
��
�
���
"����"����
/�

agenasa na pacijentima obolelim od kancera kolona.

�������	
���: kancer kolona, hemioterapija, GIT-27NO, Saq-NO, apoptoza, metastaze, 

S6 protein, TRAIL
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In vitro and in vivo evaluation of antitumor activity of NO-modified compounds, 

saquinavir-NO and GIT-27NO in colon cancer

ABSTRACT

Concept of using anti-inflammatory and anti-infectious agents in cancer therapy is 

based on a known relationship between inflammation and infection on one side and 

carcinogenesis and tumor progression on the other side. However, the problem of 

gastrotoxicity of anti-inflammatory and general toxicity of antiviral drugs, along with 

their low bioavailability, marks a strong barrier when considering them in therapies for 

which they were not initially intended for. In order to overcome the pharmacological 

limits of these compounds, nitric-oxide (NO) with its documented feature to neutralize 

toxicity of drugs on various levels was added to anti-inflammatory agent VGX-1027 

and antiretroviral agent saquinavir (Saq). The advantage of new compounds, GIT-27NO 

and Saq-NO, over known non-steroid anti-inflammatory agents modified by covalent 

binding NO moiety (NO-NSAID) is the absence of “carrier” molecule, which is 

responsible for genotoxicity of NO-NSAID. Structural change in these compounds 

resulted in potentiation of antitumor action, confirmed by numerous in vitro and in vivo

studies, along with reduced toxicity of GIT-27NO or complete loss of toxicity of Saq-

NO treatment.

In this study, antitumor potential of GIT-27NO and Saq-NO was tested in vitro and in 

vivo for the first time in colon cancer model, one of the most severe forms of 

malignancy. As both agents are NO-derivates, the role of NO in their antitumor action 

was defined. On molecular level, main intercellular events triggered by the treatment 

were determined. Finally, considering the importance of microenvironment for tumor 

growth and progression, the ability of GIT-27NO and Saq-NO to re-establish colon 

cancer cell sensitivity to TRAIL-mediated antitumor immune response was tested.

GIT-27NO and Saq-NO reduced the viability of mouse CT26CL25 and human HCT116

colon cancer cell lines, both in vitro and in vivo. The importance of NO release for 

antitumor action was quite different. While cell viability reduction under GIT-27NO 

treatment was due to accumulation of high intracellular concentration of NO and 



 

consecutively generated oxidative and nitrosative stress, antitumor action of Saq-NO

was not mediated by a release of quantitatively relevant amount of this free radical. 

GIT-27NO induced the accumulation of p53 tumor suppressor, changed pro- and 

antiapoptotic molecule ratio and triggered mitochondrial membrane depolarization 

which resulted in cell death via caspase-dependent apoptosis.

Opposite to GIT-27NO, Saq-NO treatment of colon cancer cells resulted in permanent 

inhibition of cell proliferation and reduction of metastatic potential, demonstrated in 

vitro and in vivo. Strong inhibition of ribosomal S6 protein phosphorylation that 

correlates with transient Akt activation, accumulation of p53 tumor suppressor and a 

reduction in cyclin D3 expression were found to be responsible for Saq-NO antitumor 

action. Unlike GIT-27NO, Saq-NO demonstrated the ability to reestablish colon cancer 

cell sensitivity to TRAIL-mediated antitumor immune response, canceling the resistance 

on both membrane and intracellular level by restoring the presence of DR5 receptor and 

reducing the expression of XIAP.

To conclude, this doctoral dissertation summarizes preclinical research of GIT-27NO 

and Saq-NO and sets the road for further clinical research on colon cancer patients.

Keywords: colon cancer, chemotherapy, GIT-27NO, Saq-NO, apoptosis, metastasis, S6 

protein, TRAIL

Research area: Tumor biology

Area of special interest: Immunooncology

UDC number: [615.276 + 615.281.8]:616-006.6 (043.3)



 

Sadržaj    strana

1. UVOD………………………………………………………………………… 1

1.1. Kancer kolona………………………………………………………………. 1

1.2. Incidenca i uzroci nastanka kancera kolona……………………………….... 3

1.3. Terapija kancera kolona……………………………………………………... 6

1.4. Prevencija kancera kolona…………………………………………………... 7

1.5. Antitumorsko delovanje azot-monoksida ........……………………………... 9

1.6. VGX-1027 i GIT-27NO…………………………………………………….. 10

1.7. Sakvinavir (Saq) i Saq-NO…………………………………………………... 12

2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA…………………………………………………. 16

3. MATERIJAL I METODE................................................................................ 17

3.1. Reagensi.......................................................................................................... 17

3.2. Rastvori........................................................................................................... 20

�4�4�6����������
��................................................................................................... 21

3.4. Eksperimentalne životinje…………………………………………………. 22

3.5. Primenjene metode………………………………………………………… 22

�4F4J4�=�
��
�
��$
������
��……………………………………………………....... 22

�4F4?4�&���%
�����������
����$����
���
�����
����
��…………………………..... 23

�4F4�4���
���"�����
���
/�kultura…………………………….................................. 23

�4F4�4�	����������$�����$
����
��
����������������
"�����
���
/��������................ 24

�4F4F4�#����$
���
���
�
��������
�����
�����
����������".......................................... 24



 

�4F4@4������
"���
���
����������$
�������
"���
��...................................................... 25

�4F4@4J4�:���
������
����'�$
�����............................................................................. 26

�4F4@4?4�:���
������������
���
/������...................................................................... 27

�4F4@4�4�!����$
���������������
��
/����
��.............................................................. 28

3.5.6.4. Detekcija aktivisanih formi kaspaza........................................................... 29

3.5.6.5. Merenje membranskog potencijala mitohondrija...................................... 29

3.5.6.6. Detekcija ������'
����������"����
������
�
�-oranžom.............................. 30

�4F4@4Q4�	����������
�
������������
����'�azot-monoksida.................................... 30

�4F4@4�4�!����$
������������
�����������$
��������
�
/��
����
��
/�

i azotnih vrsta............................................................................................... 31

�4F4@4�4�&���%
�����"�"���������������
���!�F���$������................................. 31

3.5.7. Priprema uzoraka i izolacija totalne RNK..................................................... 32

3.5.8. Reakcija reverzne transkripcije...................................................................... 33

�4F4�4�����$
����������'��"�����������������"���"���................................... 33

�4F4J�4�&���%
��������$�����$
��������
���"�����"����C��
��............................ 35

�4F4JJ4��"������������
����������%
��������
�
��������
��................................... 35

3.5.12. Imunocitohemijsko bojenje.......................................................................... 36

�4F4J�4�=���"������
����������
"���
���������������
.............................................. 37

�4F4J�4�#�����������
�
���������/��
����
����
��................................................. 38

�4F4JF4�#���
��������
�
�������"
'��$
���
�
���
������
���in vitro........................ 39

3.5.16. Indukcija kancera kolona i tretman životinja............................................... 39

�4F4JQ4������$
��������
/�metastaza kancera kolona................................................ 40

3.6. Analiza izobologramom.................................................................................. 41

�4Q4�����
��
�������������������...................................................................... 41



 

4. REZULTATI...................................................................................................... 42

4.1. Ispitivanje uloge NO-modifikacije u ostvarivanju antitumorskog delovanja     

GIT-27NO i Saq-NO......................................................................................... 42

4.1.1. GIT-27NO i Saq-NO sman�����
���
�
�������
������$����kolona                            

in vitro i in vivo............................................................................................... 42

�4J4?4�����
�
������'��azot-monoksida u antitumorskom delovanju 

GIT-27NO i Saq-NO...................................................................................... 45

�4?4����
�
�����"�/��
�"��������
��"��������
���
�
��������
������$���              

kolona tretiranih NO-modifikovanim agensima............................................... 51

4.2.1. Mehanizam u osnovi smanjen���
���
�
��������
�������
���
/���=-27NO..... 51

�4?4J4J4���=?Q9&�
�����������������H>=JJ@�
�>=?@>C?F����
��..................... 51

4.2.1.2. Tretman GIT-27NO dovodi do akumulacije tumor supresora p53.......... 54

4.2.1.3. GIT-27NO remeti ravnotežu pro- i anti-apoptotskih molekula                             

i dovodi do kolapsa membranskog potencijala mitohondrija 

>=?@>C?F����
��....................................................................................... 55

4.2.1.4. GIT-27NO indukuje apoptozu zavisnu od aktivacije kaspaza................. 57

4.2.2. Mehanizam antitumorskog delovanja Saq-NO............................................ 59

4.2.2.1. Saq-NO ne smanjuje vijabilitet kancera kolona indukcijom

���ijske smrti................................................................................................ 59

4.2.2.2. Saq-9&��������
�/
�
�������
����$
������
������$����������...................... 61

4.2.2.3. Saq-NO smanjuje metastatski potencijal ���
������$����������                          

in vitro i in vivo.......................................................................................... 62



 

4.2.2.4. Saq i Saq-9&�����
�
�����'��
����������
���
�����-translacionu               

modifikaciju proteina bitnih za inhibiciju proliferacije i smanjenje 

"����������'������$
��������
������$����������4....................................... 67

4.3. Ispitivanje uticaja GIT-27NO i Saq-NO ���������
�������
������$����              

kolona na antitumorski imunski odgovor posredovan 

TRAIL molekulom........................................................................................... 72

4.3.1. Saq-9&������������
����H>=JJ@ ���
���������
��"����
�imunski              

odgovor posredovan TRAIL molekulom....................................................... 72

4.3.2. GIT-?Q9&������
������
����$
���H>=JJ@����
���������������

pokrenutu TRAIL molekulom........................................................................ 75

5. DISKUSIJA...................................................................................................... 77

6. Z��������.................................................................................................... 95

7. LITERATURA................................................................................................. 96



 

1. UVOD
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1.1. Kancer kolona

Kolon anatomski pripada debelom crevu i predstavlja mesto na kome dolazi do finalne 

������$
�������
����
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"��������������'��
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�'��%��� ��� F� �������� "������ ����� '����� ��
������ ���
���� muscularis mucosae,

submukoza bogata krvnim sudovima, "
�
��
����� zadužen za pravilno kretanje hrane 

kroz trakt i poslednji sloj - seroza (slika 1) (Ross i Pawlina, 2006).

����	��	�
�	!�"	�����	

(Preuzeto sa internet stranice http://www.hopkinscoloncancercenter.org)
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�� ���� ���
�� ���
� ������ �� "����
� ���
��� ?;� �Markowitz i 

Bertagnolli, 2009, Leslie i sar., 2002). !��������
������
������
'������"����
�kolona 

su u malom broju prisutni i prekancerozni polipi – 
�����
������"��
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� ��

adenom (slika 2) (Leslie i sar., 2002). Kod osoba-���
�$�� �����%��
/� "���$
�� u

����%��
"�'��
"�������
/�����
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�������$������������
�
$
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/�

������$�����
/� ���
��� ��� ������� ��
� �Markowitz i Bertagnolli, 2009; Haggar i 

Boushey, 2009).
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Slika 2. Razvojni put kancera kolona 

(Preuzeto sa internet stranice http://www.hopkinscoloncancercenter.org)

Adenom ima tendenciju sporog ������
�"��������
��
������$��
���������'���������������

�����"��������'���������"��
'�
����- karcinom (Haggar i Boushey, 2009; Leslie i sar., 

2002)4��
�
�����'���
���������$
��"�����
���?;������������
�
��"������"��
���"���"�

njegovog rasta u kolonu (Shinya i Wolff, 1979)4� ���
��� ���$
��"�� ��� 
���
�
��'�

fenotipa i sposobne da prodru u dublje slojeve zida kolona gde se nalaze limfni i krvni 

sudovi, ������ ���
/� �����
����� �
"���� ������ 
�
� ��������� ��'���, kao što su jetra i 

�������Haggar i Boushey, 2009).

Radi odabira adekvatnog terapeutskog pristupa vrši se rangiranje uznapredovalosti 

kancera kolona po precizno definisanim stadijumima. Stadijumi s������%�����������"��

��
�
�
���"�����������"����"������
����
���������"��
���"�������������
���������
�����
�

���"�������
�������
"����������
������������'�����Wolpin i Mayer, 2008). Stadijumi 

����%��
"�������'����
��
��������������
��������������'���
�e tumora jasno korelira sa 

��������"� ������ "�����
����� �� ����
���� ��� F� '��
��� ��� �������������� �
��'����� –

ukoliko se kancer nije raširio van kolona stopa preživljavanje je 90 %, dok ta stopa pada 

��� ����������
/� J�� �� ����
��� ��� ���$��� "�������
���� �� ��uge organe (Haggar i 

Boushey, 2009).
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1.2. Incidenca i uzroci nastanka kancera kolona

(�$������������������������$
�
������?�����
/�������������$�������������$����������

(Haggar i Boushey, 2009). Sa skoro istom incidencom se javlja kod muškaraca i žena, i

�����
� ��� ��� 
����"� ���'�"� "����� 
��� ����� ������ ���� ������ �"��
� ������ �������

maligniteta (Haggar i Boushey, 2009; Wolpin i Mayer, 2008). Samo kod 5-10 % 

������
/� ��� ������������ �����%���� "���$
��� ����� ��� 
/� ����
����
����� ��� ���
����

kancera kolona, d������������
�����
������������
���������������Haggar i Boushey, 

2009)4� 6��� 
� ���� ���'
/� �
���� ��"����� �����
� ������� �
�
��� ��� ���
������ ���$����

kolona jeste starost – ���� ��� �� ������
/� ��� ����
��� ��� F�� '��
��� �Haggar i Boushey, 

2009; Boyle i Leon, 2002)4�	�%��
"���������������
������������
��
����������$����������

jeste da u njegovom nastanku važnu ulogu imaju faktori spoljašnje sredine. To 

����%���� ������� ��
��"
������� ����
��� ����� ��� ��������� ��� ��� ������
� ��
���"���

�
���
��$
�����'��
������$�����
��� ��� 
�$
���$������������������
���
"���"���"������

takozvanim „zapadnom“ kulturom i stilom života (Haggar i Boushey, 2009; Boyle i 

Leon, 2002; Le Marchand i sar., 1997). Tako, na primer, migranti iz zemalja koje imaju 

nisku incidencu kancera kolona (poput Japana) prelaskom u zemlje visokog rizika 

�����
������ :"��
���� !����;� �������� ������ ���������� ���� �������� ������
����

(Haggar i Boushey, 2009; Takachi i sar., 2011; Boyle i Leon, 2002). Pod „zapadnim“ 

���
��"���
�����������"������ � 
�/������������
����������
���
"�"���
"��
�$���
"�

"���"�� �� ����� ��� 
�����"���� �
��"����� �� ����"� ���� 
� ������� ���
"� ������� �����

��
��� ������ "������ �
�
���� ���
����
�� ���� 
� �����"����� �����"�$
��� ����/���� 
�

cigareta (Haggar i Boushey, 2009; Le Marchand i sar., 1997). Smatra se da bi izmena 

�
/� ��
��� ������ ��� �"�������� 
�$
���$�� ���$���� ������� ��� ���� Q�� �� �Haggar i 

Boushey, 2009).

Postoje osobe kod kojih su, i pored zdravih životnih navika, rizik i incidenca 

����������� ��� ���$���� ������� 
�
$
������ 
���
4� ���� ��� �� ljudima koji su oboleli od 

inflamatorne bolesti creva, ulcerativnog kolitisa ili Kronove bolesti, kod kojih je rizik 

�����������?���������������������������������$
����Haggar i Boushey, 2009, Bernstein 

i sar., 2001)4�����������
�
���������
$�����/���
��� inflamacije digestivnog trakta, koja 

���"�
������������"���$
�������
������������
���
"��
�������
��������������"
���
/����
���

(Monteleone i sar., 2012; Shacter i Weitzman, 2002; Bernstein i sar., 2001). Pored 
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inflamatorne bolesti creva i latenta virusna 
����$
������������������
�
��������������

kancera, direktno – �����
�"���$
���� 
�
� 
��
�������– '����
���
�/���
��
� 
����"�����
�

odgovor (Chen i sar., 2012; Laghi i sar., 1999).

Kao što je prethodno spomenuto, 5-10 % obolelih imaju naslednu bolest, odnosno 

���%����'��������"���$
��������
/�����
����
���������
���������$������������Haggar i 

Boushey, 2009). Kako je karcinogeneza višetepeni proces akumulacije mutacija u 

����'��
"��� ��"��� ����������
"� '��
"�� 
� ����
"�� '���"��� ���� 
� ��
'������
/�

promena, ���
�$
� �
/� "���$
��� ��� ��� ��%����� ������ ��
��� ��� ���
������ ���$
��"��

(Markowitz i Bertagnolli, 2009; Hanahan iWeinberg, 2011; Dixon i Kopras, 2004)4�����

je o familijarnoj adenomatoznoj polipozi, kod koje je mutiran gen za tumor supresor 

APC�� 
�C
��� �
����"���������
��"�������������"������
�����"����$����������������

����'� "���$
��� ��'�%���� '���� ���������� �� ������$
��� !96�� MLH1 and MSH2

(Markowitz i Bertagnolli, 2009; Cunningham i sar., 2011). Dodatne mutacije su 

neophodne za malignu transform�$
���� 
� ���� ��� ���� ��
��� ���$���� ������� ������� ��

onkogenu KRAS i genu za tumor supresor TP53 (slika 3) (Smith i sar., 2002).

����	#�	$��%����	"�&���	�	'
�&
����	��%�
	�����

:�>� ��� ��"��� ��������� �
�
� ��� '��� "��
���� ���� bolesnika sa familijarnom 

adenomatoznom polipozom����������'����
���������������
�����"���
�������
�����������4�

godine skoro 100% njih razvije kancer kolona (Markowitz i Bertagnolli, 2009; Smith i 

sar., 2002)4� :�>� ��� ������ ���
�� ������"� ���
����� �����
� ��� �������� ulazak 

���"���
/���
����
/����
�����������������"-karcinom progesiju (slika 3) (Smith i sar., 

2002)4� &��� ��"��� ��������� ��� ���� ��"������� ���
� ��'��
��� ���������
�� �-katenin 
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�����������
� '�� ��� ��������"����� ��'����$
��� �Aberle i sar, 1997; Liu i sar., 2002).

Kao rezultat mutacije u genu za APC��'��
������
���"���������-katenin, koji stimuliše 

����
����$
��� ��
����
/� ���
��� 
� 
�������� ��
/��� ���"���� �����
��� u mezenhimalni, 

daleko invazivniji tip (Smith i sar., 2002; Kim i sar., 2002; Brabletz i sar., 2005).

KRAS je onkogen, deo Raf/RAS/MEK/ERK signalnog puta (Downward, 2003; Chong i 

sar., 2003), koji se nalazi mutiran u 37% kancera kolona (Markowitz i Bertagnolli, 

2009; Smith i sar., 2002)4� ���� ��� �� �=���
� ����� /
����
��"� �=�� �� �!�� ��'��
���

integritet ���
����'�$
���������������
����$
������
�����
�����$
��$
������/��
����"
'��$
���
�

apoptozu (Downward, 2003; Chong i sar., 2003). Mutacijom se GTPazna funkcija gubi, 

������ ��'�� ���
��� �������� "����� ������
�� ��� ����������� �
'������ �������'�

proliferativno'������$
�����
�����
���
����
����
����;��Smith i sar., 2002; Downward, 

2003; Fang i Richardson, 2005).

Smatra se da je mutacija u genu za TP53 ����
���'�%�������"��
'����
����$�����������

odgovorna za prelazak adenoma u karcinom (slika 3) (Baker i sar., 1990; Smith i sar., 

2002)4� ���� ��� �� ��"��� ����������� "���
����$
������"� �����
���� �
�
� �
�� �������
���

��������� ������ ���� ��'���� ��� �������� �
���$
���� ������ ���������� !96� 
�
� ����"������

"������
�"�� ���
��4� ��������� ��� ��� ������
� ���'���
��� ���
����'� $
�lusa u bilo kojoj 

���
����
����������������������������
�����������������
���
�
����������
�� da pokrene

�����������'��"
����� ���
����� �"��
� ��������"�(Kastan i sar., 1995; Sionov i Haupt, 

1999; Green i Evan, 2002). Gubitkom funkcionalnog p53 molekula mutiranjem 

���'��'� '����� ���
��� �������� ��������
�� ��� ����������� �
'������ ������� 
���
�
��'�

�����
���
�������������
��������������������/�"
���������
��������
��������������
"�����

nikada nije susrela (Muller i sar., 2011; Golubovskaya i sar., 2010; Lai i sar., 2012).

��� ���
���"�� ���� ��� ����������"� '����skom modelu, akumulacija u navedenim 

genima (APC, TP53, KRAS) je odgovorna za tranziciju od hiperproliferativnog epitela 

do adenoma i karcinoma (Smith i sar., 2002; Samowitz i sar., 20074�(�"�%���"�������

detektovane brojne mutacije u drugim genima, kao na primer u TGF-�, PTEN i EFGR 

(Markowitz i Bertagnolli, 2009; Grady i Markowitz��?��?;����'���'�� ����������� ������

������������
����'��
������$�����������"�������
�
�������
�
�
/��genetskih scenarija“.
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1.3. Terapija kancera kolona

9���������
���������
����
�
����
�����"�����
����
'�
"�"�'���������
������$�����������

postala je praksa da se prilikom kolonoskopije uklone sve, a ne samo prekancerozne 

hiperproliferativne izrasline (Shinya i Wolff, 1979; Cohen i Waye, 1986; Buess i sar., 

1988)4�	�%��
"������
��� ��� ��"���prodro u dublje slojeve zida, neizbežna je hirurška 

intervencija ukljanjanja kolona (Cunningham i sar., 2010). Pored hirurške intervencije, 

pacijenti se podvrgavaju hemioterapi�
� ��� $
���"� ��
"
��$
��� ��������
/�� �����
/� ���
���

���$���� 
� ����������� ���'���
��� ��"���� �Cunningham i sar., 2010). Postoji relativno 

"��
� ����� �������
/� /�"
���������
��� ��� �������� ���$���� �������� �
��� ��� ������������

uslovljena stepenom progresije tumora (Wolpin i Mayer, 2008, Cunningham i sar., 

2010; Markowitz i Bertagnolli, 2009).

Florouracil (5-FU) je antimetabolit koji se standardno koristi za tretman uznapredovalog 

kancera kolona, kao i prilikom njegovog relapsa (Grem, 2000; Longley i sar., 2003). 5-

FU je fluoropirimidinski analog koji se u organizmu konvertuje u brojne aktivne 

metabolite poput 5-fluoroksiuridin monofosfata, koji se umesto uracila �'��%���� u

iRNK i inhibira njeno procesovanje (Ghoshal i Jacob, 1994) ili 5-5-fluoro-2' 

deoksiuridin-5'-O-monofosfata koji inhibira enzim timidilat sintazu što rezultuje 

deplecijom TTP, konstituentom DNK molekula (Johnston i sar., 1995). U osnovi 

antitumorskog delovanja 5-�(� ������ ������������� ���'���
��� ���
����'� $
������ 
�

������
����
����$
�������������Grem, 2000; Longley i sar., 2003).

6�������
��
���� ��� ���$��� ������� ��� ���'��� ���%���� ���
����$
��� ��� �����$
�����
�

hemioterapeutik cisplatinu (Sergent i sar, 2002)4� ���'�� ��� �� ���'��"� �������� ���
��
�

����
���
���"��������������'�����$
���– �����
����
�4������������"�����������
������;����

J�?��
�"
��$
���/������"�
�����
'����"����������"��������������"�'����"��Graham i 

sar., 2004)4��������������������
����
����������������
���������������
����'�$
��������

'����
���
� 
����- i inter-�������� Pt-DNK umrežavanja, što rezultuje inhibicijom 

�������
�$
���
�!96�����
��$
��������
�
����$
��"����
������"��
��Graham i sar., 2004).

Irinotekan hlorid je alkaloid izolovan iz ekstrakta azijskog drveta Camptotheca

acuminata. U organizmu se konvertuje u aktivni metabolit, 7-etil-10-hidroksil-

��"�����$
��� ���
� 
�/
�
��� ���
����� ����
��"������ ��� ����
�
���
� ���'�� ��"������ ���
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!96� "�������"4� ������
���� �����
� ��� ����
��� !96� ���$��� 
�/
�
$
��� ����
��$
��� 
�


����$
�����������4�:'������������������������
�������stvo ostvaruje samo kod aktivno 

����
���
���
/����
����Mathijssen i sar., 2011; Chabot, 1997; Rothenberg, 2001).

U terapiji kancera kolona koriste se i rekombinantna monoklonska antitela koja mogu 

direktno ili posredno uticati na progresiju tumora.  Cetuksimab je komercijalni naziv 

antitela na receptor za epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor receptor, 

EGFR;� ���
�� ��
����"� ��� ���������
���
� ��"���� �������� ���'��� �
"��
��$
��� 
�

���"
�������
'������������
����$
�����"���������
����Wolpin i Mayer, 2008; Cunningham 

i sar., 2011). Bevacizumab je komercijalni naziv antitela na vaskularni endotelijalni 

faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF;�� ����� �������� ���'���

��
����������$������
��
"�����
�/
�
�������'
�'��������"�����Markowitz i Bertagnolli, 

2009; Wolpin i Mayer, 2008; Cunningham i sar., 2011).

��
"�����
� �����
������� ������
� �'���
� ��������� ����"��� ��
���� ��� ��� �������

��"�
�����������
����������������������������������$����������4�9����������"�
��$
���

su FOLFOX (redukovana folna kiselina, 5-FU, oksaliplatin), FOLFIRI (redukovana 

folna kiselina, 5-FU, irinotekan hidrohlorid) i FOLFIRI sa Bevacizumabom (Wolpin i 

Mayer, 2008)4�	�%��
"���
����
$������������������������"�
��$
���/�"
���������
���

����
������ �� �������� �����������
/� ����
��"�� ���$���� ������� ���� ��
/��� ��
"����

����
���
� ��� ��������� �
��� ��$
������� �� �����
 ��� ��� �������� �����
"� 
� ����
"�

neželjenim dejstvima, ozbiljno degradiraju kvalitet preostalog vremena života 

(Abraham i sar., 2013).

1.4. Prevencija kancera kolona

)����
����������������
�������������������������������������
��"����������������$����

ko����� ��� ��
���� ������ �����
�
� ��'�� ���
�
4� ���
���� 
�/������ ������ �
����� ��
����

redovne provere prisustva krvi u stolici i kolonoskopija nakon 50. godine života, 

�����������������$
���������������$���������������������'������������$
�����������
�

Collins, 2011; Haggar i Boushey, 2009)4� 6��� ������ ��� ������
"� �
�
��"�� ���� ��

�������� ����/����� ��"����
/� ������ ��� 
����"������"� �������� $���� 
�
� ��"
�
�����"�
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�����"������"� ���
����"�� ������ ����
/� ������� ������� �������� ������
� ������

hemioprevencije – uzimanja agenasa sigurnog farmakološkog profila sa ciljem 

����������
�
�����'�����"�"�����������������$������������Cooper i sar., 2010). Tako 

��� ��������
� �����
/� ��
��"
�����
/� ����
��� ��'��
���
� ��� ������� ����� ������ �
���
����

kalcijuma, vitamina D i antioksidanasa (vitamin A, vitamin C, vitamin E, selenijum i �-

karoten) može prevenirati nastanak kancera kolona (Cooper i sar., 2010;. Huncharek i 

sar., 2009; Ströhle i sar., 2005).

9�����
���� ������ ���������� ���� /�"�������
�
� �'���
� ����
'�
� ��� �������
��
� ���
-

inflamatorni lekovi (engl. non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAID), poput 

aspirina ili inhibitora ciklooksigenaze-2 (COX-?;�� �
��� ��� ��
"���� �����������

smanjenjem in$
���$�����$������������������F�����Kraus i sar., 2013; Tinsley i sar., 

2013, Gwyn i Sinicrope, 2002). Pretpostavljeni mehanizam hemiopreventivnog, ali i 

direktnog antitumorskog delovanja NSAID jeste inhibicija COX-?� �
��� ��������

aktivnost promoviše stanje inflamacije, nastanak ali i progresiju kancera kolona 

(Markowitz i Bertagnolli, 2009; Kashfi, 2009; Wu i sar., 2004; Wang i Dubois, 2010).

