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АПСТРАКТ 

С обзиром на све већу учесталост карцинома дебелог црева, као и бројне штетне 

ефекте хемиотерапеутика који су тренутно у употреби, све више се испитују супстанце 

природног порекла у циљу развоја нових антитуморских лекова. У овој дисертацији 

испитивани су антитуморски ефекти отрова пчеле (Apis mellifera L.), мелитина, отрова 

поскока (Vipera ammodytes L.) и L-аминокиселинске оксидазе. Сви испитивани третмани 

значајно смањују вијабилност ћелија карцинома дебелог црева (HCT-116, SW-480 и HT-

29), и показују знатно слабији ефекат на здравим кератиноцитима (HaCaT). 

Проапоптотску активност показују отров пчеле, мелитин и L-аминокиселинска оксидаза, 

док је у деловању укупног отрова змије детектован висок ниво некрозе. Апоптоза је 

покренута спољашњим и/или унутрашњим апоптотским путем у зависности од ћелијске 

линије и третмана, што потврђују биомаркери апоптозе - повишена експресија 

проапоптотских гена и протеина под дејством третмана. L-аминокиселинска оксидаза 

показује прооксидациону активност и доводи до редокс зависне модулације процеса 

апоптозе на свим