	�%��
"�������$
��������������������"�'���������
�����
�����
������������
���'�������"�

uzimanju NSAID, predstavlja ozbiljnu barijeru za njihovu upotrebu, ne samo kao 

/�"
�������
�
/� �'������� ��� 
� ���� ����'��
���� ���
�
���
��� 
� ���
-inflamatornih 

agenasa (Gabriel i sar., 1991, Hernández-Díaz i Rodríguez, 2000). Sa ciljem 

prevazilaženja ovog problema, NSAID su modifikovani kovalentnim vezivanjem 

/�"
�����'����������������
�����"�azot-monoksida (engl. nitric oxide, NO) simulirati 

������� ������'����
���� ��������� ���
����
� $
������
'������� 
� �
"�� ����
���
� ��������

����������"������ �Brzozowski i sar., 2000; Uno i sar., 1997). Kod ove velike grupe 

NO-9�:�!�� ����
������ ��� ������� �"������� 
� ���� ��� ���� 
����������
��� – došlo je do 

osnaživanja antitumorskog potencijala koji se ogleda u sposobnosti modifikovane forme 

da pri znatno nižim dozama od parentalnog agensa smanji vija�
�
���� ���
��� ���$����

(Rigas i Williams, 2008). Smatra se da je otpuštanje visokih koncetracija NO odgovorno 

za osnaživanje antitumorskog delovanja NO-9�:�!�� �����
� ��� ��� '����� ����� ���
���

9&����
���������
�����������
/��������������������
�
�
/�jedinjenja (Rigas i Williams, 

2008).
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1.5. Antitumorsko delovanje azot-monoksida

Azot-monoksid (NO) ��� �������
� ���
���� ������'� �����
���� ���
� ��������� �� �����
"�

�
�
�����
"� 
� ��������
"� ���$��
"�� ���$/��� 
� ���4�� ?��Q;4� (� ���
�
� �������� �� ����$
�
�

oksidacije L-arginina do L-citrulina koju katalizuje NO sintaza (NOS) (Chen i sar., 

1998; Pacher i sar., 2007; Mocellin i sar., 2007). Po nastanku, visoko reaktivni NO 

"���������$
������
�����'���
����
���������
"��
�"������
"������"���"��
��������
�
�

ali i u ������
"� ���
��"��� �����
� ��� ���"������ �
�������� ����� "�"������ 
� ��� �
���

�'���
�����������
���� �
'���-receptor interakcije (Mocellin i sar., 2007; Pacher i sar., 

2007)4�=���%�������������
���9&����'����������������
����
"�"���������
"��
����
��"�

i/ili sup�����
��
"�������"����
���"����������
����������
���������
�
��
��
��
����
��

drugih produkata oksidacije koji, zavisno od prostorno-vremenske lokalizacije i 

���$�����$
���� ���� 
� ��� ���������
� ��"�� ���
��� 
� ������ "
�������
���� "�'�� �
���

"����
���
� ���
��ke procese ili generisati stanje oksidativnog i nitrozativnog stresa 

(Mocellin i sar., 2007; Pacher i sar., 2007; Hickok i Thomas, 2010).

Ezgogeno dodat ili endogeno produkovan, NO prisutan u visokim, mikromolarnim 

���$�����$
��"�������������
�
���
�
�������
������$�����	�$���
��
����4��?��Q���
�'/�
�

Gupta, 2011; Huerta i sar., 2008;4� (� ����
� $
������
���'� ��������� 9&� ��
���
� ���

�����
����������
���
���'�%��
4���
�
���
"����$�����$
��"��9& dolazi do promena na 

!96� "�������� ������ ���"
��$
���� �����
$
������������
���� ���
��$
��� 
� �����������
/�

����
��� ���
�� ����
��� ���"������ ����$
��� ���
��� ��� 
/� �����
�� ���������� 
����$
��"�

njene smrti (Mocellin i sar., 2007)4� &��������
� !96�� 9&� ����
� ��� �������a nivoa 

��"��������������F������
��������
������������
�$
��
��������"������
���������
������- i

antiapoptotskih proteina u smeru pokretanja apoptotske kaskade (Lancaster i Xie, 2006; 

Mocellin i sar., 2007)4� &�
����� ��� 
� ��� 9&� "���� ������
� �
�� � �F�� ����eina 

stabilizacijom preko takozvane fosforilacije indukovane NO (Mocellin i sar., 2007; 

Brüne, 2003). Poznato je da inaktivacijom jing jang 1 (engl. ying yang 1, YY1)

��������
�$
���'����������9&�����
��������������������
���������$���������
���
����
���

kancera osetljivom na apoptotske signale iz spoljašnje sredine (Mocellin i sar., 2007).

NO i direktno i indirektno inhibira aktivnost protumorskog  transkripcionog faktora NF-

�)� �Marshall i Stamler, 2001; Reynaert i sar., 2004)4�  ������
� ��� ��� $
��/��"� $�

o��
������ 9&� 
�/
�
��� ���
����� �
������� ������ ��'�� �����
� ��� �"�������� "�"�������'�
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�����$
�����"
��/����
������������������
������������$
��/��"��$�
��"�%�"�"�������'�

�������������������'�%������
"������
������������������������������������������
���
"�

stimulusom (Mocellin i sar., 2007; Pacher i sar., 2007).

Azot-"�����
�� ����%�� �
�
� "
�������
��� ��"���� "����� �'������
"

"�� "����"4�

��
"��
��� ���
��"���������
����� ���
�����
����
/���
$�� �Cifone i sar., 2001) ali i sam 

��������������
��"�����"�
"�����"���govoru: aktivirani makrofazi ubijaju tumorske 

���
��� ����������
� 
����� ���$����$
��� ��'� ��������'� ���
����� �Hibbs i sar., 1988; 

Albina i Reichner, 1998). =���%��� �"����� ��� ��� 9&� ���������� ��� ������� /�����$
���

predstavlja osnovni nivo odbrane od metastaziranja kancera u ovaj organ (Fukumura i 

sar., 2006).

1.6. VGX-1027 i GIT-27NO

(S,R)-3-fenil-4,5-dihidro-5-
��������� �
������� �
���
��� � �¡-1027) je sintetsko 


"���"����������� ���
������� ����� ��� �� ������
�
��
"� ����
��"�� ��
������ ����������

pojavu i �����
���� ���������
/������
/� 
�/���
��
/� 
����"�����
/�������
� �Stojanovic i 

sar., 2007; Stosic-Grujicic i sar., 2007). Za razliku od funkcionalno srodne grupe 

jedinjenja NSAID, koji pokazuju skroman antitumorski potencijal (Chan, 2002), VGX-

1027 i u naj��
"� ��
"�����
"� ����"�� �
��� ��������� 
���
�
���� ���
��� ���$����

(Maksimovic-Ivanic i sar., 2008; Mijatovic i sar., 2008, 2010; Donia i sar., 2009). Iz 

podatka da NO-NSAID superiornije od parentalnih jedinjenja redukuju vijabilitet 

��"����
/� ���
��� ���
�ašla je ideja da bi modifikacija VGX-1027 azot-monoksidom 

mogla rezultovati sticanjem antitumorskih svojstava. Tako je, kao rezultat stukturne 

promene VGX-1027 kovalentnim vezivanjem grupe koja donira NO, nastalo 

kvalitativno novo jedinjenje GIT-27NO (slik�� �;�� �
�� je antitumorsko delovanje 

pokazano in vitro i in vivo ��������
"����
���
"��
�
��"����"�����	���
"�
$-Ivanic i 

sar., 2008; Mijatovic i sar., 2008, 2010; Donia i sar., 2009). GIT-27NO je zavisno od 

��������
��
������
�����"�����
���������������������
�
���������������������
�
����
�����

smrt autofagijom (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008; Mijatovic i sar., 2008, 2010; Donia i 

���4��?���;4�������"������'�������������������
������������������"���"����
/����
���
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�����
� ��� ���� ��
"������ �� �����
���
� ��������
"� ����"�� ������� "����� ����
���� ���

��
"����������������"
���������
����	���
"�
$-Ivanic i sar., 2008).

Slika 4. Reakcija modifikovanja VGX-1027

(Preuzeto iz Maksimovic-Ivanic i sar., 2008)

Kako je kod  GIT-?Q9&�'�������������
���9&��
�����������������������������������

za parentalni agens, on predstavlja novi tip jedinjenja modifikovanih sa NO 

(Maksimovic-���
$� 
� ���4�� ?���;4� =���%��� ��� ����
��� ��� 9&-���
�
���� �
�
���'�

predstavnika iz grupe NO-9�:�!���
��� ������
��"�����������������������������
����
�

��
'
�����'� �'������ "�������� ��������� 9&� '����� 
� ��"�'� ���������'� NO (Rigas i 

Williams, 2008)�� ��� ���������
� ���
��"����
� �����$
���� ��=-?Q9&� ��� 
������
��

zaslužno otpuštanje i efikasan ulaz���
���
/����$�����$
���9&������
��� �Maksimovic-

Ivanic i sar., 2008; Mijatovic i sar., 2008, 2010;4� :����$
��
������ ��������
� ������� ���

��
�
����� '�������
���� ������� ��"�����'� 9&-aspirina, te odsustvo takve strukture 

kod GIT-?Q9&� �
�
� ���� �'���� �
'���
jim za terapeutsku primenu (Rigas i Williams, 

2008; Dunlap i sar., 2008). Još jedna važna osobenost GIT-27NO koja ga izdvaja iz 
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'����� ���
������� ����� ���
����� 9&� ������ ��� �������� ���� �������
� ���
���� 
������
�� ��

��������� ��� ���
��"� 
�
� ���
"� ����
"�� ���� uvek neidentifikovanim, sekretovanim 

produktom (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008)4�6���������
$��
�������
��$
���9&������
�
�

���'����
��� �
��� �������� �����
�
/�������
����
��� 
� ������� �
��������"�������
������

���
� ���
��� �� ������� ���
���
��'� 
� �
������ivnog stresa, koje ukoliko premašuje 

���
���
���
�������$
��������
�������������
����$
��"��������"��
��Mocellin i sar., 2007; 

Pacher i sar., 2007; Hickok i Thomas, 2010). Upravo zbog toga, mehanizam delovanja 

GIT-?Q9&� ����"� ��"������ ���
��� 
� ���'�
� ���'eti na molekularnom nivou u velikoj 

meri zavise od �����������������������"�����
���������
�������"
�������
��4�=������������

������
$�� ����"���� ���
��� ���$���� ��� ��=-27NO u literaturi opisane promene u 

aktivnosti mitogenom aktiviranih protein kinaza (MAP kinaze), smanjenje ekspresije 

�������
�$
���'�����������¢¢J������������
�����"��������������F��
����"�����������

pro- 
� ���
��"����
/� "�������� �� �"���� 
���������� ���'��"
����� ���
����� �"��
�

(Maksimovic-Ivanic i sar., 2008; Mijatovic i sar., 2008, 2010). 

1.7. Sakvinavir (Saq) i Saq-NO

��Y� ��� �
����
��
� ����
��"
"��
��� �
����
���� ��� 
�/
�
��� ���
����� ��������� 
�����

humane imunodeficijencije tipa 1 (engl. human immunodeficiency virus, HIV1), enzima 

�������'����"�����$
���
����������
������De Clercq, 2002; Speck i sar., 2000; Randolph 

i DeGoey, 2004)4� ������� ��� ���� ��
� ��������
� 
�/
�
���� �
��� ��� �����
����� ��
"����

odobrena od relevantnih institucija i danas je, u kombinaciji sa drugim antiviralnim 

agensima, deo standardne terapije HIV pozi�
�
/���$
��������>/�£�
����4��?���;4� �����

���
"� ����
��"
"�� ��
�
��
/� 
��
�
����� �������� ��� ������ ��� ��Y� ������ ���

�����'�

poseduje i antitumorski potencijal. Naime, nezavisno od rekonstitucije imunskog 

sistema, primena Saq je dovela do regresije post����
/� 
� �"������� 
�$
���$�� ������

Kapoši sarkoma i nekih tipova non-H���
�� �
"��"��� ��"���� �
�
��
/� �����$
������� ���

HIV virusom (Sgadari i sar., 2002, 2003). Njegov antitumorski potencijal je potom 

����%��� in vitro i in vivo ��� �����
"� ���
���
"� �
�
��"�� ��"����� �
�
� ��� 
���
�
����

��������� 
����$
��"� ��������� 
�
� ���'��"
����� ���
����� �"��
� �Pajonk i sar., 2002; 

Ikezoe i sar., 2004; McLean i sar., 2009). Pored direktnog uticaja na vijabilitet, 
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antitumorsko delovanje Saq ostvaruje i inhibicijom angiogeneze (Sgadari i sar., 2003),

����
��������"�������
���
����
������$����������
�- i hemioterapiju (Cuneo i sar., 2007;

Timeus i sar., 2006). Na molekularnom nivou poznati su brojni targeti njegovog 

delovanja. Inhibicijom fosforilacije Akt kinaze Saq neutrališe aktivnost PI3K/Akt 

�
'����������������������"�
�������
����$
���
�"
'���������� ��"����
/����
��� 
��������


/��
�
�"�����������

"����������������
'������Plastaras i sar., 2008; Gupta i sar., 2005; 

Chow i sar., 2009)4� =���%��� ���� �'���� 
�/
�
��� ����
daznu aktivnost 20S i 26S 

subjedinica proteazoma, što rezultuje smanjenjem aktivnosti NF-�)� �
'�����'� ����� 
�

����
�
��$
��"� ���
��� ���$���� ��� 
����$
��� ���
����� �"��
� �Pajonk i sar., 2002). Pored 

inhibicije angiogeneze, Saq smanjuje invazivnost tumora i ����"�
�/
�
$
����������
�
����

���
�$
��� "���
����� "����������
����� ?� �		�?;�� �
��"� �����$
��"� ��"������ ���
���

��"�����������������
���
�"���
����Barillari i sar., 2003, 2012).

Terapeutska primena Saq, bilo kao antiretroviralnog ili kao antitumorskog agensa, 

kompromitovana je njegovim lošim farmakološkim karakteristikama. Najpre, samo 10 

% oralno unete doze Saq dospeva u krvotok, gde se supstanca sa visokim afinitetom 

������ ��� �����
��� ����"��� ������ ¤J� �
����'� '�
������
��� �::�;�� 
� '��
� ���
�����

(Mouly i sar.,2004)4����
"���������"������ ����
������������Y������������������
"�"�

citohrom P450 koji ga inaktiviše. I na kraju, posredstvom membranskog, ATP zavisnog 

P-'�� ������������� ��� �
�� ���
��� ���������� 
�� $
���
/� ���
��� ������ ��'�� ��� ���
���

rezistencija na ovaj agens (Mouly i sar.,2004). Zbog vrlo loše i varijabilne 

bioiskoristljivosti kao i zbog razvijanja rezistencije, za ostvarivanje terapeutskog efekta 

neophodno je ��������������
���
"��������������Y���������������
$��
"���������
���

neželjenih i potencijalno letalnih efekata poput neosetljivosti na insulin i dijabetesa, 

kardiovaskularnih komplikacija, osteopatije i redistribucije masti (Ben-Romano i sar., 

2003; Carr i sar., 1998; Bergersen, 2006;4� ��
/������
� ���$���� 
�� ����
��� ��� 9&-

NSAID, po kom modifikacija NO ���������� �"�������"� ����
�����
� �������$�� 
�

sticanjem, odnosno osnaživanjem antitumorskog potencijala, Saq je izmenjen direktnim 

vezivanjem NO grupe za originalno jedinjenje (slika 5) (Maksimovic-Ivanic i sar., 

2009).



 

14 
 

Slika 5. Reakcija modifikovanja Saq

(Preuzeto od Maksimovic-Ivanic i sar., 2009)

Modifikovanjem Saq nastalo je novo jedinjenje Saq-9&����������'��������
����������"�

��
"���
/�� ����������"
���
/� ���
��� potpuno neutralisana dok je istovremeno anti-

retroviralna akti����� ������� �Maksimovic-Ivanic i sar., 2009)4� (� ����%����� ���

parentalnim agensom, Saq-NO je in vitro pokazao snažnije antitumorsko delovanje 

���������
�
���
�
�������
������$������
���������
�
"�����"���Maksimovic-Ivanic i sar., 

2009; Donia i sar., 2011; Mijatovic i sar., 2011; Mojic i sar., 2012). U modelima in vivo,

Saq-9&���������
���
��
�
�
�����
���
�������"�����������"������"����������Y����
����

razliku od grupe koja je dobijala originalno jedinjenje, životinje tretirane sa Saq-NO 

nisu pokazivale znake intoksikacije (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009). Kao glavni 

mehanizam u osnovi antitumorskog delovanja Saq-NO u literaturi je opisana inhibicija 

����
����$
��� 
� 
����$
��� �
�����$
��$
��� ���
��� ���$���� ��� ����������"
����"� �����
���

(Maksimovic-Ivanic 
� ���4�� ?����� 	��
$� 
� ���4�� ?�J?;�� ���� ��� �� 
��
"�
"� �������
"��

redukcija vijabiliteta bila posledica indukcije apoptoze (Donia i sar., 2011; Mijatovic i 

sar., 2010). Dodatno, Saq-9&� ��� �������� ������
"� �� �������� ������
���
� ���
���

kancera na antitumor��
�
"����
���'���������������
'����"���
��
"�=9������
�
"��

sposobnost da indukuje apoptozu (engl. TNF-related apoptosis inducing ligand, TRAIL)

kao i na konvencionalnu hemioterapiju (Mijatovic i sar., 2010, Mojic i sar., 2012; Donia 

i sar., 2011). Antitumorsko delovanje Saq-NO je bilo postojano i nezavisno od 

prisutnosti funkcionalnog tumor supresora p53 �����
��"����"��������
��
����������
���
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membranskih transportera P-gp, MRP1 i BCRP, koji izbacivanjem agenasa u 

�����
���
�������������
����� ���
���� rezistencije na hemioterapiju (Rothweiler i sar., 

2010; Donia i sar., 2011).

Za razliku od NO-NSAID, ali i od ranije pomenutog GIT-?Q9&���
�
�������������
��'����

"��
�
��������
��
����
������
���Y����Y-9&����������%����������
�������
�
���9&����

samim tim ������������
�����
�
������
��������
��"�����'����������������'��'�����

nije rezultat otpuštanja i delovanja NO (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009).



 

 
 

2. CILJEVI 
ISTRAŽIVANJA
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Snažno antitumorsko delovanje GIT-27NO i Saq-9&���������������������
"����
���
"�

�
�
��"�� �������"� ��� "
���� ��$��� 
�
� ������ in vitro i in vivo4� ��������
� ���%����
/�

����
��� ��� ������
� ��� �
���� ���'��
�
� "�/��
��"� ��������� �
/� ���
������������� ���

sprovedenu modifikaciju i ulogu NO u ostvarivanju njihovih efekata. Stvorena je 

�������� ���$
��
��'� ���
�
������ ���'�� ��'� "�������� �� ����
�
�
"� ����ktima 

���
��"�����'� ������� 
��
�
��
/� ��������
��4� 6�������� �
� ������ ���
������� �
���

����
����� ��� ���$���� �������� �����"� ��� ����������
�
/� 
����� "���������
/� "��
'�
�����

današnjice. Ovom studijom bi se zaokruži���������
�
���� 
��
�
�������=-27NO i Saq-

NO, a dobijeni rezultati bi pružili na uvid potrebne informacije za ulazak u fazu 

��
�
���'�����
�����������$
����
"��������
"�������$����������4�

Na osnovu svega navedenog, ciljevi postavljeni u ovoj tezi su:

J4�(��%
��������
��"�����'����������GIT-27NO i Saq-NO, supstanci modifikovanih 

kovalentnim vezivanjem NO za originalni agens, ��� ���
���
"� �
�
��"�� ���$����

�������>=?@>C?F��������"����"
��� 
�H>=JJ@��������"���������� in vitro i in 

vivo.

?4� � &���%
����� 
� �����%
����� ���'�� ����� 9&� 
"�� �� ���
��"���kom delovanju GIT-

27NO i Saq-NO.

3.  Rasvetljavanje molekularnih mehanizama koji leže u osnovi antitumorskog 

delovanja GIT-27NO i Saq-NO na modelu kancera kolona in vitro.

4.  Ispitivanje uticaja GIT-27NO i Saq-9&� ��� ������
���� ���
��� ���$���� ������� ���

antitumorski imunski odgovor posredovan TRAIL ligandom.



 

 

3. MATERIJAL I
METODE
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3.1. Reagensi 

(�������
"�������"���������
����
����������
����'���
�

	��
��"� ��� ��'������� ���
��� RPMI -1640�� ����"� ������� '������� �engl. fetal bovine 

serum, FBS; PAA Laboratories, Pašing, Austrija), jugocilin, streptomicin-sulfat, nistatin 

(Galenika, Beograd, Srbija), kristal-violet, Folin-Ciocalteu-ov reagens (Mol, Beograd, 

Srbija), tripsin, hemoglobin, N-1-naftilendiamin dihidrohlorid, sulfanilamid, propidijum 

jodid (PI), etilendiamin tetrasir������ �
���
��� �engl. ethylenediamin tetra-acetic acid,

EDTA), RNAza, dimetil sulfoksid (DMSO), ditiotreitol (DTT), fenilmetilsulfonil fluorid 

(PMSF), ExtrAvidin® -peroksidaza, Triton X-100, Tween-20, doksorubicin, aprotinin, 

bromfenol plavo, natrijum nitroprusid (engl. sodium nitropruside, SNP) (Sigma, Sent 

Luis, Misuri, SAD), natrijum nitirit (NaNO2), dinatrijum hidrogenfosfat-2-hidrat 

(Na2HPO4 x 2 H2O), /�������"� �	��$��� !��"������� 9�"����;�� ����
��"� ���������

(Na2CO3; Carlo Erba, Milano, Italija), kalijum natrijum tartarat (Alkaloid, Skoplje, 

Makedonija), natrijum dihidrogenfosfat-2-hidrat (NaH2PO4 x 2 H2O; Analytika, Prag, 

¥����;������
��"�/���
���9�>���ICN, Aurora, Ohajo, SAD), glicerol, natrijum hidroksid 

(NaOH), kalijum dihidrogenfosfat (KH2PO4), kalijum hlorid (KCl, LachNer, 

9�����
$���¥����;��������������-5-hidrat (CuSO4 x 5 H2O), fosforna kiselina (H3PO4), 

vodonik peroksid (H2O2), kalcijum hlorid (CaCl2;�� �
������� �
���
���� "�������� �������

(Zorka, Šabac, Srbija), tripan plavo, '��%
� ����"
�� 
�� ����"�� �engl. bovine serum 

albumine, BSA), Tris (������� )�/�� 9�"����;�� =�:�C� ��������$/�� C�������  ��
���

Britanija), 5, 5’, 6, 6’-tetrahloro-1, 1’, 3, 3’-tetraetilbenzimidazol-karbocijanin jodid 

(JC-1; Biotium, Hejvard, Kalifornija, SAD), akridin oranž (Labo-Moderna, Pariz, 

Francuska), karboksifluorescein diacetat sukcinimidil estar (CFSE), 4-amino-5-

metilamino-2’, 7’-difluorofluorescein diacetat (DAF-FM diacetat),  dihidrorodamin 123 

(DHR; Molecular Probes, Judžin, Oregon, SAD), HEPES (Flow Laboratories, Irvin, 

Velika Britanija), dezoskiribonukleotid-trif�����
� ��9=�;�� ����"
��
� /����"���
�

prajmeri, komercijalni pufer za reverznu transkripciju, reverzna transkriptaza Moloni 

virusa mišje leukemije, inhibitor RNaze (Fermentas, Vilnius, Litvanija), kit za izolaciju 

totalne RNK (mi-Total RNA Isolation Kit), prajmeri za gene od interesa koji su 

������
� �� �����
� ¨¨� �	����
���� 	���
���
��� 9�"����;�� ����"��
� ��� �-aktin gen 

(Integrated DNA Technologies, Koralvil, Ajova, SAD), komercijalna smeša za Real-

Time PCR - SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Karlsbad, Kalifornija, 
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SAD), amonijum persulfat (APS), �-merkapto etanol, SDS (Applichem, Darmštadt, 

9�"����;�� �������"����/
�� ���:;�� '�
$
��� 9�� 9�� 9ª�� 9ª-tetrametiletilen diamin 

�=#	#!;�� ���
��"
�� �� �
����
��"
�� ������� ?��J� ������� H��������'�� 9�"����;�� #>C�

sistem za detekciju (ECL, GE Healthcare, Bakinghemšir, Velika Britanija), Majerov 

hematoksilin (BioOptica, Milano, Italija), glicergel (Dako, Glostrup, Danska), 

diaminobenzidin (DAB), ApoStat, Z-VAD-fmk (R&D Systems, Mineapolis, Minesota, 

SAD), Matrigel® (B!� C��£����� )�������� 	����������� �:!;�� aneksinV-FITC (engl. 

fluorescein isothiocyanate, FITC; BD Pharmingen, San Dijego, Kalifornija, SAD), 

dietilentriamin NONOat (Deta NONOat), 3-morfolinosidnonimin hlorid (SIN-1 Cl), S-

nitrozo-N-acetilpenicilamin (SNAP), (2-merkaptoetil)-guanidin sulfat (MEG sulfat) 

�>�¬"��� $/�"
$���� :�� :������ 	
�
'���� �:!;�� ���
��
�� ���Y�� ��$/��� )������

Švajcarska), sakvinavir-NO (Saq-NO), (S,R)- 3- fenil-4, 5- dihidro-5-
����������
������

kiselina (VGX-1027), (S,R)-3-fenil-4, 5-dihidro-5- 
����������
�������
���
��-azot oksid 

(GIT- 27NO; Onconox, Kopenhagen, Danska). ���'���� ���
����� ���
����
/� ��

eksperimentima prikazani su u tabeli 1.
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Tabela 1. �������	��
�*+��	�	���'�
�/����/

Primarna antitela Poreklo 8
��!:���

Anti-p-Akt ���
� Cell Signaling Tehnology, Denvers, 
MA, SAD

Anti-Akt ���
� Cell Signaling Tehnology, Denvers, 
MA, SAD

Anti-p-S6 ���
� Cell Signaling Tehnology, Denvers, 
MA, SAD

Anti-S6 ���
� Cell Signaling Tehnology, Denvers, 
MA, SAD

Anti-XIAP ���
� Cell Signaling Tehnology, Denvers, 
MA, SAD

Anti-RKIP ���
� Cell Signaling Tehnology, Denvers, 
MA, SAD

Anti-p-p53 Ser 20 ���
� Santa Cruz Biotechnology, Santa Kruz, 
SAD

Anti-p53 ���
� Santa Cruz Biotechnology, Santa Kruz, 
SAD

Anti-ciklin D3 ���
� Santa Cruz Biotechnology, Santa Kruz, 
SAD

Anti- �-aktin miš Sigma, Sent Luis, Misuri, SAD
Anti-DR5 miš Biosource, Kamariljo, Kalifornija, SAD

Sekundarna antitela Poreklo 8
��!:���

Anti-���
���
obeleženo 

peroksidazom rena
magarac GE Healthcare, Bakinghemšir, Velika 

Britanija

Anti-miš, 
obeleženo 

peroksidazom rena
ovca GE Healthcare, Bakinghemšir, Velika 

Britanija

Anti-miš,
konjugovano sa FITC-

om
koza Invitrogen, Karlsbad, Kalifornija, SAD
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3.2. Rastvori

�����'����������
���
/��
�
������$������������������"����"
����>=?@>C?F;�
����������

�H>=JJ@;� ���
����� ��� ��	�-1640 medijum (PAA Laboratories, Pašing, Austrija). U 

RPMI-1640 medijum dodavani su: antibiotici jugocilin (100 IJ/ml) i streptomicin-sulfat 

(0.25 mg/ml), antimikotik nistatin i 10% FBS (PAA Laboratories GmbH, Austrija), što 

��� ������ �� �����"� ������� ��������� ���� "��
��"� ��� ��'������4� FBS je inkubiran 30 

minuta na 56 ºC kako bi se inaktivisale komponente komplementa, a medijumu je 

dodavan u cilju kul�
�$
������
��4��)�����'�4�phosphate buffered saline, PBS) pravljen 

je od: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4 x 2 H2O, 1.76 mM KH2PO4, i 

imao je vrednost pH 7.4 na 25 ºC . ��� �������
����� ��/��
���
/� ���
��� ��� �����'��

upotrebljavan je rastvor tripsina (0.25 %) u PBS-u uz dodatak 0.02 % EDTA. Prilikom 

��������� ���
��� ���
����� ��� �4J�� � ������� ����� ��
���� ����� �� �)�-u. Za ispitivanje 

�����
��'� ������ ��/��
���
/� ���
��� ���ljen je 1% rastvor boje kristal violet u PBS. 

Griess-�� ���'����� ��'�� �
��� �4J� �� ������� 9-1-naftilendiamin dihidrohlorida i 1 % 

rastvor sulfanilamida u 5 % H3PO4 pomešani u razmeri 1:1, koristio se za merenje 

koncentracije nitrita u supernatantima kultura ���
��4�������������������� ���
��������
��

V- FITC-om napravljen je pufer za vezivanje aneksina (10 mM HEPES/NaOH pH 7.4, 

140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2). 

Za merenje koncentracija proteina metodom po Loriju pravljeni su rastvori: 2 % 

Na2CO3 u 0.1 M NaOH, 1 % CuSO4 x 5 H2O, 2 % K-Na-tartarat u H2O i mešani u 

���"��
� ���J�J4� ��� �������� 
"�������� ����
��� �������
� ��� ������
� ������
�� rastvor za 

�
�
���������
����@?4F�"	�=�
�-HCl pH 6.8 na 25 °C, 2 % SDS, 10 % glicerol i 50 mM 

DTT u destilovanoj vodi) koji je nepo������� ����� ��������� ���'����� 
�/
�
���
"��

proteaza (10 μg/ml aprotinin, 2 mM EDTA i 1 mM PMSF); 5 x PBS bez kalijuma (400 

mM Na2HPO4 x 2 H2O, 500 mM NaCl, 100 mM NaH2PO4 x 2 H2O u H2O);

standardni pufer za nalivanje na gel za elektroforezu, tzv. 4 x Lemli (Laemmli) pufer (1

M Tris-HCl pH 6.8, 20 % SDS, 0.2 M �-merkaptoetanol, 0.004 % bromfenol plavo, 20 

% glicerol) (Laemmli, 1970); 5 x pufer za elektroforezu (125 mM Tris, 0.5 % SDS, 1.25

M glicin u H2O); pufer za transfer na membranu (25 mM Tris, 192 mM glicin, 10 % 

metanol, 0.1 % SDS u H2&;������������"�"���������
����������������4J��=£���-20-

PBS (PBSTw); �����$
�
������
��������
���������
�����������F���)�:������$
��� ;���
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0.1 % PBSTw; željene koncentracije antitela su spravljane u 0.1 % PBSTw sa 1 % BSA 

(Frakcija V).

U imunocitohemijskom bojenju za pemeabilizaciju membrana pravljen je 0.5 % rastvor 

Triton X-100 u PBS-u (PBST), za blokiranje endogenih peroksidaza rastvor 3 % H202 -

10 % metanol u 0.1 % PBST-��� ��� ����
������ �����$
�
��
/� "����� ��
����� ���
�����

rastvor 5 % FBS u 0.1 % PBST-u; razblaženje od 1:500 anti-p53 antitela pravljeno je u 

PBS sa 1 % BSA; supstrat za ekstravidin peroksidazu bio je 0.5 % DAB – 0.1 % H202 u

PBS-u.

GIT-27NO (Mw= 328 g/mol) i VGX-1027 (Mw = 205 g/mol) su neposredno pre 

upotrebe pravljeni kao 5 mg/ml rastvori u 2.5 % DMSO- H2&������� ����"������
��� ���

finalno rastvarani u medijumu za uzgajanje. Saq (Mw= 670 g/mol) i SaqNO (Mw= 715 

'�"��;� ��� ����
� ���� F mg/ml rastvori u 25 % DMSO-RPMI-1640 na -20 °C, i 

neposredno pred tretman su rastvarani u medijumu za uz'����������
��4�

#�#�	�����
�	+����

(�������
"���
"�����
��������������������
������
�
���

� CT26CL25 ���
������
�
������$������������������"����"
���������������-klon CT26 

���
����� �
�
��4� &�
'
������ �
�
���� >=?@�� �������� ��� /�"
����"� 
����$
��"� ���$����

kolona kod BALB/c miševa tretmanom N-nitrozo-N-metiluretanom (Brattain i sar., 

1980). Sub-klon CT26CL25 dobijen je stabilnom retrovirusnom transdukcijom 

CT26 linije, genom za enzim �-galatozidazu poreklom od bakterije Escherichia coli.

Pokazano je da originalna linija i CT26CL25 sub-klon imaju isto vreme deobe u 

kulturi i da su podjednako sposobne da indukuju tumor u imunokompatibilnim 

miševima (Wang i sar., 1995). 

� HCT116 �
�
��� ���
��� ���$���� ������� �������"� ��� ������ �)�����
�� 
� ���4�� J��J;4�

HCT116 linija je nosilac mutacije u genu za APC kao i u kodonu 13 Kirsten Rat 

Sarcoma  (K- Ras) protoonkogena, što �����"�
��$
���"���$
�������� ��� ���� ������

nalazi kod pacijenata (Kinzler i Vogelstein, 1996; Morin i sar., 1997; Andreyev i 

sar., 1998). 
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&������
������
�
���������������������������
������9
�����
������(�
���
�������6����
�
�

(Sicilija, Italija), a originalno su nabavljene od American Type Culture Collection 

����
��� 	!�� �:!;4� ���
��� ��� '������ �� ����
��
"� �����
��
"� ����
$�"�� �QF� $"3)

(Sarstedt, Njuton, NC, SAD) sa 10 ml medijuma za uzgajanje, u inkubatoru sa vlažnom 

atmosferom na temperaturi od 37 °C i pri koncentraciji CO2 od 5 % (u daljem tekstu 


�����$
��;4� 9�� ����� ��
� ����� �
���� ��� ���� "��
��"� ��� ��'�������� �� ���
��� ���

�����%
�����������
�����������������������
�
�
����
��������������
"���
"�4��

3.4. Eksperimentalne životinje

U ovom istraživanju ���
����
����"
��
�������'�����������):C)�$��������
�@-8 nedelja. 

	
��
� ��� ���
���
� 
�� ��'����
���� ����
����� ��� �
������� 
�����
����� ��
�
��� ������
���

(�
���
����� �� )��'����4� #�����
"�������� �
��
���� ��� ������ ���� ���������
"�

����
"��������'���
����a pristupa hrani i vodi. 

Svi in vivo ������
"���
� �������
� ��� ��� ������� #�
���'� ��"
����� ����
����� ��� �
�������


�����
�������
�
���������
���(�
���
�������)��'����4

3.5. Primenjene metode

#�;���	<
�'����!%��	+����

Nakon vizuelne procene da su adher������ ���
����� �
�
��� ���$���� ������� H>=JJ@� 
�

CT26CL25 dostigle oko 80 % konfluentnosti, one su skidane sa podloge postupkom 

��
��
�
��$
��4�	��
��"�����"��������
����������������
������������
��������
$�����������J��

ml PBS-�4� ������"� ��� ���������� "���� ��lije i zaostali medijum sa FBS-om koji bi 


�/
�
�������$��� ��
��
�
��$
��4�&�������������
����
���������� ���J�"�� �������� ��
��
���

(0.25 %) i EDTA (0.02 %) u PBS-�4� =�
��
�� ��� �������
�
��
� ���
"� ���
� 
��$����"�

��/��
�
/�"������������
���"�%����
���������
��������
�����������'�"����#!=:����

helator kalcijumovih jona, koji su neophodni za pravilno funkcionisanje adhezivnih 

"�������4� 9����� ?� "
����� 
�����$
��� ��� ������� ��"�������
�� ���������
"� ���
��"�� ���

������� "��
��"� ��� ��'������� ���
� ��� ���'����� J�� �� FBS-�"� �
"�� ��� ���$���
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��
��
�
��$
��� ����
��4� �������
��� ���
��� ��� $����
��'
����� F� "
����� ��� J���� �������� ���

"
���
� ���";�� � ���
���
� ����'� �������"������������������"��"��
��"�������'������� 
�

��
�����������������������
��4

#�;�=�	>"
���:���	�
��	�	'
�%��	:����������	+����

��� ����%
����� ������'� ������ ���
��� 
� �����
��'� ������ �

/� ���
��� ���
����� ��� �4J� ��

rastvor boje tripan plavo u PBS-�4�������
�������������$
������"
�"��
/����
��� ��
����

����"�����"����
����
����
$
���������������'��
��������ektrisanoj hromofori koja, kao 

���
��$� ��������
������ ��� "���� ����
� ����� ���
����� "�"������ ������'� 
���'�
����4�

!������ ���� �������
"� "
��������"� "�'���� ��� ������ ����
����
� "���� – plavo 

obojene, od živih – ��������
/����
��4��������
������
���"������ ���sa rastvorom tripan 

�������������������J�J���������'��������
����������������������
"�"
��������"���

komori po Türker-Bü���� ��� �'��
���
"� ����
"�4� )���� ���
��� ��� "
�
�
���� �������
���

�������������������$�����������
����������������¯��4F�¯�J�64����������i broj raspoloživih 

���
���� �������
����"� �������
��� ���������� ��� ��
/��� '���
��� ��� ����
�$
��� 
� ����
�

ekperimentalni rad.

#�;�#�	8
�'
�/	+�������?	�����


U sterilne �����
�������������@������
�������'����������"
���JQ4?�"�������������9�������

NC, �:!;� ��%���� ��� �� ¯� J�5 H>=JJ@� 
�
� >=?@>C?F� ���
��� �� J� "�� "��
��"�� ���

uzgajanje, dok je u sterilne �����
��������������@������
�������'����������"
��������l

�����������9�������9>���:!;���%����J�¯�J�4 ���
�����J����l medijuma za uzgajanje. Za 

potrebe imunoc
��/�"
����'� �������� >=?@>C?F� ���
��� ��� ����"����� ��%���� ���

����
��
"�"
���������
"�����
$�"���������"��
$���C��-Tek, Nalge Nunc International, 

IL, SAD) pri gustini od 3 x 104 ���
��������
����?����l medijuma za uzgajanje. Kulture 

���
����
��������������
 ������
�������
���zalepile za podlogu i što bolje oporavile od 

��
��
�
��$
���� ������ ��'�� ��� ������
� ������
� ��
"���
��
/� /�"
���
��� ��� �
������

�����"
������?�"��������������@������
�������?�������������������@������
��������������

400 �l kod "
����������� ����ic�� ��� �� ��"��
$�4� ���
� ��� ����"���� �
�� ��� ���%��� ��
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triplikatu, a rezultati su predstavljani kao srednja vrednost (SV) + standardna devijacija 

(SD) triplikata.

#�;�@�	$�
����	���%���
%���	���
��	�	��'�
�����/	+�������?	�����


Azot-monoksid (NO.) je izuzetno reaktivan slobodni radikal koji u supernatantu 

���
���
/� �������� ����� ���'���� ��� "���������
"� �
����
��"� �&2) ili superoksidnim 

anjonom (O2
-), što rezultuje stvaranjem stabilnijih produkata: nitrita odnosno nitrata 

(NO2
-, NO3

-) �>/���
����4��J���;4�6��$�����$
����
��
���������������������
���
/���������

tretiranih GIT-27NO, Saq-NO ili konvencionalnim NO donorima  (SNP, Deta NONOat, 

SIN-J� /���
��� �9:�;�� �� ����� ��� 
��
������ ������%����� 9&� ��� ������� �
/� �������$
��

"�'�������
�"��
�
 Griess testom baziranim na reakciji diazotizacije (Griess, 1879).

9����� ��'��������'� ����"���� >=?@>C?F� �������� ���
���� ��
"���� ��� ��� F�� ±l

supernanata i mešano sa istovetnom zapreminom Griess reagensa (0.1 % rastvor N-1-

naftilendiamin dihidrohlorida i 1 % rastvor sulfanilamida u 5 % H3PO4) �������"�����

�@� �����
��� ����'� ���4� ��� ������
��"
��"� �
��
�
� ���"
����� �
����
��"� ���
�� �� ���

reakcija se vizuelizuje N-1-naftilendiamin dihidrohloridom. Nakon inkubacije od 10 

"
��������������� ��"�������
�"�'���� ������
�
� ���
������ �����������
��� �����������$��

"���������FQ���"��������"�����"��
��������"
����
������������4�6��$�����$
����
��
���

����������������������������������
�����
���������%
����"���������$
��������������

koncentracije NaNO2.

3.5.5. Evaluacija :���������	+����	�
����	:�����	�����/

6�
����� 
����� ����� ��� �����
"���
���
� ����� ���
"� ��� "�'���� ���$��
�
� 
���
�
����

��/������
/����
�����������
����
$��
��
�������J���;4�Kristal violet je bazna boja koja boji 

sve negativno naelektrisane polisaharide, proteine 
� �����
����� �
���
��� �� ���
�
, te je 

���
�
����������������
�����������
�����������$
���������
/��"������4�(����%
����"�

���
�
������������������ ����
���
/� 
�������
���
/����������
/����
����"�'���� ���nacrtati 

dozno-��
������
��
���
�
�����
��$��
�
�$
������
������
��
�
�����������$�4
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���
��� ��� ��%������ ����
��������������@������
��� ����'����� 
� 
����
����� �����Y����Y-

NO, VGX-1027, GIT-27NO, konvencionalnim NO donorima (Deta NONOat, SNP, 

SIN-1 hlori��"�� �9:�;�� /�����"� ������
�
��
��� 	#��� /�"�'���
��"� 
�
� ��� =�:�C4�

����������������"�����������������������
���
������������F��±�������������"����/
���

���
� �
��
������ ���
��� ��� �����'�4� �
��
������ ��� �������� J�� "
������ ������ ��'�� ���

pristupalo bojenju �
��
���
/����
���J����������"���
�����
���������)�-u u trajanju od 

JF�"
����4�����"������������
�
�����������"��
�����
���
��
���
����"�
���������
����

��� ������ ������ ���
4�  ������ ����� ��� ���������� �� ��� �� �
�������� �
���
�
�� �� 
�����
����

rastvorene b��������%
������"������"���������$
����������
����������
"����
��"�����

F��� �"� 
� @Q�� �"� ����"����
"� �
����"� ��� "
����
������� �����4� &�� ����� �������
�

��������$����
��������F����"�����
"���������'��������������
�������������$�������

��� �
����� ��� ��� @Q�� �"4�  
���
�
���� ����
���
/� ���
��� ��
������ ��� ���� ���$����� �������
�

apsorbance izmerene kod netretiranih kultura, kojima je arbitrarno dato maksimalnih 

100 % vijabiliteta. 

#�;�B�	F���
�/��
��	�	'
�����	%���Q���
�/��
��

Obeležavanje markera na površini 
�
�����������
���������$����
"�����"�������������"�;�

i merenje intenziteta fluorescence nalazi se u osnovi mnogih metoda primenjenih u 

��"� 
�����
����4� �������$
������ ��� 
��������
� ���$��� ���
� �����
���� ����%
����"�

fluorofore apsorbovanjem tzv. ekscitacionog fotona koga odaje svetlosni izvor aparata 

������� 
�
� ����%��� �
�� ��"��;4� Fluorofora se u nestabilnom, višem energetskom stanju 

�����
� ������� ������
��� ����������
;4� #"
�����
� ������� ����� ��� ��� ����� �������

energetsko stanje i može biti ponovo pob�%���4�6��������������������������'
���'��
�

na vibracije molekula, emisioni fotoni koje detektuje aparat uvek su niže enerije od 

���$
��$
��
/� ��� 
/� ��� "�'���� "�%������� ����
����
� ��
"���"� �
������ ��� ����%����

�����������
��4�¥
����
$��������������������� "�����
�
�$
��
��������%
����
��"
����
�


������������������
���"���������
��������������
��
�
���'��������������������
������
�;�

je glavna prednost visoko senzitivnih metoda baziranih na detekciji fluorescence 

(Shapiro, 2003). 

Za merenje intenziteta �������$��$�� ��������
/� �������� ���
����� ��� >/�"������

fluorimetar (Hidex, Oj, Turku, Finska)  ili FACSCalibur (Becton Dickinson, San Hoze, 
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6��
����
�����:!;��������
�$
�������
"����4�&��������������� �������� �����
"����"� ���

"�'�����������������$
���������ne fluorescence velikog broja uzoraka, ali je osetljivost 

��/�
��� "���4� �:>�>��
���� �������
� $
�������
"����� ���
����� ��� ���"� ������
����� 
�

����
�
������������$��$�������
���������
��4�=
"������"�'��������
"����
�������
�
�
/�

fluorofora i detekcija dis�����
/� ���������$
��� ���
��� �� ��
�
"� ����$
"�4� (�

������
"�������"� ����� ���
������ ��� �������� �������$������ ������ ����
�
��"� ���
���

CFSE, aneksin V konjugovan sa fluoroforom FITC, inhibitor kaspaza konjugovan 

FITC, JC-1, DAF-FM diacetat, DHR i anti-miš antitelo obeleženo sa FITC. Ekscitacioni 

i emisioni maksimumi fluorescentnih boja su dati u tabeli 2.

<���	=�	F���
��%�����	����	��
�*+���	�	���'�
�/����/�

Fluorecsentna boja Ekscitacioni maksimum 
(nm) Emisioni maksimum (nm)

Propidijum jodid 536 617

CFSE 492 517

FITC 494 518

JC-1 498 (monomer)
593 (agregat)

525 (monomer)
595 (agregat)

Akridin oranž 488 530/640

DAF-FM diacetat 495 515

DHR 500 536

#�;�B���	����!	+�������&	%�����

���������������
������
����'�$
����������
����������
�����QF�²	� �¡-1027 ili GIT-27NO 

�?��/����>=?@>C?F����
���
����/����H>=JJ@;���������?��/������Y�
�
���Y-NO (18.75 

²	����H>=JJ@�
��Q4F�²	����>=?@>C?F����
��;4�����������������"����������������
����

skuplj��
�����������
�����
���������
������'��������"��������
��"����
������������
/�

��
��
�
��$
��"4� �������
��� ���
��� ������ ��� ��� ����� /����
"� �)�� 
� ���
� ����

$����
��'
�������"
��������QF��'4����
����������"��
��
�������Q����������-PBS preko 

���
� ��� �� ³>4� �
��
�����"� ��� ������ ���"���
�
��$
��� ���
���
/� "�"������� �
"�� ���
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�"�'�����������������������
����'���������4�&��������������
���$
������
��������������

prane PBS, a zatim inkubirane u rastvoru propidijum jodida (20 μg/ml) i RNaze (0.1 

mg/ml) u PBS 45 minuta na 37 °C u mraku. Propidijum jodid (PI) se ravnomerno, po 

$����� ���
�
�� �"���� �� �������
� /��
��� !96�� ���� ����
� ��� ��� ���
�
��� �����'� ���

������$
����������
�
�
�!96������
�
4�6���������
��"��������
�
������������96������

�
��������%��"�'���������
�
� ona se uklanja dodavanjem RNaze (Nunez, 2001).

Crvena fluorescenca PI ��� "������ �:>�>��
���� �������
"� $
�������
"����"4� ���
�

�
���
"
��$
��� �'��'���� ���
���� ������� ��
�
��"� ������������ ������$���$�� ��� �
�� 
�����

J���� ���
��� �� ������
� ����
"����� ?��-���� ���
����;4� ������������ ���
��� ��� ����"��

���
����'� $
������ >���´�������� ���'��"�"� �)!� )
��$��$���� ���� !
��'��� 6��
����
����

�:!;����������������������
�
���!964�H
���
���
�������
��������-G fazi su smatrane 

�������
��
"4

#�;�B�=�	����!	���'�	+�������?	deoba

Ispitivanje uticaja Saq odnosno Saq-9&�����"����������������
���
/�����������%
�������

�����������"����
���>��#�����"4�������������
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���"�������
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�
�� ������� ����� ���'����
� ��� �"
�
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$
������"�4� &����������� �����
��� ��� ��
��� ���������� ��� ���
����� ����$
��� �
�
� ���

����������� ���
��� ��� ��� ���
4� 9����� ������� ������ ���
��� ����������� �����%���� 
����
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���������������������������
���������
������������
�����
�����������$��$
���������
�
�

���
����������������������"�$
�������
"���
��"�������������������
�
4�&�"�"�����"����

"�'����
����
�
����
����Q����J�����$��
�
/�'�����$
������
���(Parish, 2002).

&�"�/���������
��
�
��$
�������
����5 x 106/ml) su resuspendovane u 1 ml 0.1 % FBS-

PBS i inkubirane sa 1 ±M CFSE boje 10 minuta na 37 �C. Boja koja nije difundovala 

��������
�����"�"������
������������������
���$
������"���������������������"����
�����

�)�4�����
����������%���������������@������
�������'�����
������������������
���
"����

bilo potrebno da adheriraju za podlogu, tretirane su Saq ili Saq-NO (18.75 μM za 

HCT116 i 37.5 μM za >=?@>C?F����
������
�
��;4�=���"�������������Q?�/����������'�����
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���
����������
������������'����
��
�
��$
��"�
�������������������)�4�������
�����������

�������$��$�� ���������� ��� ��� �:>�>��
���� ��������"� $
��"����� 
� ����
�
����

CellQuestPro programom.

3�;�B�#�	Y����%��	
��	'�'�������?	+����

5��������"��������
/����
��� �������������������� ������������� ���'"����$
���!96���

������� ������'�����������
"���
�����
� ���
�����"�"������ �!�"$/����, 2012). Fosfatidil 

serin, koji je normalno smešten u $
������"��
���"����������
�����"�"�����������������

ostalim negativno naelektrisanim lipidima, premešta se u spoljašnji sloj. Njega je 

"�'�������������
��������$��������������
"�����"�
�����
"������
��"� �������
��"�

koji vezuje fosfolipide i pokazuje snažan afinitet prema fosfatidil serinima (Vermes i 

���4�� J��F;4� 6��������
"� �������"� ����
�
��"� ���
��"� "�'���� ��� ����
����
� ����� ���

������ �������
��
/�������
��
/� ���
���� ���� ��� �������$������ ����� ����
� ��"�� �� ���
���

��������'����"���
�
��������
�����"�"��ane.

���
����3 x 105) �����%�����������"�����@������
�������'�����
� ����
�������=-27NO 

�QF� ²	;� �� ��������� ��� ?�� /� �>=?@>C?F;� 
�
� ��� /� �H>=JJ@;4� ��� 
������ ����
%���'�

��"����� ��������
� ��� ������������
� ���
"�� ��� ����
��� ������� ��'��������� ���
���

skuplj���� ��
��
�
��$
��"4� �������
��� ���
��� ��� ������� �)�� 
� resuspendovana u J��� ±�

pufera za vezivanje aneksina kome je dodato J4F�±�����=>����������'������
�� �
�J4F�±��

����
�
��"����
����J�"'�"�;4�)����������
�����"�����������������"�������
������������JF�

mi�����
�����
����������������"�?���±� pufera za vezivanje aneksina. Fluorescenca je 

����������� �:>�>��
���� �������
"� $
�������
"����"�� ��� �CJ��C?� ��"�����$
��� ���

30 %, i analizirana CellQuestPro programom4�������������
�������
�����������
/��������

���� ������ 
���'�
���� ���
����� "�"������� ��� ����������� ���� �����
��  � ���
�
��� -

����
�
��"� ���
�� ��'��
��4� !�������� ���
�
��� ���
���� �����
��  � ���
�
��� -

propidijum jodid pozitivne, smatrane su �������
��
"�ili sekundarno ������
��
".
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3.5.6.4. Detekcija aktivisanih formi kaspaza

Za detekciju ���

���
/� ���"
� �������� ���
����� ��� :�������� ���-kaspazni inhibitor 

konjugovan FITC. >=?@>C?F� �elije (3 x 105;� ��� '������ �� ����
��
"� �����"�� ��� @�

������
���
�
����
�����?��/����75 μM GIT-27NO. Supernatanti su skupljani u epruvete i 

����
���������
������'��������"��������
��"����
������������
/���
��
�
��$
��"4����
���

su oprane u PBS, centrifugirane 3 minuta na 750 g i resuspendovane u 100 μl 5 % FBS-

PBS  kome je dodat 1 μl ApoStat. Nakon inkubacije od 30 minuta na 37 o>�����
������

oprane i resuspendovane u 300 μl PBS. Fluorescenca je detektovana FACSCalibur 

�������
"�$
�������
"����"�
�����
�
�����>���´�����������'��"�"4��

3.5.6.5. Merenje membranskog potencijala mitohondrija

Kolaps membranskog potencijala mitohondrija služi kao indikator pokrenutog 

����������'� ���'��"�� ���
����� �"��
�� ���� ��� "���� ���������
� �������"� ���
��� 5>-1

�������$�����"� ����"4� ���� ��� �� �
���
������ ���
�
��� ��������
������ ���������
� �
��� ���

fluorescenca menja zavisno od ��'������
���������
�
������
������'��'���
�
�����"���"��4�

6������
���������
�������������������� 5>-1 se selektivno akumulira u mitohondrijama 

������'� �������/�"
����'� '���
�����4� ��
� ����
������ ��
�
���� ���$�����$
��� ��

mitohondrijama, JC-1 formira agrega��� ���
� �������$
����� $����4� (� �������
��
"�

���
��"��� "�"������
� �����$
���� "
��/����
��� �����
��� �
"�� ��� ��������� 5>-1

akumulacija, te on ostaje u citoplazmi kao monomer i fluorescira zeleno.

>=?@>C?F�
�H>=JJ@����
����������
�����QF�²	���=-27NO u trajanju od 24 h, odnosno 

���/����������'�����������������
��
�
��$
��"����������)��
�
����
��������5>-1 bojom 

(5 μg/ml u PBS-�;�?��"
���������Q³�>4��������
������
�������� viška JC-1 boje dva puta 

����������)������������������������$���$���:>�>��
�����������
"�$
�������
"����"4�

������� 
� $����� �������$��$��� ��
����� ��� �CJ� �������� �C?� �������� ����
�
����� ���

CellQuestPro programom.
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#�;�B�B�	Y����%��	���Q&���	�������/	+����	kridin-oranžom

6�������
��
��
� "������ ������'
��� ����� ������'���"
� – kisele vezikule sa dvostrukom 

"�"�����"� ����� ��������� ������ $
������"�� 
�
�
� ���
����� ��'������ �
��� ��� ��������

sudbina degradacija u lizozomima (Gozuacik i Kimchi, 2004; Levine i Yuan, 2005).  

Akridin-oranž je fluorofora koja se sa visokim afinitetom vezuje za acidofilne strukture 

u citoplazmi te se koristi za detekciju autofagozoma. Zavisno od zapremine i kiselosti 

��
�������"
��������$������������$��$����'��������'�
�����
����4�(���
ko se veže za 

DNK, akridin oranž emituje zelenu fluorescencu.

>=?@>C?F����
������¯�J�5) su tretirane 24 h sa 37 μM Saq ili Saq-9&����������'�����

kulture oprane u PBS-��� �� ���
��� ����������� ��
��
�
��$
��"4� )������� ���
�
�-oranžom 

(finalna koncentracija 1 ±'�"�;���%�������������������"�������
���������������JF�"
����4�

������"����
������)�-����������������
��������4��������
�$������������$��$�����
�����

na FL1 odnosno FL3 kanalu, analizirane su CellQuestPro programom.

#�;�B�[�	$�
����	��������	����
+������og azot-monoksida

��� ����
�
��$
��� ���������
����'� NO ���
����� ��� !:�-FM diacetat (Kojima i sar., 

J�����J���;4�=������������$�������������������
����
����������������
�����"�"���������

���$��
��$
��"����
���
"���������"���
���������������$
������"
����
��4���"�!:�-FM 


"��������������$��$�������������"��
���������������������$
������9&. kada nastaje 

derivat benzotriazola (Kojima i sar., 1998, 1999)

Nakon 24 h tretmana sa GIT-27NO, Saq-NO ili konvencionalnim donorima NO (SNP, 

Deta NONOat, SIN-J�/���
����9:�;�����
�������������?����������)��
�
����
�����J�/�na 

37 oC u 5 ±M rastvoru DAF-FM diacetata u medijumu za uzgajanje bez fenol crvene 

����4����
����������"��������������?�������)��
�
����
�����������
/�JF�"
���������Q�
oC u medijumu bez fenol crvene boje i bez seruma, radi završavanja reakcije 

deacetilacij�� ���
���
/� ��������4� &�
����� �������
� ������� �������$��$�� ��� >/�"������

�����
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�
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� ��� ��
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� ����

umnoža�� �������
� ��������'� 
�����
����� �������$��$�� ��� ���
�
� ������
���
/� ��������
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sa Saq-9&� ���
����� ��� �:>�>��
���� �������
� $
�������
"������ �� ���
���
� ����$
� ���

analizirani CellQuestPro programom.

#�;�B�\�	Y����%��	����
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� �����
/� ����� �� ���
��"�� ���$���� �������� ����

posledica 24 h tretmana sa GIT-27NO, Saq-NO ili konvencionalnim donorima NO

(SNP, Deta NONOat, SIN-J�/���
����9:�;�����������������
"���"�!H������4��������

�����������"����
���������������������
������
��������
"����������������$�������������
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"�����"�4

���
����� �������� ��� 
����
����� ?�� "
����� ��� �Q� ³>� ��� �� ²	� �������"� !H�� ����� ��

"��
��"�������'����������
�������
�����
�������������
������J�²	�����������������"�

GIT-27NO, Saq-NO ili konvencionalnih donora NO. Intenzitet zelene fluorescence je 

meren na >/�"�����������
"�����
����������������"���/������
/����
�������
�
����
"�

��
����� 
����� �����"�� ��� $
���"� ���
������ ��������� �������
� �������$��$�� ��� ���
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��������
� ��� ��
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� ���� �"������ �������
� ��������'� 
�����
����� �������$��$�� ���

���
�
� ����etiranih kultura kojima je arbitrarno data vrednost 1. Za potrebe finije 

�����$
��� �� �������� ����"���� ���
��� ��� ��Y-9&� ���
����� ��� �:>�>��
���� �������
�

citofluorimetar, a dobijeni podaci su analizirani CellQuestPro programom.

#�;�B�]�	>"
���:���	/�/�
��ke ekspresije DR5 receptora

6����������
������$�����������H>=JJ@��������"������������������������
��������@��

%, tretirana je 37.5 μM koncentracijom Saq i Saq-NO u trajanju od 24 h. Po završetku 

����"����� ���
��� ��� ������� ��� �)�� 
� ����������� ��� �����'�� ��
menom jakog mlaza 

/�����'���������#!=:��J�"	;����)�4��������
������
����������������"������������)���

�����
"�������
�������������J�/�������������"�������
���"��
��"���������
�$
���������
�

se oporavile od skidanja sa podloge i rekonstituisale membrane, pre fluorecentnog 

obeležavanja membranskih DR5 receptora u daljem toku eksperimenta. Od medijuma 

��� ����
�$
���� ���
��� ��� ������� �� �4F� �� )�:-PBS, a zatim inkubirane 45 minuta na 
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sobnoj temperaturi sa anti- DR5 antitelom produkovanim u mišu (razblaženje 1:1000) u 

0.5 % BSA-�)�4�&����
"�����'����
��������
�����������������������4F���)�:-PBS, a 

zatim su 30 minuta inkubirane na sobnoj temperaturi u mraku sa anti-miš antitelom 

konjugovanim sa FITC fluoroforom (razblaženje 1:200) u 0.5 % BSA-PBS. Od 

sekundarnog ���
��������
�����������������������4F���)�:-PBS, a zatim su fiksirane sa 

J����������"����/
��"�J��"
����������³>4�6���������������$
�
�����
���
"����'����
-

!�F����
��������"����"�"�"�������"���$�������������
���������
���
����
�������"��

sa sekundarnim ���
����"4� �������$��$�� ��� ����������� �:>�>��
���� �������
"�

citofluorimetrom i analizirana CellQuest programom.  

3.5.7. Priprema uzoraka i izolacija totalne RNK

>=?@>C?F����
��������%����������
�������������@������
�������'������
��������
���������

% konfluentnosti tretirane su 6 h sa 75 μM GIT-27NO. Supernatanti kultura su 

����$
��
������������������
�������
���������±l rastvora za izolaciju totalne RNK (mi-

=������9:�������
���6
�;4�C
�������
�����������������"���������������
����
����������-20 
oC ���������
4

Po odmrzavanju, uzorci su držani 2 minuta na sobnoj temperaturi i intenzivno 

vorteksirani. Zatim su dopunjavani sa po 100 ±l hloroforma, resuspendovani i ostavljani 

2 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirani. Nakon centrifugiranja na 12000 

g u trajanju od 20 minuta na 4 oC u malim konusnim epruvetama su se jasno izdvojila tri 

sloja: gornja vodena faza u kojoj se nalazila RNK, intermedijarna faza sa DNK, i donja 

���������������������
�
�
��
�
�
4������
������
��������������$
������
ste male konusne 

epruvete, a ostatak je odbacivan. RNK je precipitirana dodavanjem 400 ±l izopropil-

����/�������������
����������'�����epruvete vorteksirane i ostavljane 10 min na -20 oC. 

Zatim su epruvete centrifugirane 20 minuta na 12000 g na 4 oC. RNK je istaložena na 

dnu, a supernatanti odlivani. Slabo vidljiv talog RNK je zatim pran dodavanjem 750 ±l

70 % etanola, resuspendovanjem i centrifugiranjem u trajanju od 10 minuta na 12000 g 

na 4 oC. Potom je odlivan etanol, a talog RNK je sušen 5 do 15 minuta, dok nije ispario 

sav etanol i finalno rastvaran u 10 �l destilovane vode.
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3.5.8. Reakcija reverzne transkripcije

Nakon izolacije RNK molekuli su prevedeni u komplementarnu DNK (cDNK) 

reakcijom reverzne transkripcije (RT). Uzorak se sastoji od: 1 ±�� ����"
��
/�

heksamernih prajmera (0.2 μg/ml), 1 ±��J��"	���������������
�
�������
�
���������
�-

trifostata (dNTP, po 2 mM ATP, TTP, GTP i CTP), 10 ±l izolovane RNK. Zatim su 

����$
�
����
���
����Q��³>���������������F�"
����������������%��������"
������ivanje 

����"��������96����������'���������$
�������
��������$
����"���������������4�����"�

je u uzorke dodavano po 4 μl pufera za reverznu transkripciju, po 1 μl enzima reverzne 

transkriptaze Moloni virusa mišje leukemije (RevertAidTM H Minus M-MuLV Reverse

Transcriptase, Fermentas, Litvanija), po 0.5 μl inhibitora RNaze (Ribolock®, Fermentas, 

Litvanija) i po 2.5 μl destilovane vode. Zatim su uzorci mešani i inkubirani na 25 ºC 15 

minuta, a potom na 42 ºC, temperaturi optimalnoj za funkcionisanje reverzne 

t������
������ �� ��������� ��� @�� "
����4� 6�������� ����$
��� ��� ����
����� 
�����$
��"�

uzoraka 10 minuta na 70 ºC, temperaturi na kojoj dolazi do inaktivacije enzima reverzne 

transkriptaze i 3 minuta na 95 ºC, u cilju razdvajanja sintetisanih lanaca cDNK. Uzorci

���$!96��������
������·>������������������4
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����/	:
�/���

����$
����������'��"�����������������"���"����������-time“ PCR) je metoda koja 
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 koristi se za analizu 
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$��:"�TM Optical, Applied Biosystems, 

Karlsbad, Kalifornija, SAD;� 
� �� ���
� ��� ������
��� �������� ��� ��� J�� ±l reakcione 

smeše SYBR Green PCR Master Mix, koji sadrži potrebnu fluorescentnu boju SYBR 

Green, enzim AmliTaq Gold koji je DNK polimeraza i dNTP i po 1 ±�� ���$
�
��
/�

prajmera  (finalna koncentracija prajmera je 500 nM) za gen od interesa ili za referentni 

gen �-���
�4� 6��
����
� ����
� ����"���� ���
� ��� �� �����
� �4� ����"� ��� �� ���
� �����
��

dodavano po 8 ±�� ��'��������'� ������� $!964� �
� ����$
� ��� ��%��
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"�4�
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Kalifornija, SAD;�� ������ ��� $����
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����� ?� "
����� ��� J���� '�� �������� �� ���"������

aparata za kvantitativni PCR (ABI Prism 7000, Applied Biosystems, Karlsbad, 
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Kalifornija, SAD;4� (���
� �"��
�
��$
��� �
�
� ��� ������
�� J� "
���� ��� �F� ³>� �� $
����

denaturacije lanaca, a zatim 60 ciklusa koji su obuhvatali 15 sekundi na 95 °C, za 
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����� ����"���� 
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lanaca. Po završenom umnožavanju se postepeno snižava temperatura termo bloka, uz 

��������� �"�������� 
�����
����� �����escencije, koje odgovara disocijaciji nastalog 
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� ��"��������
� ���'��"� �QF��� �ystem software; Applied Biosystems, 

Karlsbad, Kalifornija, SAD;� ������%��� ��� ���
��%���� �������� ��� ����
���
�
� �>�4�

Nivo ekspresije ispitivanog gena standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za �-

aktin detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2-dCt '��� ��� �>�� ����
��� 
�"�%�� >��

vrednosti gena od interesa i �-aktina. Nivoi ekspresije gena za kaspaze 3 i 8 prikazani su 

kao umnožak vrednosti dobijene kod netretiranih kultura kojima je arbitrarno dodeljena 

vrednost 1. 

<���	#�	8
�:�	'
�/�
	��
�*+��� u „Real-time“ PCR

Gen Parovi prajmera Pristupni broj u bazi 
podataka

Bax 5’-TGAAGACAGGGGCCTTTTTG-3’
5’-AATTCGCCGGAGACACTCG-3’ NM_007527

Bcl-2 5’-TCGCAGAGATGTCCAGTCAG-3’
5’-CCTGAAGAGTTCCTCCACCA-3’ NM_177410.2

Bcl-XL
5’-CGGAGAGCGTTCAGTGATCT-3’
5’-TGCAATCCGACTCCCAATA-3’ NM_009743.4

Kaspaza 3 5’-TCTGACTGGAAAGCCGAAACT-3’
5’-AGGGACTGGATGAACCACGAC-3’ NM_009810

Kaspaza 8 5’-TCAACTTCCTAGACTGCAACCG-
3’

5’-CTCAATTCCAACTCGCTCACTT-3’

NM_009812

{-aktin 5’-GGACCTGACAGACTACC-3’
5’-GGCATAGAGGTCTTTACGG-3’ NM_007393.3
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i sar., 1951). Uzimano je 20 μl uzoraka razblaženih 10 puta u destilovanoj vodi i 

mešano (uz snažno vorteksiranje) sa 300 μl rastvora 2 % Na2CO3 u 0.1 M NaOH, 1 % 

CuSO4 x 5 H2O i 2 % K-Na-tartarat u H2O, pomešanih u razmeri 98:1:1. Nakon 

inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperaturi, uzorcima je dodavano po 60 μl Folin-

Ciocalteu reagensa razblaženog 5 puta u destilovanoj vodi. Narednih 30 minuta, koliko 

je potrebno za razvijanje plave boje, uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi uz 

povremeno vorteksiranje. Apsorbanca uzoraka merena je na 670 nm automatskim 

�
����"� ��� "
����
������� �����4� ��� �������
������ ����������� ��
��� ��� ������ ����� ���

����%
�������$�����$
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"������
���������������)�:���4J-1 mg/ml) u 

destilovanoj vodi.  
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ribozomalnog S6 proteina (fosforilisanog i ukupnog), tumor supresora p53, 

antiapoptotskog molekula XIAP-������
"����������'������
����6���
�$
��
���!����%����

je imunoblot analiza.
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������$������������J¯J�6) Saq ili Saq-NO (37.5 μM za CT26CL25 
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pranjem kultura ledeno hladnim PBS i dodavanjem hladnog rastvora za liziranje (62.5 

mM Tris-HCl pH 6.8 na 25 °C, 2% SDS, 10% glicerola i 50 mM DTT u destilovanoj 
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što su defosforilacija, denaturacija i proteoliza, koji se usporavaju držanjem uzoraka na 
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Nakon centrigugiranja 20 minuta na 20000 g na 4 °C, supernatanti sa rastvorenim 
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Uzorci (30 μg proteina) su mešani u odnosu 4:1 sa standardnim puferom za nalivanje na 

gel za elektroforezu, tzv. 4x Lemli puferom (1 M Tris-HCl pH 6.8, 20 % SDS, 0.2 M �-

merkaptoetanol, 0.004 % bromfenol plavo, 20 % glicerol) (Laemmli, 1970) i razdvojeni 

elektroforezom na 12 % SDS-poliakrilamidnom gelu. Po završenoj elektroforezi sledio 

��� ��������� ��� ���
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mA/cm24�9����$
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��������
���������
��������Jh na sobnoj temperaturi sa 5 % 

BSA (Frakcija V) u PBS sa 0.1 % Tween-20, a zatim su membrane inkubirane preko 
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������³>�������
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"�����$
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"�����-Akt, Akt, p-S6, S6, XIAP, RKIP, p53, ciklin 

D3 ili �-aktin (tabela 1) rastvorenim u 1 % BSA (Frakcija V) u PBS-u sa 0.1 % Tween-

20. Potom je usledila inkubacija u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi sa 
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denzitometrijski upotrebom programa ImageJ (Nacionalni institut za zdravlje, SAD) i 
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3.5.12. Imunocitohemijsko bojenje
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�
��� �������
��� ��"��� ���������� �F�� �� ���
��"�� ����
���
"� ��=-27NO primenjena je 

indirektna, višestepena imunocitohemijska metoda. 

Nakon GIT-27NO tretmana (75 μM) u tra������ ��� ?�� /�� "
����������� ����
$�� ���

��"��
$�"�������
"���������%����>=?@>C?F����
�����������������������)�4����
������

����"� �
��
����� ���
������"� �� �� �������"����/
��� �� ��������� ��� ?�� "
����4�

Permeabilizacija membrana, kako bi antitelima koja se koriste u ovoj metodi bio 
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�"�'����� ��
����� 
����$��������"� odeljku�� 
������� ��� ����
�����"� ���
��� �4F� ��

rastvorom deterdženta Triton X-100 u PBS (u daljem tekstu PBST) 30 minuta. 

Aktivnost endogenih peroksidaza blokirana je sa 3 % H2O2 -10 % metanol u PBST 10 

mi������ �� "����� ��� ����� �
� "�'��� ��� ��� �����$
�
���� ���� ���
����� ����
����� ��� ����

vremena sa 5 % FBS u 0.1 % PBST. Svi do sada navedeni koraci u 


"���$
��/�"
����"� ��������� ��%��
� ��� ��� ������� ��"�������
4� ����'����� ���
���

��
"����"� ���
��"� poliklonskom ant
����� ���$
�
���"� ��� ������
� �F�� ������� >����

Biotechnology, CA, SAD) razblaženom 500 puta u 1% BSA-�)����������������������
�

na temperaturi od 4 oC. Detekcija reakcije antigen-��
"��������
����������%������"����

ExtrAvidinPeroksidaza kita (Sigma, Sent Luis, Misuri, SAD) prema uputstvima 

����������
"��������������
��%���4�=�� ����������"�������������� ����"��
����������

minuta na sobnoj temperaturi prvo sekundarnim anti-���
�
"� �'�� �
��
�
�
���
"�

antitelom razblaženim 20 puta u 1 % BSA-PBS, a potom ekstravidinom konjugovanom 

������
����"� ������ ����%�� ����������"� ?�� ����� �� J� �� )�:-�)�4� 6������� ���
��� ���

prane 3 puta po 5 minuta u PBS-u nakon isteka tretmana svakog koraka metode. Kao 

��������� ������
�
�� ������
����� ���
��"�� ��� ����%��� �4F� �� �
�"
������
�
�� ��¹!�

Systems, Mineapolis, MN, SAD) rastvoren u 0.1 % H202 –�)�4�&�"�/����������"�

���
��������������������$
����������
�����������"����
����)����������'�������"��
$��

��
����� ��� "
����������� ����
$�4� 6���������� ��������� ����� �"�'����� ���������

���
���
/� "�"������ ���� "
��������"�� ��%���� ��� 	�����
"� /�"�����
�
��"� ��-60 

������
4� ����
$�� ��� ������� ������ ����
�����"�� �� ����"� ������"� ���"� ��� ���
����

���
����������4���
���"��������������������������������"�glicergela (Dako, Glostrup, 

Danska) i stavljanjem pokrovnog stakla. Nakon sušenja glicergela ���������
����������
�

������"�����
�������
���:¯
�����"
��������"����
����5�����9�"����;4

#�;��#�	<
��/�	+����	�	}�
�"�/��!�������~	�����
�

�=���
"���
�������� �������� �������"��� ����� ���
��� �� ��
������ ��"������ta 

���������
����'�"���
���4�(������/��������
��
���"��$
���������������	���
'��® - smeša 

���������
���
/� �����
��� ����� ���������� #�'������-Holm-���"� �#H�;� ���
��� "
���'�

�����"�4� �������� �������� ���
��� ��� 	���
'��®-u, koji je bogat proteinima bazalne 
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membrane (kolagenom IV, lamininom i heparan-sulfat proteoglikanima) i faktorima 

rasta (FGF, EGF, IGF-1, PDGF, TGF-�;�� �"�'����� �
�� �� ��"������
��� ����������

���
�����������
��������"�������������
���
�
��"���������������
�����������
��6��
�"���
�

sar., 1982; (��
$/�
����4��?���;4�¥�����������������"����"������'
������
�������"������

��'��
��$
�
� �������� ����"
������ �������� ����� �� �����
��"�;� ���� 
� ���'��
�
� ��'���� ���

tretman (Sahai i  Marshall, 2003).

Matrigel® ���
� ��� ������� -?�� ³>�� �������� ������������
��� �³>4������� ����@������
���

ravnog dna su oblagane tankim slojem nerazblaženog Matrigel® (10 mg/ml), kome je 

����������������
"��
���J�/�����Q�³>4����
"��������������%����H>=JJ@�
�>=?@>C?F�

���
��� �F� ¯� J�4), i nakon 4 h dodavani Saq ili Saq-NO. Nakon 72 h, kulture su 

���"���������
���:¯
�����"
��������"�
���
����������������"����J�������4

#�;��@�	����	!	�:���Q���:���	"?�!�:�����	+����

���
����������
�������Y�
�
���Y-NO (18.7 ±M za CT26CL25 i 9.4 ±	����H>=JJ@����
��;�

u trajanju od 24 h, oprane PBS i resuspendovane u medijumu za uzgajanje. Oporavak od 
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�
��$
��� 
� �������
��$
��� ���
���
/� "�"������ �������� ��� ��� "
����� ��� �������

��"�������
�� ������ ��'�� ��� ��
�������� ����%
����� ��
$���� ����"���� �� adhezivnost 

���
��4�����
�������������'����������
������������
�
�����@������
��������������9�������9>��

SAD) obložene su sa 20 ±g/ml Matrigel® ��� �� ³>� ������ ���
4� )����
�
� �������
�

Matrigel® �����
������������)���
�����
/������%����@�¯�J�4 ���
������
"���e dozvoljeno da 

��/��
����� J� /� ��� �Q� ³>4� ���
��� ����� ��� �
��� ������ ��� ��"�������� ���������
����'�

matriksa ukonjene su pranjem kultura u PBS-�����������������������
/���/������
/����
���

����%
�����
�����
����������"4
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3.5.15. Eseji za kvantifikovanje /�&
%���	�	��:!���	+���� in vitro

	���������
������$
������"���������
����'���������
�"�%��������'��
��������������������
�

��� ��� ������ ��� 
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�
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���'� ��
"������ �"
'��$
��;� 
� ��� ��"� ��
�
��"�

���
"����
� ���'���
� ��������� �� 
��� �����
��� ���������
����'� "���
���� 
�
� ��������

membrane (invazija).  

Za procenu uticaja Saq i Saq-NO tretmana na migraciju i invaziju CT26CL25 i HCT116 

���
���in vitro�����
�����������"��
$���
������������
���"�"������������
���@4��""�
�

dijametra pora 8 ±m (BD Labware, Bedford, MA, SAD) koje su stavl������������� ���

����
�$
��� ���
��� ��� ?�� �����
��4� ��� �������� 
���
���'� ������� '������ ����
���

membrana ovih komorica bila je obložena tankim slojem Matrigel-a (500 ±g/ml, 10 ±l

po membrani) kome je dozvoljeno da polimeriše 1 h na 37 ºC. Kod migracionog eseja 

"�"����������������������������4����
������
�
������$������������������
�����?��/���Y�
�
�

Saq-NO (dozom 18.7 ±M za CT26CL25 i 9.4 ±	� � ��� H>=JJ@� ���
��;4� ��� ���������

����"���� ���
��� ��� ���������� ��
��
�
��$
��"�� ������� �)�-om i resuspendovane u 

„gladnom medijumu“ (0.1 % BSA-��	��J@��;4��(��������"��
$������%����������?�»�

105 ���
��4�6���/�"�������
�
���
"�����������
�����"��
��"��������
�$
����J�����)��-

RPMI-J@��;����
��������������������������������"��
$����������
����������������
�$
���

���
��4����������
����
���������Q�³>����F���>&2 u trajanju od 12 h za invaziju i 24 h za 

"
'��$
���� ������ ��'�� ��� "�"������ �
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����� �� �� �� �������"����/
��� 
� �������
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migriraju kroz po��� ����� "
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�
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'��® (kod 
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novog CAST Visopharm Integrat����
���"���!�����;4���
������ ��������������������
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izbrojanih u 30 nezavisnih polja (200 μm × 200 μm) na donjoj površini membrana. 
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3.5.16. Indukcija kancera kolona i tretman životinja 

>=?@>C?F� ���
��� �F� ¯� J�6) su ubrizgane subkutano u desni dorzalni lumbosakralni 
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x 0,52, gde je a najduži, a b naj����
�
�"����
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grupa. Jedna grupa životinja je ostavljena bez tretmana dok je drugim grupama narednih 

15 dana svakodnevno intraperitonealno davan Saq, Saq-NO (10 mg/kg), GIT-27NO (0.5 

"'�"
�;�
�
���"�����������
/��'����� - DMSO (20 %). Kao pozitivna kontrola jednoj 

grupi je svakodnevno davan konvencionalni citostatik doksorubicin (2 mg/kg). 

#�;��[�	��"��%��	'��+��?	/����!	��%�
	�����

������ ���� ������ ������� ��������� "����� "�������
������ ���$���� ������� ��£����
� 
� �ar., 

2005; Rama i sar., 2009; Pfannschmidt i sar., 2007). Stoga su za evaluaciju celokupnog 

������"�����'� �����$
����� ��
/� �������$
� ��� ��
��'� �������� in vivo metastatski 

"����
� �� ���
"�� ��� ���
��"�� ���$���� ������� �"�'������ �����
��$
��� ������

imunokompatabilnih životinja (Sakurai i sar., 2003; Weis i sar., 2004).

6������� >=?@>C?F� ���
��� ��� ����
����� ��Y� 
�
� ��Y-NO (37.5 μM) u trajanju od 24 h 

������ ��'�� ��� ���
��� ���������� ��
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�
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��"� 
� �������������� �� �)�4� Kontrolna 

�����������
��� ������ ����� �������dnom medijumu za kultivaciju bez tretmana. Sa ciljem 
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�'���������
����"
��
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�'���'������):C)�$�

grejani su pod lampom 30 minuta. Eksperimentalne životinje su podeljene u tri grupe: 

���� ����� ��� ���
�
� ���
��� ����/�dno tretirane Saq ili Saq-9&� 
� ���� ����� ��� ���
�
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priborom. Radi kvantifikacije uticaja Saq i Saq-NO na metastatski potencijal 
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3.6. Analiza izobologramom

������%
����� ����������"�
��������
"������Y� 
�
���Y-NO i TRAIL-�����
������ ���

ana�
��� 
������'��"�"4� �������'��"� ��� '���
�� ���
� ��� �������
��� �� $
���� ���%
�����

interakcije dva agensa (Berenbaum, 1981).

6�������H>=JJ@����
��� ��� ����
�����?��/� ����
�
�
"����$�����$
��"����Y����Y-NO (9.4, 

18.75 i 37.5 ±M) ili TRAIL (1.25, 2.5, 5 i 10 ng/ml) kao i kombinacijama ovih agenasa 

(Saq i TRAIL ili Saq-9&� 
� =�:�C;4�  
���
�
���� ���
��� ������ ����"���� ����%
��� ���

kristal violet testom. Kombinacije agenasa koje su indukovale 30 ± 5 % $
������
�����
�

��� ��
������� ���� ���$����� ����'� �����
�����'� agensa koji je rezultirao istim 

���$����"� $
������
�����
4� &�� �������
� ��� ���
���� ��>� ���'�4 fractional inhibitory 

concentration). Kada je suma FIC jednaka jedinici, efekat dva kombinovana agensa je 

aditivan, što je na grafiku  geometrijski pokazano kao prava linija; kada je suma ovih 

vrednosti < 1, �'���
� �� ��"�
��$
�
� ������� �
���'
��
��
� 
� '���
�� ��������� ��������

krivu, dok kada je suma FIC > 1, odnos ispitivane kombinacije je ����'��
��
��
�
�'���
��

je konveksnog oblika.

#�[�	���������	��
"	'�dataka

Rezultati su prikazani kao SV + SD triplikata kultura jednog, reprezentativnog 

eksperimenta od najmanje tri izvedena, ili SV + SD više istih eksperimenata. Za analizu 

����
��
��������������
�����
���
�"�%���������������
���
/�����
�
�
"�����"��
"���riplikata 

��������� ���
������ ��� ����
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������ �:9& :;�� �������� �������-Newman-Keuls-

�
"������"����
�������������%����4� ������������"�����p manja od 0,05 smatrana je 
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��
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4.1. Ispitivanje uloge NO-modifikacije u ostvarivanju antitumorskog delovanja 

GIT-27NO i Saq-NO

4.1.1. GIT-27NO i Saq-�>	�/�����	:���������	+����	��%�
	�����	 in vitro i in 

vivo

Antitumorsko delovanje GIT-27NO i Saq-9&� ��������� ��� ��� �����
"� ���
���
"�

linijama kancera (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008, 2009; Mijatovic i sar., 2008, 2010, 

2011; Donia i sar., 2009, 2011; Mojic i sar., 2012). U cilju ispitivanja potencijala ovih 

supstanci da u in vitro ����
"�� �"����� ����� ���
��� ���$���� �������� ��������� �
�
���

H>=JJ@�� �������"� ��� ������ 
� >=?@>C?F�� �������"� ��� "
���� ����
����� ��� �
���
"�

opsegom doza navedenih supstanci. Dodatno, kako bi se utvrdio doprinos kovalentnog 

vezivanja azot-monoksida za parentalno jedinjenje (NO-modifikacija) u antitumorskom 

delovanju GIT-27NO i Saq-NO, kulture su tretirane sa VGX-1027 i sa Saq. Tretman 

���
�������������?��/����������'�����
���
�
�������$���
�����
�����
����������"4�

GIT-27NO je dozno-��
���� �"���
��� 
���
�
���� H>=JJ@� 
� >=?@>C?F� ���
���� ����

VGX-1027 nije uticao na rast navedenih kultura (slika 6, levi grafici). Sa druge strane, i 

Saq i Saq-NO su pokazali antitumorski potencijal in vitro (slika 6, desni grafici), ali je 

NO-"��
�
���������"������
�
�����
���������
�
"�����"����������������F���C!50, Saq-

NO u odnosu na Saq: 37.5 ±M naspram 111.3 ±M za CT26CL25 i 18.8 ±M naspram 

90.5 ±M za HCT116). Dobijeni rezultati nedvosmisleno pokazuju da je kod VGX-1027

kovalentno vezivanje azot-monoksida rezultovalo sticanjem antitumorskih svojstava, 

dok je ista hemijska manipulacija dovela do osnaživanja antitumorskog potencijala Saq.
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Slika 6. GIT-27NO i Saq-�>	�/�����	:���������	+����	��%�
	�����	in vitro

H>=JJ@� �:;� 
� >=?@>C?F� �);� ���
��� ���$���� ������� �J� ¯� J�4) tretirane su 24 h širokim opsegom 

koncentracija VGX-1027, Saq i jedinjenja nastalih njihovom NO-modifikacijom, GIT-27NO i Saq-NO. 

Kulture koje ��� ����
��� ���� ��������� ��'������ ��� �� "��
��"�� ���� ����"���4� �����
��� ����� �

/� ���
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����%
��� ��� ��
����� 
�����"� �����"4� 
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������ ��� �������$�������
� ����������

�

/� ���
��� �� ��������
"� �������"��� ���
"�� ��� ���
������� �ato maksimalnih 100 % vijabiliteta. Podaci 

predstavljaju srednju vrednost (SV) ± standardna devijacija (SD) reprezentativnog od tri nezavisno 

izvedena eksperimenta. * p< 0.05 se odnosi na kontrolne uzorke.

Kako bi se ispitala reproducibilnost in vitro dobijenih rezultata u in vivo sistemu, u 
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preventivnog efekta GIT-27NO, odnosno Saq-9&4� ����
��
��
� ��������� �"��������
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volumena tumora kod životinja koje su primale ispitivane agense u odnosu na kontrolnu 

'����� ������� ��� ��� ������ F� ����� ������� ����"���� ���
��� Q;4� (� ����%����� ���

kontrolnim životinjama, kod miševa iz GIT-27NO i Saq-NO grupe volumen tumora 


�"��������������������
"������
��������������"���
�����F����������=-27NO, odnosno 

za 75 % kod Saq-NO, slika 7). Nasuprot in vitro dobijenim podacima, u in vivo 

�����
"��������������$
��
��������������
��������
��"�����"������$
�������Y�
���Y-NO

(slika 7), ali je opšte stanje životinja tretiranih NO-modifikovanim agensom bilo 

evidentno bolje. Kao p��
�
��� ��������� ���
����� ��� �����$
�����
� /�"
���������
��

doksorubicin, u odnosu na koga je Saq-NO podjednako potentno smanjio volumen 

tumora, dok je GIT-?Q9&������
�������� ����
�
���
���4�&�������������
���
� ��������
�

����%������� ��� 
��� in vivo uslovima ispitivana NO-modifikovana jedinjenja sposobna 

���
�/
�
�������������
������$����������4

Slika 7. GIT-27NO i Saq-�>	��?���
��	
��	�<=B��=;	+����	�	�����%	/�*�:�/

=�"��
� ��� 
�������
� �������
"� ���
�'�����"� >=?@>C?F� ���
��� �F� ¯� J�6) u desni dorzalni 

lumbosakralni region singenih BALB/c miševa. Od 14. dana, kada su tumori postali palpabilni, miševima 

je svakodnevno intraperitonealno davan GIT-27NO, Saq, Saq-9&����������
$
��
�
���'�������
��������

DMSO. Kontrolna grupa životinja je ostavljena bez tretmana. Volumeni tumora su mereni dva puta 

������������������������
"���������
� �����������?Q4��������� 
������$
������
��4�* p< 0.05 se odnosi na 

kontrolnu, netretiranu grupu životinja.
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@���=�	 _!�����	 ���&	 !��-monoksida u antitumorskom delovanju GIT-27NO i 

Saq-NO

Pošto su istovetnim pristupom, koji podrazumeva kovalentno vezivanje NO za 

parentalnu supstancu (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008, 2009), nastali agensi potentnijeg 

antitumorskog delovanja od originalnih jedinjenja, dalji eksperimenti su imali za cilj 

���%
vanje uloge koju NO 
"�����"��������
���
�
��������
������$���������������
���
/�

GIT-27NO ili Saq-NO. Najpre je ispitano u kojoj meri navedena jedinjenja otpuštaju 

NO, što je posredno ��
������ "������"� ���$�����$
��� ���"��
���
/� �
��
��� ��

supernatantima t���
���
/� �������4� (� ����%����� ��� �����$
�����
"� �����
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(SNAP, SIN-J�>����9���!����9&9&��;�����
�
������������'�NO od strane GIT-27NO 
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��������
����"����������������������Y-9&��
����
���"�'�������������
����"���$
���

nitrita ni u dozama višestruk�� ���
"���� C!50 ���
����:;4� )����
���� ��� 
���=-27NO i 

Saq-NO daleko potentn
��� �"���
��
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�
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��� ��� �����$
�����
/� ������� 9&�

���
��� �);�� "���� ��� 
����
� ���������� ��� ���
�
��� ���������'� NO detektovanog u 

supernatantima kultura ne mora nužno da �����
��� �����
����������������$����� �"���
�
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�
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	�	��������/	���
��	�	

supernatantima tretiranih kultura

>=?@>C?F����
����J�¯�J�4) su tretirane širokim opsegom doza konvencionalnih NO donora, GIT-27NO i 

Saq-9&4�9�����?��/�
�����$
�������"���$
����
��
����������������
"��������������%
���������
���-ovom 

����$
��"� ���� ��� 
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�
���� ���
��� ���$���
��� �����
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� ��
����� 
����� �estom. Vijabilitet tretiranih 
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������ ��� ���� ���$�������
� ���� ������ �

/� ���
��� �� ��������
"� �������"��� ���
"�� ��� ���
�������

dato maksimalnih 100 % vijabiliteta. Prikazana je srednja vrednost reprezentativnog od tri nezavisno 

izvedena eksperimenta����������������������
��$
������
"������"���
���"��������J���4

Obzirom na visoku reaktivnost NO, jasno je da njegova koncentracija u supernatantima 

tretiranih kultura ne mora da ��'����� ����� ������� ���
��4� 6���� �
� ��� ���
�
�
������

���
�
������������
����'�9&�������?��/�����"��������
������$���������������������!:�-

�	�����������"4�(�������������������
/�����
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���������
������$
���� ������%�����9&��� �����������
"����������� ���
��� ����"�����=-

27NO doveo do povi����'��
������������
����'�����-monoksida (slika 9A).
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Slika 9. Tretman GIT-27NO, ali ne i Saq-�>�	
�!������	��/��%���/	�>	����
	+����

�:;� >=?@>C?F� ���
��� �J� ¯� J�4) tretirane su 24 h sa 75 μM GIT-27NO, Saq-NO ili sa navedenim 

konvencionalnim NO �����
"�����������'�������������!:�-FM bojom. Intenzitet zelene fluorescence je 

"����� ��� >/�"������ �����
"����4� ��������
� ��� ��
�����
� ���� �"������ �������
� ��������'� 
�����
�����

�������$��$�� ��� ���
�
� ������
���
/� �������� ���
"�� ��� ���
������� ����� ������t 1. Prikazana je SV ± SD 

reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. * p< 0.05 odnosi se na kontrolne uzorke (B) 

H>=JJ@�
�>=?@>C?F����
������¯�J�5) su nakon 24 h tretmana sa Saq-NO obojene DAF-�	�����"��
�
����
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(Maksimovic-���
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� ���4�� ?���;4� 6��� ���
��� tretiranih Saq-NO nije detektovana 
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�����������Y-NO tretmana, može 

��� �������
�
� ��� ��� ������
$�� 9&-modifikacije antiviralnog agensa nastanak novog 

hemijskog entiteta, koje ne otpušta NO u merljivim ���
�
��"�4�

Da bi se potvrdilo da je otpuštanje NO zaista u osnovi antitumorskog delovanja GIT-

?Q9&�����
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afinitet za vezivanje NO����
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Ovim eksperimentalnim pristupom se pruža uvid u antitumorski potencijal supstance u 
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/� ���
���� ��-tretman 

hemoglobinom je potpuno neutralisao antitumorsko delovanje ispitivane supstance, 
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nosti.

Slika 10. Tretman hemoglobinom u potpunosti neutrališe antitumorsko delovanje GIT-27NO

>=?@>C?F� ���
��� �J� ¯� J�4) tretirane su 75 μM GIT-27NO, 25 μM hemoglobinom (Hb) ili njihovom 

��"�
��$
��"4�9�����?��/��
���
�
��������
���
/����
�������%
����e kristal violet testom i prikazan je kao 

���$�������
������������

/����
�������������
"��������"������
"��������
������������"���
"���
/�J�����

vijabiliteta. Prikazana je SV ± SD reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. * p< 0.05 u 

odnosu �������������������4�Á��Â�4�F����������������
�������
����������=-27NO.
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6���� ��� ��%�� ������� ���
��� NO brzo reaguje sa stalno prisutnim molekularnim 

�
����
��"�
�
�
���������
��������"����������
��������������
���'��������������
�
/�

vrsta kiseonika i azota (Pryor i Squadrito, 1995). Radi njihove detektcije i 

����
�
��$
�������
��������������������!H���ojom i tretirane 24 h sa GIT-27NO, Saq-

NO ili sa konvencionalnim NO �����
"��� ������ ��'�� ��� ��
����� �������$��$��

����������4� &���
����� ����/����� �����
� ������� �
��� ���������
����'� NO nakon 

tretmana GIT-27NO rezultovao je u generisanju ekvivalentno visokih koncentracija 

reaktivnih vrsta kisonika i azota (slika 11A). 

Slika 11. GIT-27NO i Saq-NO indukuju produkciju reaktivnih vrsta kiseonika i azota

�:;�>=?@>C?F����
����J�¯�J�4;����
��������������!H������"�
�����
�����?��/����QF�²	���=-27NO, Saq-

NO ili sa �����$
�����
"� 9&� �����
"�4� ������
���� �������$��$�� ��� ��
���� ��� >/�"������ �����
"����4�

Prikazana je SV ± SD reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. * p< 0.05 odnosi se na 

���������� ������4� �);� H>=JJ@� 
� >=?@>C?F� ���
��� ��� ¯� J�5) su oboje��� !H�� ����"� �
�
� ��� 
�����
����

fluorescence nakon 24 h tretmana sa Saq-9&���
������ �:>�>��
������������"�$
�������
"����4
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Konvencionalni donori NO, koji su se pokazali potentnijim u otpuštanju ovog 
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Zanimljivo je da tretman Saq-NO koji, iako ne otpušta NO u merljivim ���
�
��"���

dovodi do generisanja reaktivnih vrsta kisonika i azota (slika 11), ali u daleko manjoj 

razmeri od GIT-27NO.
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sulfatom. Navedeni ko-tretman je dov�������������������'���������
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������������=-27NO (slika 12), ali ne i Saq-NO. 
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kulturama, kojima je arbitrarno dato maksimalnih 100 % vijabiliteta. Prikazana je SV ± SD 

reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta. * p< 0.05 odnosi se na kontrolne uzorke. # 

�Â�4�F������
����������
�������
���������IT-27NO.
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kotretmana sa MEG-�������"������
�������
����
$�"�����������������$����������������

donor NO, te i da produkcija peroksinitrita nije u osnovi njenog antitumorskog 

delovanja. 

U celini, do sada navedeni rezultati pokazuju da je NO modifikacija odgovorna za 

sticanje antitumorskog potencijala GIT-27NO, koji svoje delovanje ostvaruje 

akumulacijom visokih konc�����$
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tretiranih NO-modifikovanim agensima
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4.2.1.1. GIT27NO ��"�����	'�'��!�	��<��B	�	�<=B��=;	+����

Prethodno dobijeni rezultati su okarakterisali GIT-27NO kao donora NO nove 
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generisanja reaktivnih vrsta kiseonika i azota za njegovo antitumorsko delovanje. 

Naredni eksperimenti imali su za cilj definisanje mehanizama u osnovi navedenog 

delovanja supstance, te je u tu svrhu analiziran uticaj tretmana GIT-27NO na 

�
���
��$
������
������$������������������
�
�
"�����"�����
����'�$
�����4 ���
������������

�������������"����$
������
���"�����"���=-?Q9&������������
�
��"����
��"���
������

�������$��$�� ��
������ ��� ��������"� $
�������
"����4� ������������ ���
��� ��� ����"��

���
����'� $
������ ������ ��� ��� ������ ���
�
��� �������� !964� 6���� ��� 
� ��ekivalo, 

����������������
����������"�����
����'�$
������������������ ����
���
/� �¡-1027 nije 



 

52 
 

�������
������������������������
/����
���J�;4�9����������"�������"�����=-27NO je kod 

�������
������
�
������$����������������������"���$
���/
���
���
��
/����
�a u sub G 

���
4�)����
����������"���$
������
��������������
����
����'�$
������������������������

����'��������������"�����?��/�����������>=?@>C?F�������������/�����H>=JJ@����
��;��

���������
"��
$
������
����$
�����������
������"��
��������"����������
�� nije u osnovi 

antitumorskog delovanja GIT-27NO. 

Slika 13. Uticaj GIT-=[�>	�
��/�	�	"���
���%���	+����	'�	Q!/	+�������&	%�����

6����������
������$��������������¯�J�5) su tretirane sa 75 μM GIT-27NO ili VGX-1027 u trajanju od 24 h 
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Kako bi se ispitalo da li je u osnovi citocidnog delovanja GIT-27NO 
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�����

smrti apoptozom ��
����
��� ��� ��������"� �������� ���
��� �������$������ ��������
"�

aneksinom V i propidijum jodidom. Aneksinom V se detektuje premeštanje fosfatidil 

serina u s��������
� ����� ����"�� "�"������� ���� ��� ��'�%��� ����� ���������� ���� ���

����
�
��"����
�����
��
����
��
���
"
��$
����������
��
/����������
��
/����
���� ��"���
�

���4��J��F;4����
����������
�����$
������
���"�����"���=-27NO (75 μM) ?��/������������

CT26CL25, o������� ��� /� �� �������� H>=JJ@� ���
���� ������ ��'�� ��� ����$
� ������
�

�������$������ ��������
"� �����
��"�  � 
� ����
�
��"� ���
��"4� :���
��� ��������"�

$
�������
"���
��"� ���
���J�;� ����������� ���
����� �
�
��������������������� ���$���������
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zastupljenosti aneksin V +/ propidijum jodid – ���
���������������
��������������
���������4�

��������"������������$
��������������
���
������������������
�
�
/����
���������
�� �
+/ propidijum jodid +), kod kojih je pored izvrtanja fosfatidil serina došlo i do gubljenja 

integrit��������"��"�"�����������������
������������������
/�
�
������������������
��
/�

���
��4�������������������
�
���������$
�������������?��/�������������/�����"��������

još jedna potvrda da je indukcija apoptoze, a ne nekroze, u osnovi smanjenja vijabiliteta

���
�������
���
/������=-27NO.

Slika 14. GIT-=[�>	��"�����	'�'��!�	+����	��%�
	�����

>=?@>C?F�
�H>=JJ@����
������
�
������$������������������
�������=-27NO (75 ±M) u trajanju od 24 h 

�������� ��� /�� ������ ��'�� ��� ������� �������$������ ��������
"� aneksinom V i propidijum jodidom. 

Kontrolne kulture su uzgajane u medijumu bez GIT-27NO. Prikazan je rezultat reprezentativnog od tri 

nezavisno izvedena eksperimenta.
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4.2.1.2. Tretman GIT-27NO dovodi do akumulacije tumor supresora p53

Tumor supresor �F�� ��� ������
� "������� �� ���������� ������� ���
��� ���� ������"� ���

�����������'��"����
������"��
���������"��6������
����4��J��F���
����
�H������J�����

Green i Evan, 2002). Obzirom da je apoptoza indukovana oksidativnim ili nitrozativnim 

������"� �������� ���"�lacijom navedenog molekula (Bonavida i sar., 2006; Lala i 

Chakraborty, 2001; Umansky i Schirrmacher, 2001), ispitan je uticaj tretmana GIT-

?Q9&�����������
����F��"�������������
��"�����$����������4�6�������>=?@>C?F����
���

tretirana je 6 h odabranom dozom GIT-?Q9&�� ������ ��'�� ��� �
�� �������
��� ��"���

�����������F�����$���
���
"���$
��/�"
���
"��������"4���������
����������
���������

��������"� "
��������
��"� ��� ������ ��"�� @� /� ���
��� JF;� ����%���� ������� �F��

molekula u donošenju odluke da se pokrene apoptotski put smrti kao odgovor na 

tretman GIT-27NO. 

Slika 15. Tretman GIT-=[�>	"�:�"�	"�	��/��%���	';#	'
�����	�	+����/	��%�
	�����

>=?@>C?F� ���
��� ��� ¯� J�4) su 6 h tretirane sa 75 ±M GIT-27NO. Kontrolne kulture su uzgajane bez 

����"���4�9
���������
����������'��F�������
�������%
������
"���$
��/�"
���
"��������"4���
����������

��
������
�������������"�"
�������
��"�����������"����J���puta.
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4.2.1.3. GIT-27NO remeti balans pro- i antiapoptotskih molekula i dovodi do 

���'�	/�/�
����&	'����%���	/���?��"
��	�<=B��=;	+����

Odnos pro- i anti-���������
/�"�������������
�
�����%��������
�����
�
�������������������

��'�%�����������������
�������'�"
������"��
���������"��&���
� 
� ���., 1993). Kako 

prethodno navedeni rezultati pokazuju da GIT-?Q9&�
��������������������
������$����

kolona, cilj daljih eksperimenata bio je ispitivanje uticaja ovog agensa na ekspresiju 

pro- i antiapoptotskih molekula. >=?@>C?F����
������ ����
��������QF�²	�GIT-27NO u 

��������� ��� @� /�� ������ ��'�� ��� �����
��� �������
��� '���� ��� )�¯�� )$�-2 i Bcl-XL

kvantifikovana „Real-time“PCR-�"4� &���
����� �� ���
��"�� ����
���
"� ��=-27NO 

dolazi do intenzivne transkripcije proapoptotskog Bax gena (slika 16, levo). U nešto 

"����"� ��
"�� �� ������� ��� )�¯�� �����
� 
� ��� ��������� �������
��� $
���������
�
/�

molekula: Bcl-2 i Bcl-XL4��������%������
����������
����)�¯�)$�-2 = 3.1; Bax/Bcl-XL

= 24.9) evidentno je da tretman GIT-27NO remeti balans pro- i antiapoptotskih 

molekula u smeru koji favorizuje pokretanje apoptoze.

Slika 16. Tretman GIT-27NO stimuliše ekspresiju proapoptotskih molekula i dovodi do 

"�'��
�!%���	/�/�
�	/���?��"
��	�<=B��=;	+����

:;�9�����@�/�����"����>=?@>C?F����
��������=-27NO (75 μM), relativna ekspresija gena za Bax, Bcl-2 i 

Bcl-XL analizirana je „Real-time“ PCR-om. Nivo ekspresije ispitivanih gena standardizovan je u odnosu 

na ekspresiju gena za �-aktin detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2-dCt. B) CT26CL25 i HCT116 

���
������������?��/�������������������/�����"����75 μM GIT-27NO bojene JC-1 fluoroforom. Prikazan 

��� ���$����� ���
��� �� ���
"�� ��� ��������"� $
�������
"���
��"� ����������� �������
��$
��� "�"�������'�

potencijala mitohondrija.
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Bax je citosolni protein koji, nakon oligomerizacije, formira poru u spoljašnjoj 

"�"����
� "
��/����
���� ���� ����
� ��� ���������� �����'� ���"���
�
������ ��������

�������
��$
��"�
�
������"���������
��"�%�"�"�������'����������������
/�������
�$
���

nishodne kaspazne kaskade (Pastorino i sar., 1998, 1999; De Giorgi i sar., 2002). Stoga, 

kolaps membranskog potencijala mitohondrija služi kao još jedan indikator pokrenute 

apoptoze i može se detektovati JC-J� ����������"4� >=?@>C?F� 
� H>=JJ@� ���
��� ���

����
�����$
������
���"�dozom GIT-?Q9&���������������?�������������/����������'�����

������� 5>J� ����"4� :���
��"� �������$��$�� >=?@>C?F� ���
��� ��������"�

$
�������
"���
��"� ������ ��� ���$�������
� ������� ���
��� ��� �������
�����"�

membranom mitohondrija (FL1hi/FL2lo, slika 16, desno). Nasuprot njima, kolaps 

�����$
����� 
�������� ���� H>=JJ@� ���
��� ���
��� J@, desno), što može biti još jedno 

objašnjenje dužeg delovanja GIT-27NO koje je potrebno za ostvarivanje njegovog

citocidnog efekta�� �����
� ��� �� �
"� ���
��"�� ne dolazi do amplifikacije apoptotskog 

signala preko mitohondrija. Navedeni rezultati pokazuju da je indukcija apoptoze pod 

tretmanom GIT-?Q9&� ���
"
���� ����������� ���"���"� �������
��� ���- i

���
���������
/�"���������������������������������$
��"�"�"������"
��/����
��4
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4.2.1.4. GIT-27NO indukuje apoptozu zavisnu od aktivacije kaspaza

(��'����$
�
� �����������������'�� 
"������������� ��
� ������� �
�� ���
����� �"��
�"����

��
'���
� 
� ���� ��
/��'� ������4� (������-������
��
� ������ ��=-?Q9&� ����"���� ���
���

kancera kolona i transkripcije gena za kaspaze, odnosno njihove aktivacije na 

�����
����"��
���������'������� ����"���� 
��
���� ��� ������
"��
��"�������
"�����4�

>=?@>C?F����
����������
��������QF�²	���=-27NO u trajanju od 2 h, 6 h, 12 h i 24 h, 

��������'�����
��������
�96�
���������4���eal-time“ PCR analiza je pokazala da GIT-

27NO dovodi do višestrukog intenziviranja transkripcije gena za kaspaze 8 i 3 (slika 

JQ:;� 
� ��� ��� ������ ?� /�� �������� @� /4� ���
"� ��� >=?@>C?F� ���
��� ����
����� ?�� /�

$
������
���"� ����"� ��=-27NO i bojene fluorescentno obeleženim pan-kaspaznim 


�/
�
����"� :������4� :���
��� ���������� ���
���
/� ��������"� $
�������
"���
��"�

pokazala je da tretman GIT-27NO dovodi do aktivacije kaspaza (slika 17B). Kako bi se 

�������������
������������������������
������
���
�
��������
����retiranih GIT-27NO 

����������� ���
�$
��"� ��������� >=?@>C?F� ���
��� ��� ���������� ����
����� ���-

kaspaznim inhibitorom Z-VAD-�"�4� &���
����� ����"��� $
������
���"� ����"� ��=-

?Q9&�����"���
��������

/����
���������������
���17C), dok je ko-tretman sa Z-VAD-

fm�������������
"
���'�� ��
� ��� 
� �������'���������
���
�
����4�!��
���� ��������� ���

�����
�� ��� ��� �'����$
��� ��������� ���
��� ���$���� ������� ����
���
/� ��=-NO barem 

delom zavisna od aktivacije kaspaza.
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Slika 17. �'�'��!	+����	��%�
	�����	�
���
��?	��<-27NO je zavisna od aktivacije kaspaza

>=?@>C?F����
����������
��������QF�²	���=-27NO. A) Nakon 2 h, 6 h, 12 h i 24 h tretmana ekspresija 

iRNK kaspaza 3 i 8 analizirana je Real-time PCR. B) Aktivacija kaspaza nakon 24 h tretmana 

����������������������"�$
�������
"���
��"��������"����
���:�������"4�>;�>=?@>C?F����
����J�¯�J�4)

tretirane su 24 h sa 75 μM GIT-27NO, sa 20 μM Z-VAD-fmk ili sa oba agensa istovremeno. Kontrolne 

kulture gajene su u medijumu bez tretm���4� 
���
�
��������
���
/����
�������%
��������
�����
����������"�
�

��
������ ��� ���� ���$�������
� ���� ������ �

/� ���
��� �� ��������
"� �������"��� ���
"�� ��� ���
������� �����

maksimalnih 100 % vijabiliteta. Prikazana je SV ± SD rezultata reprezentativnog od tri nezavisno 

izvedena ekspreimenta. * p< 0.05 odnosi se na kontrolne uzorke. # p< 0.05 odnosi se na uzorke tretirane 

GIT-27NO.

U celini, navedeni rezultati pokazuju da tretman GIT-?Q9&� ���
��� ���$���� �������

����
� ��� �������� �������
��� ������������
/� "�lekula, depolarizacije membrana 

mitohondrija i akumulacije p53 proteina, što zajedno rezultuje pokretanjem apoptotskog 

��������
������"��
����
�������
"
������
����������
�$
����������4
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4.2.2. Mehanizam antitumorskog delovanja Saq-NO

4.2.2.1. Saq-NO ne �/�����	:���������	��%�
	�����	��"��%���/	+�������	�/
��

���
������"
�
������"�/��
��"��������
��"��������
���
�
��������
������$�����������

tretiranih Saq-9&��������� ��� 
��
������
$������������������$������
���
��$
������
������

����"�����
����'�$
�����4�6����������
������?��/�����
�������Y�
�
���Y-NO (18.75 μM za 

H>=JJ@�
��Q4F�²	����>=?@>C?F����
��;�
������������
�
��"����
��"��
�
����
�����
����

�������$��$�� ����
�
���� ��� ��������"� $
�������
"����4� (� ����%����� ��� ��������"��

tretman Saq-om nije doveo ������
���
��$
������
����������"�����
����'�$
�������
�
����

���"���$
���/
���
���
��
/����
������
���J�;�������������
���������
���������
"��������

dozi koja in vitro �
��� ����
��
��
� ��������� �"���
����
���
�
���� ���
������$����������4�

Nasuprot njemu, nakon Saq-9&�����"�����
�������������"���$
������
������0/G1 fazi, 

����� ��� �����
��� 
�������� ���� >=?@>C?F� ���
���� ��� �"�������� ���$���������

�������������
����
����������
����
���J�;4�6���������������
������
�
���
�����������"���$
���

/
���
���
��
/� ���
�� �� ����� ���
�� ����� ��������
��� ���'"���
����� !96�� 
���������� ���

"�'�������
����$
����������������"�/��
�"�����
��"�����'������������Y-NO.

Slika 18. Uticaj tretmana Saq-�>	�	"���
���%���	+����	'�	Q!/	+�������&	%�����

H>=JJ@�
�>=?@>C?F����
������¯�105) tretirane su Saq ili Saq-NO u trajanju od 24 h. Kontrolne kulture su 

��'������ �� "��
��"�� ���� ����"���4� ���
��� ��� �������� ����
�
��"� ���
��"� �?�� ²'�"�;� 
� ��� ������


�����
������������$��$��
�"��������������"�$
�������
"���
��"�������������������"����lijskog ciklusa.  
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&������� ���"���$
��� /
���
���
��
/� ���
��� ������ ����"���� ��Y-9&� ��� 
����������

"�'������� ��� ���� �'���� ��� ����
� ��� ���
����� �"��
� ������'
��"�� ����� �
��� ��������

fragmentacijom DNK (Gozuacik i Kimchi, 2004). Da bi odgovorilo da li je indukcija 

�������'� �
��� ���'��"
����� ���
����� �"��
� ��'������ ��� ���� 
���
�
������ ��������

H>=JJ@� 
� >=?@>C?F� ���
��� su tretirane 24 h Saq ili Saq-9&�� ������ ��'�� ��� bojene 

supravitalnom akridin-oranž bojom. Eventualno prisustvo autofagozoma, glavnih 

markera ������'
��������������� �����������"�$
�������
"���
��"�"������"�
�����
�����

fluorescence u crvenom delu spektra (FL3-H, slika 19). Rezultati su pokazali da tretman 

Saq-9&� �� ���
��"�� ���$���� ������� ��� 
����

��� ���$��� ������'
���� �
"�� ��� 
����������

svaka "�'��������� je �������$�����'����������"��������������
�����������"���"4

)����
� ��� ��"�� ���"���$
��� ���
��� ��� ���'"���
����"� !96� �
�
� ��� �����
� ���

intenziviranja autofagije kod kultura tretiranih Saq-9&��"��������������
�
����
����$
���

���
������"��
��
je u osnovi antitumorskog delovanja ispitivanog agensa. 

Slika 19. Tretman Saq-�>	��	��"�����	���Q&���	��"	+����	��%�
	������

���
������$��������������¯�J�5) su tretirane sa Saq ili Saq-NO (doza 18.75 μM za HCT116 i 37.5 μM za 

>=?@>C?F����
��;4�6����������������������'��������"��
��"����������"���4�9�����
������?��/�����
������

�����������
�
������������"��J�²'�"�;��
�������������$��$������
�
����������������" citofluorimetru. 
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4.2.2.2. Saq-�>	�
���	��?���
	'
���Q�
%���	+����	��%�
	�����

&�������
����$
������
������"��
���������������"���$
������
������0/G1 ���
����
����'�

ciklusa usmerila su dalji tok istraživanja u pravcu ispitivanja uticaja Saq-NO na deobu 

���
��� ���$���� ������4� H>=JJ@� 
� >=?@>C?F� ���
��� ��� ������� 
����
����� �� ��
������

CFSE boje koja obeležava proteine citoplazme, a zatim tretirane Saq ili Saq-NO u 

������������Q?�/4�(����������������>��#��������"������������%����������������
��������

sad fluoresciraju duplo slabijim intenzitetom u odnosu na roditeljske (Parish, 2002).

:���
��"� ���������� ���
���
/� ��������"� $
�������
"���
��"� ������ ��� ��� Saq-NO 

������� 
�/
�
��� ������ ���
��� ���$���� ������� �������� �;4� >
��������
� ������� ��� �����
���

izražen na CT26CL25 liniji, kod koje �����"��J?������
��������
�������"�Q?�/4�!���
����

proverilo da li je gubitak proliferativnog potencijala permanentan, to jest nezavisan od 

������'���
�������������$���>=?@>C?F����
����������
�����?��/����37.5 μM Saq ili Saq-

9&����������'������������������������������������"��
��"������������
/��������$
4�

 
���
�
�������
��� �������%
����������������
�����
����� �����"����
���?0). Za razliku 

od parentalne supstance, �����������
���
�
�����>=?@>C?F����
����
����������
���
������

nakon jednokratnog, 24 h tretmana Saq-9&����������
����������
��'�������"��������


�/
�
�������
����$
������
������$����������4

Tabela 4.  Saq-NO inhibi
	'
���Q�
%���	+����	��%�
	�����

���
������$����������� ���¯�J�5) obojene CFSE bojom su tretirane 72 h Saq  ili Saq-NO (18.75 μM za 

H>=JJ@� 
� �Q4F� ²	� ��� >=?@>C?F� ���
��;4� Kontrol��� ���
�e su uzgajane u medijumu bez tretmana. 

������
�����������$��$�����"��������������"�$
�������
"���
��"4�U tabeli je prikazan procenat podeljenih 

���
��4
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����	=|�	��?���%��	'
���Q�
%���	+����	��%�
	�����	�
���
��?	��-NO je trajna i nezavisna od

stalnog prisustva supstance

>=?@>C?F� ���
��� �J� ¯� J�4) su tretirane 37.5 μM Saq ili Saq-9&� ?�� /�� ������ ��'�� ��� ��'������ ��

"��
��"������������
/��'�����4� 
���
�
��������
���
/����
����������%
�����
�����
�����"�����
�����
"�

��"����
"������"��
���
����� ����������$�������
������������

/����
�������������
"��������"������
"��

je arbitrarno dato maksimalnih 100 % vijabiliteta. Prikazana je SV ± SD rezultata reprezentativnog od tri 

nezavisno izvedena ekspreimenta. * p< 0.05 odnosi se na kontrolne uzorke.

4.2.2.3. Saq-�>	�/�����	/��������	'����%���	+����	��%�
	����� in vitro i in 

vivo

Inhibicija proliferacije koja je nezavisna od stalnog prisustva Saq-NO sugeriše da 

���
��
��'�����������"����������
��H>=JJ@�
�>=?@>C?F����
������$�����������������
��e

moglo odražavati i na njihov metastatski potencijal. Kako bi se ispitala navedena 

pretpostavka, najpre se evaluirao uticaj tretmana sa Saq ili Saq-9&� ��� ����� ���
��� ���

�����"� ������ 	���
'����� �"���� �����
��� �� ������� ���������
����'� "���
���� �#>	�� ���

engl. extracellular matrix), to jest u tzv. „trodimenzionalnoj“ (3D) kulturi. Struktura, 

'���
��� 
� �
'
�
���� ����� �����'�� ����������� ������ �
"���$
��� ���
����'� ���������� in 

vivo 
��������������
�����
�����"������'
�
����
������'��
��$
�
���������
���
$����tretmana 

���/�
�
�	���/�����?�����(��
$/�
����4��?���;4�H>=JJ@�
�>=?@>C?F����
����������%����

na podlogu obloženu tankim slojem Matrigel® ili na neobloženu plastiku i tretirane 72 h 

Saq ili Saq-NO (9.4 ±M za HCT116 i 18.7 ±	����>=?@>C?F����
��;������
������slabije 

od LD50 
�/
�
��� ����� ���
��� �C!20;4� H>=JJ@� 
� >=?@>C?F� ���
��� ����� ��� ������ ���

Matrigel®-�� 
"���� ��� ���'��
��� "������'
��� 
� ���������� ��'��
��$
��� ���
��� ?J;� ��

����%����� ��� 
��
"� �������"�� ��� ������������ ������
4� !��� ��� H>=JJ@� ���
��� 
"����

zaokrugl���� 
�'���� 
� ������ �� �
������
"�� '�������
"� �����
��"��� >=?@>C?F� ���
���
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vretenastog oblika su formirale mrežu koja je zauzimala ceo raspoloživ prostor. 

	������'
��� ���
��� ������� �� ��!�� ������
� ��� "���� ������
� ��� ����
�
�
"� ���
��"�

remodeliranja citoskelet�� ��
�
��"� "
'��$
��� 
� ��� ����
�
�
"� ��/���"� ���
��� ���

���
������ ���������
���
/� ��������� ��
�
��"� 
���
��� ����� ��
�� ���/�
� 
� 	���/�����

?���;4�9���
������������
/�"��������
/�����
������Y-NO tretman (LD20) je inhibirao 

������ �"���
�� ��"��
��$
��� ���
��� 
� ��
�
��� �����
��� H>=JJ@� 
� >=?@>C?F� ���
��� ���

Matrigel® (slika 21).

Slika 21. Uticaj Saq i Saq-�>	�	
��	+����	��%�
	�����	�	}#Y~	�����
�

H>=JJ@�
�>=?@>C?F����
����F�¯�J�4;����Q?�/��������������
��
"������"������@������
��������������'�����

ili sa  tankim  slojem  Matrigel® �J��"'�"�;� ������
�������������
�����������Y�
�
���Y-NO (9.4 ±M za 

HCT116 i 18.7 ±	����>=?@>C?F����
��;4�6�������������'��������"��
��"����������"���4�6����������
���

su ���"���������
���:¯
�����"
��������"�
���
����������������"����J��������4
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Dalje je višestepeni proces metastaziranja simuliran nizom in vitro eksperimenata u 

kojima je ispitivan potencijal Saq i Saq-NO da smanje adhezivnost, migratornost i 


���
����� ���
��4� ���� 
��%����� �
/� �������� ���
��� ��� ?�� /� ����
����� �������
���"�

dozom Saq ili Saq-NO (9.4 ±M za HCT116 i 18.7 ±	����>=?@>C?F����
��;4�9���������

����%
���������������������������
���
/����
����������'���
����"���"�����"���
���

od 1 h, adheriraju ��� �����'�� ��������� �����
�
"�� ���������
����'� "���
���4� ���������

������ ��� ����
�
������� ��/��
����
� ���
��� ��� �������� ��� ��� �������"��� ��Y-NO

�"���
�� ���$����� ���
��� ���
� ��� ��/��
���� ���� ���� ���
����� �
�
���� ���� ��� �����������

jedinjenje uticalo na adh��
�������"��H>=JJ@����
����
�>=?@>C?F����
�� (slika 22A). 

!����� ��� 
��
�
���� ����������� ����/����� ����
���
/� ���
��� ��� "
'�
����� ����� �����

membrane ��
�
�����²	, ali i kroz tanak sloj polimerizovanog Matrigel® u odgovoru 

��� /�"���
"����� �� 
��� ������� koncentracije FBS u medijumu iza navedenih 

prepreka. U odnosnu na kontrolni uzorak, Saq-NO pretretman je za 50 % redukovao 

��������
����������
/����"
'��$
���
�
���
������������
�
������$��������������
���22B). 

U skladu sa rezultatima adhezionog testa, i ovde je Saq pretretman pokazao selektivnost 

�� ���������� �"���
�
� "
'���������� 
� 
���
����� ��"�� ���� H>=JJ@� ���
���� ���� ���

�������"��� ���
��
"� �'����"� ������ ���� ������� ��� "���������
� �����$
���� >=?@>C?F�

���
������
���22B). Dobijeni rezultati nedvosmisleno pokazuju da Saq-9&������
������
�

����� ��� �"������� ��������� 
���
�
����� ��������� "���������
� �����$
���� H>=JJ@� 
�

>=?@>C?F����
���� in vitro uslovima.
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Slika 22. Saq-�>	�/�����	"?�!�:�����	/�&
��
����	�	��:!�:����	+����	��%�
	������

���
��� ���$���� ������� ��� ?�� /� ����
����� �������
���"� ����"� �J�4Q� ±	� ��� >=?@>C?F� 
� �4�� ±	� ���

H>=JJ@����
��;���Y�
�
���Y-9&4�:;����
����@�¯�J�4;����
����
�����J�/�����Q�³>��������"������@������
���

�
�����������
���������������?��±'�"��	���
'��Ä����������'��������������
������
������/��
������������
���

��������"�"����������%
�����
�����
����������"4�);�������������
���kroz pore membrane ��
�
�����²"

�� ��'����� ��� /�"���
"���$
���� ��� �
���
��;� 
�
� ���� �"
'��$
��;� ��
������ ���������
����'� "���
�����

����%
�n je brojanjem pod svetlosnim mikroskopom nakon 12 i 24 h (CT26CL25) odnosno 24 i 36 h 

(HCT116). ��������
� ��� ��
�����
� ���� ���$�������
� ���� ������ ���
��� �� ���������"� �������� ���
"�� ���

arbitrarno dato maksimalnih 100%. Prikazana je SV ± SD reprezentativnog od dva nezavisno izvedena 

eksperimenta. * p< 0.05 se odnosi na kontrole.
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Kako je pokazano da Saq-NO smanjuje parametre koji oslikavaju metastatski potencijal 

���
��� ���$���� ������� �� 
n vitro uslovima, u narednom eksperimantu ispitana je 

permanantnost ovog efekta in vivo4�>=?@>C?F����
��� ����������
�����?��/� ����Q4F�²	�

Saq ili Saq-NO ili uzgajane u medijumu bez navedenih agenasa (kontrola), a zatim 

skupljene i ubrizgane u repnu venu imunokompententnih BALB/c miševa (3 x 106

���
���"���)�;4�=���"�������
"������
��
�����
�����
"�����
���������"��4�9���������

je jedna životinja u kontrolnoj grupi uginula 18. dana od inokulacije, eksperiment je 

�������4�	
��
"�����
��%����������
����������
�"��������
������
4��������
��
����iz 

kontrolne grupe su bila potpuno deformisana masivnim metastatskim nodusima (slika 

?�;4� ��� ����
��� ��� ���������� '������ �� ����
"�� �
��
���� ����� ��� ��
"
��� ���
���

pretretirane Saq-�"� ������ ��� "���
� ����� "���������
/� ������� ���
��� ?�;4� =���%��� 
�

��
�
���������� ����
��� "����� ��������F;4�(� '���
� �
��
�������
"�� ��� 
���$
����� ���
���

prethodno tretirane Saq-NO, samo je jedna razvila mikrometastaze (tabela 5). U celini, 

�
� ��������
� ��� �������
� ��� ��"����
� �'���
���� ����"��� ��Y-NO dovodi do trajnog 

smanjenja "����������'� �����$
����� >=?@>C?F� ���
���� ���
� ��� ��������� 
� �� in vivo

uslovima. 

Slika 23. Saq-�>	�/�����	�
��	/��������?	��"��	�<=B��=;	+����	�	'��+�/	�����%	/�*�:

6�������>=?@>C?F����
���
����
��������?��/������Y�
�
���Y-NO (37.5 μM) ili uzgajana u medijumu bez 

����"���� ���������;4����
��� ��� ����������� ��
��
�
��$
��"� 
� J���²����'������������
����� �������
��� ���¯�

106 ���
���"�;� ��� ���
�'���� �� ������ ���� ):C)�$� "
���4� ¼
��
���� ��� ���������� �� '����� ��� ��� ���

��
��������������"�������
������
�
"�������
�'��4�9�����J���������
��
���������������
�
��%�������
"�

�����4�Prikazane su r����������
�����
���������
������ grupe životinja.
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Tabela 5.  �
��	/��������?	��"��	'�	/�*�	�	���?�:	'
�����	"��/��
	�
��

4.2.2.4. Saq i Saq-�>	
!������	
�&���*�	���'
�����	�	'���-translacionu modifikaciju 

proteina bitnih za inhibiciju proliferacije i smanjenje metastatskog potencijala 

+����	��%�
	������

��� $
���"� ��� ��� �����"
�
��� ���������
���
� ��'�%��
� �� ����
� ������� 
�/
�
$
���

����
����$
��� 
� �����$
��� "����������'� �����$
����� ���
��� ����
���
/� ��Y-NO, ispitana je 

ekspresija proteina relevantnih za navedene procese. 

���6�:���"=&�� �
'����
� ���� ��� ������ �����"����� ���
��� �� ���
��"�� ��"����� ����

����
� ��� 
�����

������ ���$����� ������ ������� ���
����� ������ 
� "�������
������� ���
� ���

njime regulisani (Vivanco i Sawyers, 2002; Vogt, 2001 Brazil i Hemmings, 2001). 

)����
���� �����������������Y-9&�
�/
�
�������
����$
��� 
�"���������
������$
�������
���

kancera kolona, i da je poznato da se u osnovi antitumorskog delovanja parentalne 

supstance Saq nalazi inhibicija fosforilacije Akt proteina (Gupta i sar., 2005), nametnula 

se potreba da se ispita uticaj Saq-NO tretmana na aktivnost ovog signalnog puta. 

CT26CL25 kulture su tretirane sa 37.5 μM Saq ili Saq-NO u trajanju od 2 h, 6 h, 12 h i 

J�� /� ������ ��'�� ��� �
�� ������
��$
��� :��� ����%ivan imunoblotom. U skladu sa 

rezultatima dobijenim u prethodnim studijama (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009; 

Mijatovic i sar., 2011., Mojic i sar., 2012) Saq-NO je, za razliku od parentalnog agensa, 


� �� ���
��"�� ���$���� ������� ����� ��� ��������'� ��������� �osforilacije, odnosno 

aktivnosti Akt kinaze (slika 24). Pošto se snažnom inhibicijom fosforilacije Akt 

objašnjavaju potencijalno letalna, neželjena dejstva parentalne supstance (Plastaras i 

sar., 2008; Gupta i sar., 2005; Chow i sar., 2009), razlika u regulaciji PI3K/Akt/mTOR 

�
'�����'�����������"��
���
�"�%����Y�
���Y-NO bi mogla biti odgovor zašto se u in 

vivo "�������������"�����������
�������'�����"��
�
�����'�9&4
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Slika 24. Saq i Saq-�>	
!������	
�&���*�	���:����	���	��&����&	/������

CT26CL25 ���
����������
���������Q4F�²	���Y�
�
���Y-NO u trajanju od 2 h, 6 h, 12 h i 24 h. Kontrole su 

��'��������"��
��"����������"���4�6��
�
���������
�
����'�:���������Q�;�����
��������'�:���������$
"��

je analizirana imunoblotom. Prikazana je denzitometrijska analiza ekspresije proteina iz reprezentativnog 

od tri izvedena imunoblota. 

9������ ��� ��� ���
������ �
�
�
� ���$���� ��������� ����
���� ��� ����"��� ��Y-NO

�"�
�������� ������� ��� ������� ���6�:���"=&�� �
'�����'� ������ ��������� �������

aktivnost Akt kinaze dok snažno inhibira fosforilaciju nishodno smeštenog 

ribozomalnog S6 proteina (Mojic i sar., 2012). Uticaj parentalnog jedinjenja Saq na 

aktivnost S6 proteina nije istražen. Sa ciljem da se ispita uticaj Saq, odnosno Saq-NO na 

������
��$
����@������
��������
��"�����$�����������������������%
����
"��������"���

>=?@>C?F����
��"��������?�/��@�/��J?�/��J��/�
�?��/�����"���4���������
�����������
����

Saq-NO, za razliku od parentalne supstance, u potpunosti inhibira fosforilaciju S6 

�����
���� ���� ��� ��'�%��� ���
� �� ��
'������ ���� ������ ?�� /� ���
��� ?F4;4� �����$
���� ���

inhibira aktivnost datog proteina postoji i kod Saq, ali je on znatno slabiji, na osnovu 

��'�� ��� "���� �������
�
� ��� ��� "��
�
��$
��� NO rezultovala nastankom forme koja 

potentnije inhibira aktivnost samog S6 ribozomalnog proteina ili kinaze odgovorne za 

njegovu fosforilaciju, p70 S6K. Kako je pokazana uloga S6 proteina ribozoma u 

regulaciji translacije iRNK sa 5' oligopirimidinskim traktom koji kodiraju proteine bitne 

������'���
������
����'�$
��������������
�/
�
$
���������
��$
�������'������
�����������Y-

NO tretmana mogla bi biti u osnovi njegovog citostatskog delovanja.
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Slika 25. Saq-NO snažnije od Saq inhibira fosforilaciju ribozomalnog S6 proteina

>=?@>C?F� ���
��� ��� ����
����� ��� �Q4F� ²	� ��Y� 
�
� ��Y-NO u trajanju od 2 h, 6 h, 12 h, 18 h i 24 h. 

Kontrol������
��� �����'��������"��
��"������ ����"���4�6��
�
��� ������
�
����'��@� �����?���?��;����� 
�

totalnog S6 proteina u uzorcima je analizirana imunoblotom. Prikazana je denzitometrijska analiza 

ekspresije proteina iz reprezentativnog od tri izvedena imunoblota. 

&��������
���� ���� ����� '���"��� ��"��� ��������� �F�� 
"�� ���'�� ��� ������
� ���
�����

������ ����
��� ������
� ���
� "������
��
� ����"����� 
�
� ���������� !96� ����� ������

popraviti (Kastan i sar., 1995; Sionov i Haupt, 1999; Green i Evan, 2002). U ranijim 

studijama pokazano je da Saq-9&�����"�������
�����������'���
�������F�������
����

���� ��� ��� ������
$�� ����%�� 
"���� 
�/
�
$
��� ����
����$
��� ��
� 
� �
�����$
��$
��� "��
'�
/�

���
�������
"���
������
���	���
"�
$-Ivanic i sar., 2009).  Radi ispitivanja uticaja Saq i 

Saq-9&� ����"���� ��� �������
��� �F�� �����
��� �� ���
��"�� ���$���� �������� >=?@>C?F�

kulture su inkubirane 2 h, 6 h, 12 h, 18 h i 24 h u prisustvu navedenih aganasa. Rezultati 


"�������������������
����
������
��"�����$�������������Y-NO pove�����������
����F��

proteina (slika 26), koja nije posledica brze stabilizacije usled fosforilacije serina na 

���
$
�
�?������?�;4��������
�������'�����"��
�
�����'�9&������������"������Y������

je skok u fosforilaciji p53 na Ser20, koji nije uticao na nivo ekspresije totalnog proteina 

���
���?@;4�9�������������
��$
����F�����
��
����������������!96����������������������

Saq, ali ne i nakon Saq-9&�����"�������������%��"�����
�
������'��"�����������
�����
�

NO-modifikovane forme. 
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Slika 26. Saq i Saq-NO 
!������	�����	�	���'
�����	�	Q��Q�
��%���	';#	'
�����

>=?@>C?F����
����������
���������Q4F�²	���Y�
�
���Y-NO u trajanju od 2 h, 6 h, 12 h, 18 h i 24 h. Kontrole 

�����'��������"��
��"����������"���4�6��
�
���������
�
����'��F������?�;�����
��������'��F3 proteina u 

uzorcima je analizirana imunoblotom. Prikazana je denzitometrijska analiza ekspresije proteina iz 

reprezentativnog od tri izvedena imunoblota. 

Ciklin D3 je, zajedno sa njemu pridruženim kinazama, neophodan za prelazak iz G1 u S 

����� ���
����'� $
������ ��/����� J��F�� 	
¬������ 
� ���4�� J��F;4� �"�������� ���'���

�������
��� ���������� ������������"� ���
����'� $
������ �� �1 fazi, što je takozvani „G1

����������� ��������� 
� �������
������$�������������������Y-NO tretmana. Da bi se 

ispitao uticaj Saq i Saq-9&� ��� �������
��� $
��
��� !�� �� >=?@>C?F� ���
��"��� ���� ���

analizirana imunoblotom nakon 2 h, 6 h, 12 h, 18 h i 24 h tretmana. Oba ispitivana 

agensa su pokazala potencijal da inhibiraju ekspresiju ispitivanog proteina, ali je Saq-

9&�����
nio brže i intenzivnije od parentalne supstance (slika 27).
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Slika 27. Saq-NO snažnije od Saq snižava ekspresiju ciklina D3

>=?@>C?F� ���
��� ��� ����
����� ��� �Q4F� ²	� ��Y� 
�
� ��Y-NO u trajanju od 2 h, 6 h, 12 h, 18 h i 24 h. 

Kontrol������
�e su uzgajane u medijumu bez tretmana. Nivo ekspresije ciklina D3 u uzorcima analiziran 

je imunoblotom. Prikazana je denzitometrijska analiza ekspresije proteina iz reprezentativnog od tri 

izvedena imunoblota. 

Protein inhibitor Raf-1 kinaze, RKIP (engl. Raf-1 kinase inhibitor protein) je jedan od 

malobrojnih proteina koji je okarakterisan kao supresor metastaziranja tumora (Escara-

�
���� 
� ���4�� ?�J?;4� 6���� �
� ��� ����
��� ��� �
� ��� ������� 
�/
�
$
��� "����������'�

�����$
��������
������$�����������������
$���������'���
�������6��������
�������'��

�
���������
�������%
������
"��������"�������?�/��@�/��J?�/��J��/�
�?��/���Y�
�
���Y-

9&�����"����>=?@>C?F����
��4�:���
������
���
/�������������������������
������������

��������6��������
������"��������"����������'������$
�����>=?@>C?F����
�������
���
/�

Saq-9&�� ��
� 
� ���������
"� ���
������"�� �����
� ��� ���� �'����� ������� 
� ����
��
�����

inhibiraju njegovu ekspresiju (slika 28).
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Slika 28. Saq i Saq-NO inhibiraju RKIP ekspresiju

>=?@>C?F� ���
��� ��� ����
����� ��� �Q4F� μM Saq ili Saq-NO u trajanju od 2 h, 6 h, 12 h, 18 h i 24 h. 

Kontrol������
�e su uzgajane u medijumu bez tretmana. Nivo ekspresije RKIP u uzorcima analiziran je 

imunoblotom. Prikazana je denzitometrijska analiza ekspresije proteina iz reprezentativnog od dva 

izvedena imunoblota. 

U celini, Saq-NO tretman rezultuje trajnom inhibicijom proliferacije i metastatskog 

�����$
����� ���
��� ���$���� �������� ���������
� ��
������ ��"��� ���������� �F���

�"�������
����
������
����"����'��@������
���
������������
"
�����
��������
���$
��
���

D3. 

4.3. Ispitivanje uticaja GIT-27NO i Saq-�>	�	�������:���	+����	��%�
	�����	�	

antitumorski imunski odgovor posredovan TRAIL molekulom

4.3.1. Saq-�>	 :
+	 �������:���	 ��<��B	 +����	 �	 �����/�
���	 �/�����	 �"&�:�
	

posredovan TRAIL molekulom

U literatu�
� �������� ����$
� ��� ��� H>=JJ@� ���
��� ���$���� ������� ��������
�� ���

���
��"����
� 
"����
� ��'���� ���������� $
������
��
"� "�������"� =�:�C� � ���

Geelen i sar, 2004). Kako bi se ispitalo da li Saq i Saq-NO imaju potencijal da povrate 

������
���� H>=JJ@� ���
�� na apoptozu indukovanu TRAIL, one su paralelno tretirane 
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����
�
�
"� ���$�����$
��"�� ����"�
������'� /�"���'� =�:�C� �� ��
������ 
�
� ��������

������
/� �'�����4� 9����� ?�� /� �����
��� ����� �

/� ���
��� �� ����$
"�� ��� ����%
���

kristal violet testom, a efekti kombinovanog tretmana su procenjivani izobologram 

analizom. 

�������'��"� ����
��� ���������'� ����"���� ���
��� ��� =�:�C� 
� ��Y-NO je ukazala na 

�
���'
��
��������������
/�"�����������"��������
���
�
�����H>=JJ@����
������
�� 29,

desno). Ovakav nalaz implicira da je Saq-NO sposoban da ukine rezistenciju navedenih 

���
��� ���$���� ������� ��� ���
��"����
� 
"����
� ��'���� ���������� =�:�C4� ���
"�

������
����� 
���� ����
��� ��� ���������
����� ��������
� ����"��� =�:�C� 
� ���������
"�

jedinjenj�"���Y���������'��
��
��
����
���?�, ���;4�(���"�������������'��
��"�����
�

�����Y�����"���������"����������
������
����$
���H>=JJ@����
������=�:�C����'��
������

��"�
��$
�
�������
"�$
������
��
"�"�������"�����������
"��
���������������4�

Slika 29. Saq i Saq-�>	
!������	�����	�	�������:���	��<��B	+����	�	<_���

H>=JJ@����
����J�¯�J�4) su tretirane 4.7, 9.4 i 18.7 μM koncentracijom Saq ili Saq-NO paralelno sa 

opsegom doza TRAIL-a (1.2, 2.5, 5 i 10 nM). 9�����?��/�����
�$
��������
���������

/����
�������%
���

je kristal violet testom . Rezultat reprezentativnog od tri nezavisno izvedena eksperimenta je predstavljen 

izobologramom. F.I.C. > 1 se smatra antagonizmom; F.I.C < 1 se smatra sinergizmom. 
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���
��� ��"���� ���
����� ���
����$
��� ��� =�:�C� ��� dva nivoa: na membranskom, 

��'��������"� ����$
�����
/� ��$������� ��� =�:�C� �!��� 
� !�F;� 
� ���������"�

�������
����������
/���$�������� 
�������������
����"������
�����"��
�/��������������'�

apoptotskog signalnog puta (Makimovis-Ivanic i sar., 2012). Kako bi se ispitalo da li je 

�����������
�
��$
������=�:�C�H>=JJ@����
�������
���
/������Y-9&�������
$�����������

membranske ekspresije DR5 receptora, kulture su 24 h tretirane odabranom dozom 

navedenog agensa. Kvantifikacija membranske ekspresije DR5 receptora vršena je 

��������"�$
�������
"���
��"���������"�������$���������������'�����������'����
����4�

Analiza ovako dobijenih rezultata pokazala je da, u odnosu na kontrolni uzorak, dolazi 

��� ���"��
���'� ������ �� �������
�
� !�F� ��$������� ��� =�:�C� ��� "�"�����"�� ���
��

tretiranih Saq-NO (slika 30:;4� &���
����� ����"��� 
���"� ����"� ��Y� �
��� ��
$��� ���

zastupljenost DR5 receptora u mem�����"��H>=JJ@����
������
�����A). 

Slika 30. Saq-NO ukida rezistenciju HCT116 na apoptozu pokrenutu TRAIL-om na membranskom 

�	����
+����skom nivou

:;� H>=JJ@� ���
��� ��� ����
����� ?�� /� ��� J�4Q� ²	� ��Y� 
�
� ��Y-NO, dok su kontrol��� ���
�e uzgajane u 

"��
��"�� ���� ����"���4� 	�"�������� �������
��� !�F� ��$������� ����
�
����� ��� ��������"�

$
�������
"���
��"4�);�H>=JJ@����
����������
��������J�4Q�²	���Y ili Saq-NO u trajanju od 2 h, 6 h i 18 h. 

Kontrol������
�e su uzgajane u medijumu bez tretmana. Nivo ekspresije XIAP u uzorcima analiziran je 

imunoblotom. Prikazana je denzitometrijska analiza ekspresije proteina iz reprezentativnog od tri 

izvedena imunoblota. 



 

75 
 

)����
� ��� ��
"
��$
��� ¡-vezanog proteina inhibitora apoptoze (XIAP, engl. X-linked 

inhibitor of apoptosis protein;� ������� ������
���� H>=JJ@� ���
��� ��� ���������

pokrenutu TRAIL (Cummins i sar., 2004), ispitan je nivo ekspresije ovog proteina 

nakon 2 h, 6 h i 18 h tretmana sa 18.7 μM Saq ili Saq-NO. Analiza rezutata dobijenih 

imunoblotom pokazala je da, za razliku od parentalnog jedinjenja koje dovodi do 

porasta nivoa ekspresije ovog antiapoptotskog proteina (slika 30B), tretman Saq-NO

���������?�/�����"�����"���������
������¡�:����H>=JJ@����
��"�4

Rezimirano, Saq-9&� ����� ������
���� H>=JJ@� ���
��� ���$���� ������� ��� ���
��"����
�


"����
� ��'���� ���������� =�:�C� �������
� ��� ���"����� ��� ���
��� – ��������"�

�������������
�!�F� ��$����������"�"�����"�����
��� 
���
�����"�������������������'�

signalnog puta smanjenjem ekspresije XIAP. 

4.3.2. GIT-=[�>	 ��	 ���"	 
�!�����%���	 ��<��B	 +����	 �	 '�'��!�	 '��
�����	

TRAIL molekulom

Antitumorsko delovanje NO �'��������
�������������
����
�"��
������
�����
������$������

���$�� ���� ������
���
� ��� ��������� ���������� =�:�C� "�������"� �Huerta-Yepez i 

sar., 2009). Kako bi se ispitalo da li GIT-?Q9&�������
�������������NO, ima potencijal 

��� ����
�
��������
������$�������������� ����"�
�����
�/�"��
�=�:�C��H>=JJ@����
���

�����������������
�����������
"��'���
"����������������?��/���������'�����
���
�
����

kultura procenjivan kristal violet testom. Odabrana doza GIT-?Q9&� ��� ����
����

redukovala vijabilitet kultura, ali ����
��
��
� ��������'� �������'� ����� 
���
�
����� �
���

bilo prilikom kombinovane primene sa TRAIL (slika 31). Na osnovu navedenog 

�����������������������������=-?Q9&���"�������$
����������
�������
�������
������$����

kolona na apoptozu pokrenutu TRAIL molekulom.
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Slika 31. Tretman GIT-=[�>	��	���"	
�!�����%���	��<��B	+����	�	'�'��!�	��"���:��	<_���	

molekulom

H>=JJ@����
��� �J�¯�J�4)  tretirane su 24 h sa 75 μM GIT-27NO, sa 10 nM rekombinantnog humanog 

TRAIL ili sa oba agensa istovremeno. Kontrolne kulture gajene su u medijumu bez tretmana. Vijabilitet 

����
���
/����
�������%
��� �����
�����
����� �����"�
���
������ ����������$�������
������������

/����
�����

kontrolnim kulturama, kojima je arbitrarno dato maksimalnih 100 % vijabiliteta. Prikazana je SV ± SD 

rezultata reprezentativnog od tri nezavisno izvedena ekspreimenta. * p< 0.05 odnosi se na kontrolne 

uzorke.



 

 
 

5. DISKUSIJA



 

77 
 

���"�����
��
"�����$
"������������
/������� '��
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��������
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�	�¬����?�����C��
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	�����
�� ?�J�;4� &��� ����/� ������
$�� ��� �����'� ���
�
������ 
� ��������� �
�
��
/� '�����

bolesnika ���
� 
"���� ���� ���������� ���
���� ���$���� ������� ������ �����%��
/�

"���$
����������
/�������
���������
�
�
�����%��
/���
�������"���'����
����
���������
�

�������
��� �����������$
�����������
��
/����"������ ��

"���H�''��� 
�)���/�¬��?�����

Watson i Collins, 2011; Labianca i Merelli, 2010). Paradoksalno, uprkos vrhunskoj 

metodologiji primenjenoj u savremenim istraživanjima, poznavanje ove bolesti je i dalje 

nedovoljno, te je terapija bolesnika ���� ���
/� ��� ��"��� ������������ ��� ��$��
��"��

bez sušti����'� ��������4� 6����$
������� /�"
������
��� ���$���� ������� ���������

�������"��� ������� ��"�
��$
��� ����
�
�
/� $
������
��
/� �'������� �������
/� ��� ��

����%���"� ��"�����"� ��
��� �������� ���'���� ��"���� �����
�� 
� 	�¬����

2008).Vremenom neminovno dolazi do selekcije klonova neosetljivih na delovanje 

��������

/�/�"
���������
������������'�� ��"������"������ ������ 
�"�������
�������
�

����������'�
��������'�����������'����
��"��
�obolelih (Zhang i sar., 2012; Gallagher 

i Kemeny, 2010; Fidler, 2003). Obzirom da ni „personalizovani“ pristup u terapiji 

��"�����
����������
����������
����������
�����������$�������������������"�%������
"�

uzrocima smrtnosti (Duffy i Crown, 2008; Catenacci i sar., 2011).

U potrazi za novim agensima koji bi se mogli koristiti u terapiji kancera kolona, ispitan 

je antitumorski potencijal lekova primarno namenjenih terapiji inflamacije i infekcije 

(Kashfi, 2009; Rayburn i sar., 2009; Chow WA i sar., 2009). Eventualno proširivanje 

��
"�����
/��������������'����"��������'�����
�����������je kancera je i ekonomski 


�����
�� 
� ������� ���������� �����
� ��� ������
� �������-������
���� ���� 
����"�$
���

��������
����$
����
��������������'���
���
�"�������
��������"���4�(����������"����������

��������������/���
����
����"�$
������������
���$����
�
 kolitis i Kronovu bolest creva, 

kao i latentne infekcije JC ili humanim papiloma virusom, doprinosi nastanaku i 

progresiji kancera kolona (Monteleone i sar., 2012; Shacter i Weitzman, 2002; Chen i 

sar., 2012; Laghi i sar., 1999). =���%���������
�
���
�
 sami doprinose karcinogenezi 

������
�
��$
��"�'���"����!96���
����
/����
�����������Chen i sar., 2012; Laghi i sar., 

1999;4� ��� ���'�� ������� ���� ��"��
� ��
�����'� �������� ����� ��� ���$��� �������� ������ ��

literaturi opisuju kao „rane koje nikada ne zarastaju“ (Novak, 2005; Lin i Pollard, 

2004;�� �����
� ��� ���"�
��� /���
���� 
����"�$
��� �� ������ "
�������
�
� ���
�
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������%
�������
�
������
���������������������� 
�"
'��$
��������
����
�������"�����������

remodelovanjem matriksa doprineti daljoj progresiji i metastaziranju tumora (Allavena i

sar., 2008; McLean i sar., 2011).

Brojne studije ukazuju da nesteroidni anti-inflamatorni lekovi poseduju antitumorsko 

���������� �� �
���� ����
� ��� �����
� 
�/
�
$
��� $
������
'�����-2 (COX-2), enzima 

prekomerno eksprimiranog na "�����
����"�$
���
������
��"�����$�����Kashfi, 2009; Wu 

i sar., 2004; Wang i Dubois, 2010). Svoj maksimum ovi lekovi su postigli kao 

/�"�������
�
��'���
�������
���������
/��"���'������"���
"���"��������������

smanjuje incidenca kancera kolona (Kraus i sar., 2013; Tinsley i sar., 2013). Dok je 

inhibicija COX-2 poželjna, neselektivna inhibicija COX-1, enzima neophodnog za 

�������� ���������� "������� ��'�������� �������'� �������� 
� �'��'�$
��� ���"��$
���

(Tinsley i sar., 2013), je odgovorna za neželjene posledice upotrebe nesteroidnih anti-

inflamatornih lekova i predstavlja ozbiljnu prepreku za njihovu dugotrajnu primenu 

(Gabriel i sar., 1991, Hernández-Díaz i Rodríguez, 2000)4� ������"� ����
�����
� ���

�����
%��� "��
�
������"� ��
'
������ �������$�� ��������
"� vezivanjem hemijske 

grupe, koja doniranjem NO kompenzuje nedostatak citoprotektivnih prostaglandina 

nastao usled inhibicije COX-1 enzima (Brzozowski i sar., 2000; Uno i sar., 1997). 

	�%��
"�� ��������� ��� ��� ��� ������ ��� /�"
����� 
������$
��� "��
�
����
� �'ensi 

�������
���������������
/����
���������������
�
���
�
���������
/����
���
/��
�
������$����

in vitro i in vivo (Williams 
� ���4�� ?��J;4� ���'� "�'������
� 
��������'� ������������

farmakološkog profila supstanci, koncept „NO-modifikovanja“ je proširen van granica 

nesteroidnih anti-inflamatornih lekova te sada postoji velika grupa jedinjenja, kod kojih 

����������"�/�"
����"�"��
����$
��"�����
�������"������, a antitumorski potencijal 

višestruko osnažen (Rigas i Williams, 2008).

U ovoj studiji je na modelu kancera kolona ispitano antitumorsko delovanje GIT-27NO 

i Saq-NO in vitro i in vivo, dva nova agensa nastala direktnim, kovalentnim vezivanjem 

hemijske grupe koja donira NO za anti-inflamatorno, odnosno antiviralno jedinjenje. 

���
���� ��� ������� ����������� NO u antitumorskom delovanju supstanci, mehanizmi u 

����
� �"�������� 
���
�
����� ���
��� ��"���� ���� 
� ���"���� �� �������
�
� 
� ����-

translacionim modifikacijama molekula relevantnih z���������������4�=���%��� 
��
�����

��� ��
/��� ����������� ��� ��
��� ���
����$
��� ���
��� ���$���� ������� ��� ���
��"����
�



 

79 
 

imunski odgovor posredovan TRAIL molekulom, a koja se razvija pod selektivnim 

��
�
���"����
����
����
������$
�
����
������$
�
����
"�����
 (Maksimovic-Ivanic i sar., 

2012; Zhang i Fang, 2005)4�&�"�����
��"���������������������
�
����
��
�
�������=-

27NO i Saq-9&�� �� ���
���
� ��������
� ��� ���
� "��'�� �����'�� ��� ��� �� ���
� ��
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��
/�

istraživanja ozbiljno razmotri njihovo testiranje na  pacijentima obolelim od kancera 

kolona.

Prvi rezultati ovog istraživanja su pokazali da GIT-27NO u in vitro uslovima dozno-
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���
�
��������

�
"���������
������
������"����������

/�������������
��
�
���'��'����4�(�����/���
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studijama je pokazano antitumorsko delovanje GIT-27NO na velikom broju linija 
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�
��'� �������� 
� ��������
��
��� ������ =��H�� 
� )=?�� ��"���� ������� ��� �����'��-

osetljivim LNCaP i androgen-neosetljivim �>�����
��"�����$��������������:�QF�
�)J@�

���
��"��"�����"���>@�'�
�"��� C�?�� �
��������"�� 
�H�C�����
��ma kancera cerviksa 

(Mijatovic i sar., 2008, 2010; Donia i sar., 2009; Maksimovic-Ivanic i sar., 2008). Od 
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cisplatinu (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008). Antitumorsko delovanje ispitivanog agensa 
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astrocita i fibroblasta (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008). Pošto u svim navedenim 
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"�� ��"����� ���� 
� ���� ���
���
/� �
�
��� ���$���� �������� ����"��� ���������
"�

agensom VGX-1027 nije uticao na vijabilitet (Mijatovic i sar., 2008, 2010; Donia i sar., 

2009; Maksimovic-Ivanic i sar., 2008), jasno je da je primenjena hemijska modifikacija 

odgovorna za sticanje antitumorskih svojstava novonastalog jedinjenja. Povoljni nalazi 

dobijeni in vitro ������
��"�����$���������������%��
��������������"�"������in vivo,

gde je terapijski režim administracije GIT-?Q9&� ���������� �������
"� �"�������"�

volumena tumora, u miševima singenog BALB/c soja. Potencijal GIT-27NO da smanji 

volumen tumora prethodno je pokazan na modelu solidnog melanoma indukovanog u 

miševima singenog C57BL/6 soja (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008), kao i u ksenograft 

modelima kancera prostate (Donia i sar., 2009). Obzirom da je uspostavljanje 

��"�����'�"������/�"���'���������"�'�������
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"������
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sa neformiranim ili neefikasni"� =� 
� )� ���
���
"� ����������"�� ����� �
� ��� �����
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razvoj maligniteta, te su stoga rezultati dobijeni na singenim miševima daleko 

pouzdaniji (Céspedes i sar., 2006)4� =���%��� ����������� 
������$
��� 
�"�%�� ����"��

"
�
��'� 
� ��"������ ���
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����
���� ������ ��� ���������� ���
�$
��� ���������
���
/� �ignalnih puteva, što može 

potencijalno dati iskrivljenu sliku o delovanju ispitivanog agensa (Céspedes i sar., 

2006). 
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���������'���

kvantitativne zastupljenosti; ukoliko je prisutan u niskim koncentracijama ostvaruje 

citoprotektivni efekat, dok je u visokim, mikromolarnim koncentracijama njegovo 
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���� �Singh i Gupta, 2011; Huerta 
� ���4�� ?���;4� 	�%��
"� ����� ��� 
�
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����Singh i Gupta, 2011; Huerta 
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���� ��
���� ��

velikom broju radova (Huerta i sar., 2008; Wang i MacNaughton, 2005; Ferry-Dumazet 

i sar., 2002; Sogawa i sar., 1998; Kitamura i sar., 1998; Wang i sar., 2007), GIT- 27NO 

��� �� �����
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"� ����
"�� ��������� ��������� "����� ���$�����$
��� NO, dok je 
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(Maksimovic-Ivanic i sar., 2008). Posmatrano sa terapijske strane, time je smanjena 
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/� ���������� �Kirkebøen i Strand, 1999; 

Massion i sar., 2003; Tao 
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koncentracijama može promovisati rast tumora (Hickok i Thomas, 2010;4� ���$
�
����

profil otpuštanja NO od strane GIT-27NO je korelirao sa efikasnijom internalizacijom 

ovog slobodnog ���
����� ��� ������� ���
��� ���$���� ������� �� ����%����� ���



 

81 
 

�����$
�����
"������
"��9&4�&�
"������
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����� ��� �������� ���$�����$
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� ������� ���
��� >@� '�
�"��� :�QF� "�����"�� 
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TA3Ha tumora dojke (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008; Mijatovic i sar., 2008, 2010). Da 
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��$
��� 9&� ���������'� �� �����
����"� ��������� �������� ��� ���
��"������

delovanje GIT-?Q9&�� ����%���� ��� ��������
"� ����"���"� ��� /�"�'���
��"�� ���
� ��

�����
"� ����������"� 9&� �� �����
����"� ��������� ���o do potpunog oporavka 
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������$����������4

Iako je GIT-27NO nastao vezivanjem NO grupe za antiinflamatorni agens VGX1027, 

���'�������%��������9&-NSAID ne bi bilo adekvatno iz više razloga. Najpre, kod NO-

NSAID je grupa koja donira NO povez���������
'
�����"��������$�"���������
���
���'�
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modifikovanih NSAID (Rigas i Williams, 2008; Dunlap i sar., 2008). Dodatno, 
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���� ���� �� ���
������ "��
�

ugrožava primenljivost ovih jedinjenja (Rigas i Williams, 2008; Dunlap i sar., 2008). U 

skladu sa tim, GIT-27NO u kvalitativnom smislu ��������������������9&-NSAID jer je 

grupa koja donira NO direktno vezana za parentalnu supstrancu (Maksimovic-Ivanic i 

sar., 2008). Ovom hemijskom intervencijom, prvobitni lek je stekao antitumorska 

svojstva koja su, kako se pokazalo, 
������
�����������������������"�9&4����
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(������ ���
����NO brzo ulazi u reakciju sa stalno prisutnim molekularnim kiseonikom 

i/ili superoksid anjonom (O2
Æ;�� �
"�� �������� �
��� �������� �����
�
/� ����� �
����
���

(ROS, od engl. reactive oxygen species) i azota (RNS, od engl. reactive nitrogen 

species) (Wink i sar., 1993; Pryor i Squadrito, 1995). Zavisno od koncentracije u kojoj 

su prisutni, opseg delovanja NO�� 
� ��
"�� '����
���
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���
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/� ����

posledica snažnog oksidativnog i nitrozativnog stresa (Bogdan, 2001; Pacher i sar,. 

?��Q;4� ������� ���$�����$
��� 9&� �� ���
��"�� ���$���� ������� ��� ����"���� ��=-27NO 

pokrenuo je konsekventno produkciju ROS i RNS, nasuprot konvencionalnim donorima 

NO koji u istoj primenjenoj dozi nisu uticali na redoks statu���
/����
��4�����/��������
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pokazano da  paralelni tretman C6 linije glioma sa N-acetil cisteinom, prekursorom 

'����'����������
����'����
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���� �Dodd i sar., 2008; Wu i sar., 2004), 
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"� �'����"� ����������� 
� ��������

prisustvo nitrotirozinskih rezidua (Maksimovic-Ivanic i sar., 2008), izazvano 

sekundarnim produktima oksidacije NO: peroksinitritom (ONOO–) i/ili azot dioksidom 

(•NO2;������
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"��������"�'������������
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������������
'�����
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� ���4�� ?��Q� Monteiro i sar., 2008). Sve je više dokaza da je za 
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 neselektivno 
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niza enzima poput katalaze, superoksid dismutaze, glutation reduktaze itd. (Pacher i

����4�?��Q;4�&���������H>=JJ@����
������
�
������$��������������
����
/�����������
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��

jeste manja osetljivost na oksidativni i nitrozativni stres usled prekomerno 

eksprimiranog antioksidativnog enzima glutation S-transferaze È1 (Dang i sar., 2005). 
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prema reaktivnim jedinjenjima azota i kiseonika. 
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kolona indukovanoj otpuštanjem NO i generisanjem oksidativnog i nitrozativnog stresa. 

Tako je pokazno da NO �����
� !���9&9&��� 
� �9�� 
�������� ��������� �6&� ���
���

kancera kolona, uzrokovanu oksidativnim i nitrozativnim stresom, i realizovanu 

������%����"� $
��/��"�� 
� ����������"� ��������je apoptotske kaskade (Wang i 

MacNaughton, 2005). Antitumorsko delovanje NO-aspirina pokazano je najpre na 
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'������ �������� �
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posledica indukovanog oksidativnog stresa i inhibiranog Wnt signalnog puta (Gao i sar., 
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indukcija apoptoze u osnovi antitumorskog delovanja GIT-?Q9&4� (�%����� ���
�e u 
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� ���������� �
�"�������� ����� ���

neminovna posledica visoskih koncentracija ROS i RNS, dovode do brze akumulacije 

tumor supresora p53 (Bonavida i sar., 2006; Lala i Chakraborty, 2001; Umansky i 

Schirrmacher, 2001) �������'�"����������������������������<������������������'��"�
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����� �"��
� ��������"� �Kastan i sar., 1995; Sionov i Haupt, 1999; Green i Evan, 
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odnos pro- i antiapoptoskih molekula (Kastan i sar., 1995; Sionov i Haupt, 1999; Green 

i Evan, 2002). =�������������������F����
����"�������"��������������������
�$
���

Bax gena (Miyashita i Reed, 1995), dok sa druge strane deluje kao represor transkripcije 

gena anti-apoptoskih molekula iz Bcl-2 familije (Miyashita i sar., 1994). Pored njegove 
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konsekventnu propagaciju apoptotslog signala (Tomita i sar., 2006). GIT-27NO je u 
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��"�����$�����ojke doveo do akumulacije p53 (Mijatovic i sar., 2010) izazvane ne 
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njegovog delovanja (Mijatovic i sar., 2010). Kao posledica tretmana GIT-27NO u 

���
��"�����$������������� zaista detektovano pomeranje balansa pro- i antiapoptotskih 
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delom bila zavisna od akt
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intenzivirana u prisustvu GIT-27NO.

Za razliku od VGX-1027, prvi sinteisani inhibitor HIV1 proteaze odobren za terapiju 
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/ studija 

u kojima je ispitivano anti-�����
������ ��������� ��'� ���������� ��
"������ ��� ����

nezavisno od rekonstitucije imunskog odgovora usled uspostavljanja kontrole nad 
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Hodžkin limfoma (Sgadari i sar., 2002, 2003). Zbog loše iskoristljivosti i brzog 

razvijanja rezistencije na lek (Mouly i sar., 2004), vremenom je bilo neophodno 

�������
�terapeutsku dozu Saq, što je rezultovalo pojavom niza neželjenih posledica, 

poput neosetljivosti na insulin i razvoja dijabetesa, kardiovaskularnih komplikacija, 

osteopatije i redistribucije masti (Ben-Romano i sar., 2003; Carr i sar., 1998; Bergersen, 

2006;4� (����� ��� �����
�������� ������"�� ����
�����
� �
�� '���
� "��
� ���

modifikovanje Saq kovalentnim vezivanjem NO.

6��� 
� �� �������� 9&-NSAID, modifikacija Saq azot-monoksidom je dovela do 

osnaživanja njegovog antitumorskog delovanja in vitro i in vivo, što je pokazano na 

�����
"� ���
���
"� �
�
��"�� ���$���� �������"� ��� ������� "
��� 
�
� ��$���� ��� ���
������

liniji HCC1419 tumora dojke, androgen-osetljivim LNCaP i androgen-neosetljivim PC3 

���
��"�� ���$���� ���������� :�QF� 
� )J@� ���
��"�� "�����"��� >@� '�
�"��� C�?��

�
��������"��
�H�C�����
��"�����$����$��
�����Maksimovic-Ivanic i sar., 2009; Donia

i sar., 2011; Mijatovic i sar., 2011; Mojic i sar., 2012). Ispitan prvi put na modelu 

kancera kolona, Saq-NO je pri znatno nižim dozama od parentalnog jedinjenja smanjio 

v
���
�
���� ���
���
/� �
�
��� H>=JJ@� 
� >=?@>C?F�� ���� ��� � ���� �'����� �����������

potentno redukovala volumen solidnog tumora indukovanog u miševima singenog soja. 

Opšte stanje životinja tretiranih Saq-NO je bilo evidentno bolje u odnosu na one 

tretirane originalnom supstancom, što korelira sa prethodno dobijenim nalazima da je 

modifikacija NO ������������"�������"�����
�����
���Y4�9�
"�������������������������

razliku od Saq, Saq-9&� �� �
"� 
��
�
��
"� ����"�� �
�� ���������� ������
���� ���

primarne kulture actrocita i fibroblasta (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009). Što je još 

impresivnije, miševi koji su primili Saq-NO u dozi, u kojoj Saq dovodi do smrti 100 % 

životinja, nisu ispoljavali vidljive znakove intoksikacije dok je studija subakutne 

����
�����
��������������u biohemijski parametri u optimalnim okvirima (Maksimovic-

Ivanic i sar., 2009). 

Iako je ista hemijska manipulacija primenjena na VGX-J�?Q�
���Y������������
�9&�
"��

u antitumorskom delovanju ishodnih jedinjenja je potpuno ����
�
�4��������
��������=-

27NO koji se ponaša kao donor NO, nakon tretmana Saq-9&��
���"�'�������������
�
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���"���$
�����'���������'����
������������������
"�����������
�
�����������
������$����

kolona. Izostanak oporavka vijabiliteta prilikom ko-����"���� ��� �/�����"��

peroksinitrita, gla��'� ��������� ���
��$
��� 9&� 
� �'��������"� ���'��� ����
�����
�

(Pryor i Squadrito, 1995) je još jedan dokaz da je modifikacijom Saq nastao novi 

/�"
���
� ���
����� �
��� ���
��"������ ��������� ��� ��
�
� ��� ������%����� ����
���
���

�������
/����
�
���9&4

Modifikacija NO je rezultovala i promenom mehanizma antitumorskog delovanja Saq-

NO u odnosu na parentalnu supstancu. Za razliku od Saq, koji je u literaturi opisan kao 

agens citocidnog delovanja (Pajonk i sar., 2002; Ikezoe i sar., 2004; McLean i sar., 

2009), u����
� ���� 
���
�
����� ������ ����"���� ��Y-9&� ��� ���� ��
��� ���
���
/� �
�
���

tumora bio posledica inhibicije proliferacije (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009; Mojic i 

sar., 2012;4� ��������� ��� ���
��� ���$���� ���� ���
/� ��� ������ ���$
�
���'� �����
���� ������

odsustva tumor supresora p53 ili konstitutivno aktivne inducibilne forme NO sintaze, 

ispitivani agens indukovao apoptozu (Mijatovic i sar., 2011; Donia i sar., 2011). U ovoj 

studiji, tretman Saq-9&��
����������������"���$
��"����
���������'"���
����"�!96��

niti 
����

�����"� ���$���� ������'
���� ���� ��'��
��� ��� 
����$
��� ���
����� �"��
� �
��� ��

����
� �"�������� 
���
�
����� ���
��� ���$���� ������4� 6��� 
� �� �������� ���
��� >@� '�
�"���

B16 melanoma i LNCaP kancera prostate (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009; Mojic i sar., 

2012), tretman Saq-9&� ��� ������� 
�/
�
���� ����
����$
��� ���
��� ���$���� ������4� &��

�������'� �������� ��� �
����
$�� ��� ��� ��
"����
� '��
���� ������'� �����$
����� �
��

permanentnog karaktera i nezavisan od stalnog prisustva supstance. Iako je efekat slabiji 

od onog ���>=?@>C?F�������������������
����"�'���������Y-NO da zaustavi deobu 

H>=JJ@����
���������
����������"��������$
���������"�������������J@INK4a�������
$���

koji blokira izlaz iz G1 ��������
����'�$
�������Benzeno 
����4��?���;4�¥
����
$��������
���

tumora, nakon jednokratnog tretmana Saq-NO trajno gube proliferativnu sposobnosti i 

����� �
������� ���"���� "������'
��� ����� ��� "���� ���
�
� ����"
��������"�� 
"��
$
���

sposobnost Saq-9&� ��� "����� ���
"
���� ������ �������
� ��
/�� ����������"
���
�

fenotip. Prethodna istraživanja su to i pokazala, u kojima je pored inhibicije 

proliferacije, tretmanSaq-9&� ���"�
���� �
�����$
��$
��� >@� ���
��� '�
�"�� ��

oligodendrocite, kao i ������
�����$
��$
���)J@�"�����"�������
�����
����É���
"�����

engl Schwann-like cells) (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009)4� ���'� ��'� ���$
�
���'�

���
��� ���
��"�����'� ���������� ����������
�� ��� ��� ��Y-NO može uticati i na 
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"���������
������$
�������
�����"����������������������
�
����"���������$�������������
�

put detaljno ispitano.

���'��������
������������$�����������������
�������
���������'����������������� ���
���

metastaze - "���� ��������"
���
/� ���
��� ��������� ��� ��
"����'� "����� ���������

(Glimelius i Cavalli-Björkman, 2012; Leung i sar., 2012; Gaber i sar., 2009). Zapravo 

su metastaze te, a ne prim���
���"��
�������������'�������������������"����'�
�/����

kod obolelih od kancera, do kojeg dolazi zbog višestrukog kolapsa organa (Chaffer i 

Weinberg, 2011). Kako ne postoji hirurška praksa uklanjanja metastaza,koje su uz to 

otporne na delovanje svih konvencionalnih hemioterapeutika (Kerbel i sar., 1994; Gu i 

���4�� ?���;�� 
��������� ��"�������'� "����������'� ���$���� 
� ���
������ ��
/�

terapeutskih pristupa predstavlja glavni izazov u oblasti onkologije. Metastaziranje 

tumora epitelnog porekla, poput kance��� �������� �����
���� ��"���������"� 
�

���'������"� ���� �
�
���� ���
����� - �������� "�"�����4� ���
��� ������ ����
��� �� ����"��

��
���'���
"������
��������
"�
��
"���
��
"�����
"���Nguyen i sar., 2009; Hanahan i 

Weinberg, 2011). U lumenu sudova, jak selektivn
� ��
�
���� ���������� �"���� ����� ��

���
�������������������"
�����������"�'������
����
��������
�
�������
/�/
����
��"
��
/�

sila ili zbog anoikisa, apoptoze pokrenute nakon gubitka kontakta ��� ������"�

podlogom“ (Kim i sar., 2012; Tsuruo i sar., 2008). Nakon ekstravazacije – izlaska iz 

lumena sudova – �������"�����"����
��"���������
���������
�
�������������"������
�
�

��������� �����
��$
��� ���'� ��'����� �
��� ���������� ��
�
� ��� ���$
�
���'� �
����'�� ���

novom mikrosredinom (Bhowmick, 2012; Gangadhara i sar., 2012; Psaila i Lyden, 

2009). Aktuelno je stanovište pod nazivom „razvitak semena u povoljnoj zemlji“ (od 

engl. „seed and soil�;�����������������������$
����������%��
��
��
���"����������
�����

����%���� ��'���� ��� �����
��$
��� �Mathot i Stenninger, 2012; Langley i Fidler, 2011; 

Nguyen i sar., 2009; Psaila i Lyden, 2009;4�(� �����������$����������� ������ 
� ������ ���

�������
���'��
�"�������
�������Iwasaki i sar., 2005; Hatoum 
����4��?�JJ;4����'���'�����

jedan organ povoljniji od drugog za rast i razvoj metasta���
/����
����������������������

nije do kraja razjašnjeno. 

��� ��� 
��� ��������� ��� ��� ������ ���
���� ��������� ��� �����
%�� �����$
���� ��
�
����

procesa metastaziranja, zapravo "��
���� ���$��� ���
��� �Chaffer i Weinberg, 2011; 

6�
ÊË�
�£
$� i sar., 2012; Grotenhuis i sar., 2012). To su visoko pokretljive i invazivne 
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���
����������%���"����
����$
��"����/�"
���������
���������������������
��������"����

����$
��� ���
��� ��
"����'� ��"���� ���� ������� ��
/��� 
��������� �Chaffer i Weinberg, 

?�JJ��6�
ÊË�
�£
$� i sar., 2012; Grotenhuis i sar., 2012;4�(� �������� ��"���� ��
�����'�

��������� ����� ���
��� ��� ������� ����� ��
���
�����-mezenhimalnu tranziciju (EMT), koja 

����
� ��� �����
���� ���"���� �����
��� ����� gašenja epitelnog i aktiviranja 

mezenhimalnog obrasca ekspresije gena (Polyak i Weinberg, 2009; Chaffer i Weinberg, 

?�JJ�� 6�
ÊË�
�£
$� i sar., 2012; Hanahan i Weinberg, 2011;4� (� ���
�
� �����
� ���

smanjenja ekspresije E-kadherina i citokeratina, dok se istovremeno intenzivno 

produkuju "�����
�"����/
"���
/����
����
"���
�, fibronektin i N-kadherin (Hanahan i 

Weinberg, 2011; Lee i sar., 2006)4� #=	� �"�'������ ���
�
� ���� ��������
�����

��/�������
� 
����
��"� ��"���������� $
���������� ���
������ ������� ��"
�
��� �/��

kinaza (Sanz-Moreno i sar., 2008, 2011; Calvo i sar., 2011; Olson i Sahai, 2009;�
�����


���
������ ���� ������
$�� �������� �
������ 
� �����$
��� "���
���
/� "����������
�����

�		�;�� ���
"�� ��� ��"���������� 
� ���'������� ��"��������� ���������
����'� "���
����

(Rucci i sar., 2011; Raffo 
� ���4�� ?�JJ;4� 9��������� ��"��� �� "��astaziranju stiže i od 

���
��� "
�������
��� ��"����� ������ ��"��-asociranih fibroblasta i makrofaga (engl 

tumor-associated fibroblasts, TAF i tumor-associated macrophages, TAM),  koji 

���"�
��� #	=� ���
��� ��"����� ��
$����� "��
���' fenotipa i invazivnost aktivno 

��"��������
�����"����
���Spaeth i sar., 2009; Yue i sar., 2012; Mathias i sar., 2012).

U ovoj studiji je na modelu kancera kolona prvi put detaljno ispitan anti-metastatski  

potencijal Saq-NO. Primenjen u dozi koja ne uti��� ��� 
���
�
���� ���
��, Saq-NO

pred����"��� ��� ���� ���� ���
����� �
�
��� in vitro redukovao mobilnost, invazivnost i 

��/��
�������������
������������
����'�"���
���4�(���'�������
��������/�����������"�

trajnom inhibicijom proliferacije i svim fenotipskim promenama koje su se odrazile na 

gubitak metastatskog potencijala u in vitro ����
"��� ���
��$
��� ���
��� ����/�����

izloženih delovanju Saq-NO u trajanju od 24 h rezultovala je formiranjem neznatnog 

������"���������������
"���
�'��
/��
��
������������������� kontrolama. Zanimljivo je 

��� ��� ��
���� "��
�
�����'� ��Y� �
�� 
�����
�
�
� ����� �� ��
����� ���d����"���� ���
���

originalnim lekom, za koga je poznato da inhibicijom angiogeneze kao i inhibicijom 

ekspresije i aktivacije MMP 2 i 9  ostvaruje svoje anti-metastatsko delovanje (Barillari i

sar., 2003, 2012; Cuneo i sar., 2007; Sgadari i sar., 2003;4� &�������� ���
����� �
�
����

H>=JJ@� 
� >=?@>C?F�� ��
������� ����
�
�
"� "��������
"� �
��
"��� ���������"� 
�
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������'�����"�����
� ���"�'��������
� ��� ����
�
�
"����
��"�remodeliranja citoskeleta 

��
�
��"�"
'��$
���
��������
�
�
"���/���"����
���������
���������������
���
/����������

prilikom invazije kroz tkivo (Sahai i Marshall, 2003). Tako je u osnovi invazivnosti 

H>=JJ@� ���
��� ������'������ "������'
��� �������� ���
����� �/�� �
����� 
� �
��"
����

��"���������� $
����������� ���� ���� ���
��� ���������� "������'
��� ������ >=?@>C?F�

centralno mesto zauzima sekrecija MMP (Sahai i Marshall, 2003;4� )����
� ���

"��������������
�� "�'��"�����
�"��������
��
��
����
��
���
����Sahai i Marshall, 2003), 

sposobnost Saq-9&�����"���
�"���������
������$
���������
������
���������������'��"���

��������� �� ������� ��� �����
������ 
�/
�
����� �/�� �
����� 
� 		��� ���
� ��� �������
�

����
������
��������
�
��
"�����
��"�4

Jasno je da su trajna inhibicija pro�
����$
��� 
� �����$
���"����������'������$
��������
���

kancera kolona tretiranih Saq-9&�
���������
������
"����"���"��������������
����"�

�
��4� ���6�:���"=&�� �
'����
� ����� ������ �����"����� ���
��� �� ���
��"�� ��"�����

odgovoran je za intenziviranje proliferacije, rasta i metastaziranja kao i za neosetljivost 

�
/����
������
����$
������
������"��
���������"��Vivanco i Sawyers, 2002; Vogt, 2001 

Brazil i Hemmings, 2001). Upravo je snažna inhibicija ovog signalnog puta, preko 

smanjenja fosforilacije Akt proteina, odgovorna za antitumorsko delovanje Saq, ali i za 

brojne neželjene, potencijalno letalne efekte koje prate primenu ove supstance (Plastaras 

i sar., 2008; Gupta i sar., 2005; Chow i sar., 2009). U skladu sa prethodno dobijenim 

��������
"��������'
"����
jskim linijama (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009; Mijatovic i 

sar., 2011; Mojic i sar., 2012), Saq-9&������������
����������������'��'�����������
��"��

���$���� ������� ����� ��� ��������'� ��������� ������
��$
���� �������� ���
����
� :���

�
����4� ������� ��������'� aktiviranja Akt kinaze za antitumorsko delovanje Saq-NO

��
�
�������$
�
�����
���"�����
���– ���������������������
���)J@�"�����"��
�>@�'�
�"���

paralelna upotreba 3-"��
�����
���� 
�/
�
����� ���6�� �����"��
��� ���
�� ��������� ��Y-

NO sa citostatskog na citocidno (Maksimovic-Ivanic i sar., 2009). Sa druge strane, kod 

:?F�����
���"�����"���'�����Y-9&���
"������������
��������
��������������
��
����
��

postugnuta inhibicija fosforilacije Akt rezultuje potpunim neutralisanjem antitumorskog 

potencijala Saq-NO (Mija��
$�
����4��?�JJ;4�	�%��
"����������
��������
���������������

����$
"������������
���
"�������
������ �
�
�
����$�������������C9>��� �	��
$� 
� ���4��

2012), da Saq-NO kontinuirano inhibira fosforilaciju ribozomalnog S6 proteina, 


"��
$
����� ��� ��� ������
� � "olekul nalazi u donjem delu signalne kaskade 
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���6�:���"=&����������������������
�$
���:����������������"������������
�����
���Y-

NO u odnosu na parentalni agens.

&�
'
���������
���������Y��������
��"
"��
����
����
��
������'�'�'-pol poliproteina, koji 

vezu���
����za aktivno mesto, snažno inhibira viralnu HIV1 proteazu (De Clercq, 2002; 

Speck i sar., 2000; Randolph i DeGoey, 2004). �������
�����������Y������
���
������
��

������
�������"�����'�
�����'����
"���������"����da interaguje sa „eukariotskim“ 

proteinima koji poseduju peptidnu sekvencu odnosno sekundarnu strukturu homologu 

aktivnom centru HIV1 proteaze. Tako je pokazano da, osim inhibicije pomenutog 

viralnog proteina, Saq može da inhibira i aktivnost 20S i 26S subjedinica proteazoma 

kao i �������
�
�������
�$
���		���>/�£�
����4��?���� Pajonk i sar., 2002; Barillari i 

sar., 2012;4� )
�
����"��
���� ����
��� ���������� �� ������ ���������
�
� �����������
�

����$
;�� ����"� ��� �����%
���� ��
������ �"
���
���
���
/� �����$
�� ��������� ��� 
�����

homolo'
���
�"�%�������
�
���'�"�����H� J��������������������������
�����
�/
�
�����'�

domena kinaze ribozomalnog proteina S6 �J� ��@6J;�� �������� �����
�
���'� ��"����

kinaze ribozomalnog proteina S6 �2 (S6K2) sa druge strane (Dufner i Thomas, 1999; 

Fenton i Gout, 2011)4�(�������
"���"��
"������������������
��$
����"����������������

aktivaciju S6K1 i S6K2 (S6K) kinaza koje se nalaze u nishodnom delu mnogih 

signalnih kaskada: PI3K/Akt, MEK/ERK, mTOR, Rho kinazne kaskade, protein kinaze 

CÌ (Dufner i Thomas, 1999; Fenton i Gout, 2011). Aktivirane S6K fosforilišu S6 protein 

�
����"��� ���� ���������� �������"� �������$
��"� �������� '����� 
����"�$
��
/ RNK 

�
�96;� ��� ��
'��
�
"
�
���
"� ������"� ��� FÍ� ������� �� ����� �������� ���� ?�� �� ��������


�96����
����Ruvinsky i Meyuhas, 2006; Dufner i Thomas, 1999; Jefferies i sar., 1997; 

Meyuhas i Dreazen, 2009)4� 6������
���
� �������$
���� �@6� ��
��� ��� �������� ���
�����

procese poput sinteze proteina, rearanžmana citoskeleta, proliferacije i preživljanja 

(Ruvinsky i Meyuhas, 2006; Fenton i Gout, 2011)4�¥
����
$��������Y-NO u potpunosti 


�/
�
��� ������
��$
��� �@� �����
��� �� ���
��"�� ���$���� �������� 
��
������� ��� �������

pretpostavke da S6K može biti meta delovanja antiviralnog leka, te i da je njegova 

inhibicija u osnovi antitumorskog delovanja  ovog agensa. Hipoteza je dodatno 

����������
����
$�"��������"�����Y-NO dovodi do fosforilacije Akt na serinu 473, a da 

je ista fosforilacija u literaturi opisana kao posledica aktivnosti mTORC2 kompleksa u 

uslovima inhibiranog S6K1 (O'Reilly i sar., 2006; Delgoffe i sar., 2011). Paralelno, Saq 

je daleko slabije od Saq-NO inhibirao fosforilaciju S6 proteina ribozoma, što implicira 
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da je modifikacija NO rezultovala nastankom forme sa snažnijim afinitetom vezivanja 

��� �@64� )������� ���
����� �@6� �� ���"���
"� ���
��"�� 
� ��"���� ��� �
���� razlikuje i

������ �
� ��� ����
��� "�'��� ������
�
� �������� ����
�����
� ��Y-NO spram 

����������"
���
/����
��4�9�
"����������"��
/����
�����������������"
��'����������
���

S6K1 nalazi u kompleksu sa faktorom inicijacije translacije eIF3 što ga �
�
�

nedostupnim delovanju Saq-NO (Holz i sar., 2005). Aktivacija S6K1, koja se i bez 

"
��'���������������
��"����"����������������
��$
jacijom eIF3 kompleksa (Holz i sar., 

2005)���
"�����"����
�"����������������������
�����
�/
�
$
�����Y-NO.  

�F�� ������� ���
��� ��"��������
����"��
� ����%����"�/��
��"����
��"�����'����������

Saq-9&4��������������������
������
�����"������$
��������F�������
���������������������

�������$������������>��
�
�����HC@�����
����������"
����
���������"
����!��
��
����4��

2011; neobjavljeni podaci), Saq-NO smanjuje vijabilitet ���
��� indukcijom apoptoze. 

���
��� ���$���� ������� ���
������ �� ���� ����
�
� � ��������� ����$ionalan p53 molekul, 

stoga tretman sa Saq-9&�� ��
� ��� 
� ��� ��Y�� ���������� ��������"� �
��� ��'� ��"���

supresora. To nije posledica njegove brze stabilizacije uzrokovane fosforilacijom serina 

na poziciji 20 (Ser20), koja 
���� štiti ovaj  protein od proteozomalne degradacije 

(Chehab i sar., 1999)4� ���������
� �
�� 
�/
�
����� $
��
�-zavisnih kinaza, poput p21 

�����
�����F���������������
������1 ���
����
����'�$
�������������%����
�����������"��

������
������"������
��
/�������"��
�
���������!96������������Aylon i Oren, 2007).

&�
"���
�/
�
$
�
�����
����$
�������
���
�����
�����������������������������������������
���

p53 u indukciji diferencijacije pod delovanjem Saq-NO odnosno transdiferencijaciju 

���
���>@�'�
�"��
�)J@�"�����"���	���
"�
$-Ivanic i sar., 2009). Zanimljivo je da se 

�� ����
� �F�� �� "�������
������ ���
��� �����
��� "���� ����� �����
� ��� ��� ��
��� ��
���

dosadašnjih istraživanja bila orijentisana na što bolje definisanje njegove uloge kao 

������ '���"�4� ������ �������� ����$
� ��� ��'��
��"� ��'���$
��m ekspresije kinaze 

fokalne adhezije (FAK od engl. Focal Adhesion Kinase;���
��� ��������"��������
�����

detektovana u metastazama kancera kolona, p53 protein može smanjiti invazivnost i 

"
'���������� ���
��� �Golubovskaya i Cance, 2010; Golubovskaya i sar., 2008). Za

razliku od Saq-9&���������
�������
���
/���Y�����������������������
��$
�
��F��������?���

��������
��
�������������������������������!96��Chehab i sar., 1999). Nalaz da tretman 

��Y�������
�����������
���������������
���
�
�������
�������������!96 ���
������������na 

potencijalno mutageno delovanje ovog agensa, koje do sada nije bilo ispitano. 
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Saq-9&�� ����� 
� �������
��� ��� ��Y� 
�/
�
��� �������
��� $
��
��� !�� �� ���
��"�� ���$����

kolona. Ciklin D3 je, zajedno sa njemu pridruženim kinazama, neophodan za prelazak 


�� �J� �� �� ����� ���
����'� $
������ ��/����� J��F�� Miyatake i sar., 1995), a smanjenje 

njegove ekspresije rezultuje „G1 blokom“ (Muise-Helmericks i sar., 1998; Miyatake i

���4��J��F;�����������������������
������$���������������������"������Y-NO. Pored 

��'���$
��� ���'���
��� ���
����'� $
������� �������� 
��
��$
��� ��� �
� $
��
�� !�� "�'���

����
���
� "����������"� �����$
����� ���$���� �������� �����
� ��� ��� ����������� ���'���

���������������
�����"��������"����������������
"���
���"����Tanami i sar., 2005).

U tom smislu, inhibicija njegove ekspresije nakon tretmana Saq-NO bi moglo biti još 

jedan, za sad neistražen, mehanizam anti-metastatskog delovanja agensa. 

)����
��������6����������������
/������
������
�������������
�����������������"���������

(Escara-Wilke i sar., 2012)���
��������
��������
��
���
����'���������������
"�����������

delovanje Saq-9&4� ���� ��� �� 
�/
�
����� �
����� ���� ���� ��'�� ���
��¬� :$$���������

�
������$�"�;�� �����
��� 	#6�#�6� �
'�����'� ������ �
�
� �
�� �������
��� ��'��
���

korelira sa migratorn����� 
� 
���
������ ���
��� posmatranim in vitro�� �� ����%�� 
� ���


�$
���$�"� ������ �������
/� �����
/� "��������� �� in vivo modelima (Escara-Wilke i 

sar., 2012). Konkretni mehanizmi u osnovi anti-metastatskog delovanja RKIP su i dalje 

predmet brojnih studija, no zna se da smanjivanjem aktivnosti kinaze ERK (engl.

Extracellular signal-Regulated Kinese;� ��
��� ��� ��"���������� $
���������� �/��

kinazama i inhibira transkripciju gena za MMP i faktore angiogeneze (Downward, 

2003; Ahn i sar., 2012; Chong i sar., 2003). �6���������
��
�
��������'����
��
�"������

kod osoba sa kancerom kolona: njegovo odsustvo u primarnim tumorima je asocirano sa 

brzim relapsom bolesti i pojavom brojnih, udaljenih metastaza (Al-Mulla i sar., 2006; 

Minoo i sar., 2007; Kim i Kim, 2013). Brojni agensi, poput inhibitora proteazoma, 

donora NO i modulatora aktivnosti histon deacetilaza (Bonavida B i sar., 2008; Baritaki 

i sar., 2009;�����������
������$
����������
'����
���������
����6��������
��"����"���4�

Iako je nastao modifikacijom agensa za koji je pokazano da inhibira funkciju 

proteazoma (Pajonk i sar., 2002), Saq-9&� ��
�����
$������ �������
����6����� ���
��"��

���$�������������������������������"��������
������������������'������
-metastatsko 

delovanje. 
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=�"������ ���
��� ��� �� 
�����
���� ��"��
�aciji izmedju sebe, a potom i sa svojim 

neposrednim pa i udaljenim okruženjem. Jasno je da posmatranje maligniteta izdvojeno 

��� "
�������
���� �
�
� �
��"
��
� ����
� ���
�
��� � ���'�� ������ ���'���
��� 
� "���������
�

�����$
�����"���������
�����'��������������e (Swartz i sar., 2012; Mbeunkui i Johann, 

2009; Joyce i Pollard, 2009;4�	
�������
����
���������
��������������������
�������������

�
�
��
���������, ��
��������"�"��
�����������"��
��$
�
�������������
"���������
��
"�

tkivom (Swartz i sar., 2012; Mbeunkui i Johann, 2009; Joyce i Pollard, 2009; Keibel i 

sar., 2009;4� ���������� ��������"
����� ���
���� ���
��� �
��"� ��������"�$
��"� ��� ���������

�
��������
� ���$
���
� ��� ���$���"�� �����
���
� "���
�� ���
��� �������"� 
�� ������ ���
�

pluripotentnog potencijala, endotel ��
/� ������ ���� 
� ���
��� ���%���� 
� �����
���

imunosti - �������
�����
/�"�%����
���
/����������� 
� �����$
��"������
��
/������������

neprekidno komuniciraju sa tumorom (Swartz i sar., 2012; Mbeunkui i Johann, 2009; 

Joyce i Pollard, 2009;4� ¥����� ��� ����"������ �
����
$�� ��� ��� ��"��
��$
��� ��
��� ���

ishod primenjene hemioterapije, ali i da hemioterapija može modifikovati interakcije 

��"���������
����������"����������"��Swartz i sar., 2012). U momentu kada je bolest 

simptomatski evidentna, imunski sistem je f���$
������� ���"�'����� ��� eliminiše 

maligne klonove (Pardoll, 2003; Shafer-Weaver i sar., 2007; O'Connell i sar., 1999).

����
��
� �����
� ��� ���
�����
� ��� �����
������ ���
����
� ����� ���
��� ���$
�
���� 
�

�����$
�
���� 
"�����
� ������
"���� �� $
���� ���
������ ����������'� ���������'� �������

(Igney i Krammer, 2002; Rivoltini i sar, 2002). U ovoj studiji ispitan je potencijal GIT-

27NO i Saq-9&�����������������
���� ���
������$�������������� ���
��"����
���'����

posredovan TRAIL, molekulom iz TNF superfamilije koji, �������
�����������
/��������

��� '����� $
���
���� ���$
�
���� 
�������� ��������� ��"����
/, ali ne i normalnih, 

netransf��"
���
/����
����Maksimovic-Ivanic i sar., 2012; Hall i Cleveland, 2007; Lee i 

sar., 2007). TRAIL može biti prisutan kao membranski protein ili biti sekretovan od 

������� ���
��� 
� ���%���� 
� �����
��� 
"�����
�� ���

���
/� 
� "
�����
/� )� �
"��$
����

aktiviran
/� =� ���
���� ���
��� ��
����
/� ��
$��� "���$
���� "������'�� 
� �����
�
��
/� ���
���

(Maksimovic-Ivanic i sar., 2012; Lee i sar., 2007). Svoje delovanje TRAIL ostvaruje 

vezivanjem za takozvane „receptore smrti“ DR4 i DR5 (engl. death receptor, DR) i 

konsekventnim pokretanjem apoptotske kaskade (Maksimovic-Ivanic i sar., 2012; Lee i 

sar., 2007)4� ��
���� ��� ����� �������� �
��� ��� ���
�$
��� ����/����� ��� �'����$
���

���������� �� ��'����� ��� =�:�C� ����
����� ��� ��� �
��� ���
��� ��"���4� 6��� ���
���



 

93 
 

takozvanog „prvog tipa“, egzekuciju apoptoze vrše kaspaza 8 i njome aktivirane 

����������� ��������� ���� ��� ���� ���
��� ����'�'� �
���� ����/����� �"��
�
����
� �
'����

�"��
� �������
��$
��"� "
��/����
��� 
� ������"� ������� 9 (Maksimovic-Ivanic i sar., 

2012). Prisustvo tumora i njegova progresija su jasni znaci da je došlo do selekcije 

��"����
/� ���
��� ����� ��� ���
�������� ��� 
����$
��� ��������� =�:�C� "�������"4�

���
����$
��� ��� ��������� ���"���� ��� "�"����
� 
� ������� ���
��� ��"���4� 9�� "�"����
�

dolazi do smanjene ekspresije DR4 i DR5, funkcionalnih receptora za TRAIL, i do 

�������'���
�������������
/���$�������!$�J�
�!$�?�������'�4�decoy receptor) koji su, 

�����������'�
�
����������������'����������
����'���"�����"��
�������������������
����

pokrenu apoptotsku kaskadu (Sheridan i sar., 1997; LeBlanc i Ashkenazi, 2003; 

Maksimovic-Ivanic i sar., 2012). Kod kancera kolona su prekomernom ekspresijom 

galektina-��"���
���
���
����
���$�����
��
"��������"�'�������
'�$
���=�:�C�"��������

(Mazurek 
� ���4�� ?�J?;4� ¥��� 
� ������ ���
�$
��� ��$������� �"��
� �
'�$
jom TRAIL, 

apoptotska signalna kaskada ������� ���
��� "���� �
�
� ����
����� ��� 
��� "�����

(Maksimovic-Ivanic i sar., 2012)4� =���� ��� ���� H>=JJ@� ���
��� ���$���� �������

�������"� �
�����"� �C��� �����
��� ��������� ���
�$
��� ������� 8, eliminacijom 

proapoptotskog )�¯�"�����������"�'�������������
��$
���"
��/����
���
��"��
�
��$
���

�
'������"��
�
����������������"����"��������
��"�¡�:��"��������������������������

aktiviranih formi efektorskih kaspaza 3 i 7 (Van Geelen i sar., 2004).

��
"�����������
�����������
���������������
���
�
�������Y-9&���
������
����$
������
���

kancera kolona na apoptozu indukovanu TRAIL molekulom. Saq primenjen u istoj dozi, 

��� ��"������
��������
��������
���� ���
���� ��� �������"�
��$
�
� ��� �'��'���������
"�

TRAIL snažno stimulisao rast ku�����4� 9�����
� ��������� ��'��
��� ��� ���� ������ ���

��������'� �����
����� ���
��"�����'� ��������� 
� ��
"
��$
��� ����
�����
��


"�������
�
��$
������
�����"�������=�:�C���������������������
/����"������������
/�

modifikacijom Saq kovalentnim vezivanjem NO. Rezultati prethodnih istraživanja su 

pokazali da Saq-NO, ���������"� ��
������ !�F� ��$������� ��� "�"�����"��� �����

osetljivost tumora na =�:�C����
�
������������������������
���
/���'�%����������
���'��

����"���� ���������� ���$
�
������� ��"
/� ���
��� �!��
�� i sar., 2011; Mijatovic i sar., 

?�JJ;4� =���� ��� �������� ��
������ !�F� ��$������� ��� "�"�����"�� :�QF� ���
���

melanoma bilo posledica snažne inhibicije ekspresije YY1, represora transkripcije DR5 

gena (Mijatovic i sar., 2011). Nasuprot njima, u p53-/- �>�� ���
jama kancera prostate 



 

94 
 

tretman Saq-9&� ��� ���� ��
"��
���� �������
��� ¢¢J� ����������� ���� ��� ��� �������

membranski DR5 bio odgovoran NF-�B, koji je i u odsustvu p53 molekula uspeo da 

stimuliše prepis DR5 gena (Donia i sar., 2011). U ovoj studiji je pokazano da je u 

�����������$�����������H>=JJ@�����
����'���Y-NO reverzija osetljivosti na TRAIL bila 

��������� �
�/����'� ��������� �������������
� !�F� ��$������� ��� "�"�����"�� ���
��� 
�

ukidanja blokade apoptotskog signalnog puta smanjenjem proteinske ekspresije XIAP. 

Ka��� ��� ��� FÍ� ��������
�����
"� ��'
���� 
�96� ��� ¡�:�� �����
� ��
'��
�
"
�
���
� �������

������ ��� ��� ��� �������$
��� ��'� "�������� ��'��
����� ���
������ �@� �
����"����'�

proteina, koja je kontinuirano inhibirana u prisustvu Saq-NO (Holcik i Korneluk, 2000).

U lite�����
� ��� "�'�� ���
� ����$
� ��� �����
� NO "�'�� ����
�
����
� ���
��� ���$���� ���

antitumorsko delovanje TRAIL molekula (Huerta-Yepez i sar., 2009;4�	�%��
"�����
���

�
�� ������� ��� ��=-27NO, koji primenjen paralelno sa TRAIL nije doveo do dodatnog 

smanjenja vijab
�
����� ���
��� ���$���� ������4� =�� 
"��
$
��� ��� ��=-?Q9&�� �������
� ���

��
�$
������
�
��
���������������
�������$
��$
��
�������������"����
����������������
���

tumora sa imunskom komponentom njene mikrosredine.

Opšte uzev, rezultati prikazavani u ovoj studiji zajedno sa rezultatima prethodnih  


�����
�����������������������
�
����
��
�
���������������$��
��������������
/����
�
�

���
��"����
� �����$
����� ��� "�/��
�"�"� ��������� ���
� ��� "���� ��
��'��
�
� ����
�
tim 

tipovima tumora. Kako su ispitivani agensi nastali svojevrsnim „recikliranjem“ 

supstanci koje nisu primarno namenjene terapiji kancera, navedena istraživanja su 

opravdala intelektualnu i finansijsku racionalnost ovakvog pristupa i potvrdila istinitost 

�����
$��Ser Džejmsa Bleka (Sir James W. Black), eminentnog farmakologa i dobitnika 

9���������'��������������������
����������������
������'������- stari lek”.
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9�����������
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/�����������������������������������
"�$
���
"��
�����
�����"�'����

���
����
�������������������

1. GIT-27NO i Saq-9&��"�������
���
�
�������
���
/��
�
������$�����������>=?@>C?F�

�������"����"
����
�H>=JJ@��������"�����������in vitro i in vivo.

2. GIT-?Q9&� ��������� ���
��"������ ��������� ���������
����"� ���"���$
��"�

visokih koncentracija NO otpuštenog va�� ���
��� 
� ������
��
"� '����
�����"�

oksidativnog i nitrozativnog stresa, dok je kod Saq-9&� ���� 
���
�
����� ���
���

���$���������������
�������������%���������
���
����������
/����
�
���9&4�

3. 6��� ���
��� ���$���� ������� ��=-27NO indukuje apoptozu zavisnu od aktivacije 

�������������� ���������
$�����"���$
��� ��"��������������F�������������������
���

proapoptotskih molekula i kolapsa membranskog potencijala mitohondrija.

4. Antitumorsko delovanje Saq-9&���������� ������"� 
�/
�
$
��"�����
����$
������
���

kancera kolona koja je nezavisna od kontinuiranog prisustva agensa.

5. Saq-9&� ������� �"������� "���������
� �����$
���� ���
��� ���$���� ������� in vitro i in 

vivo.

6. (� ����
� ������� 
�/
�
$
��� ����
����$
��� 
� �����$
��� "����������'� �����$
����� ���
���

kancera kolona tretiranih Saq-NO nalazi se snažna inhibicija forforilacije 

ribozomalnog S6 proteina, a koja korelira sa prolaznom aktivacijom Akt, 

akumulacijom tumor supresora p53 i smanjenjem ekspresije ciklina D3.

7. Za razliku od GIT-27NO, Saq-9&� ��������� ������
���� ���
��� ���$�ra kolona na 

���
��"����
� 
"����
� ��'���� ���������� =�:�C�� ��
�����
� ���
����$
��� ���

"�"�������"� 
� ���������
����"� �
��� ����� ��������� "�"�������� �������
���

DR5 receptora i smanjenje nivoa XIAP.
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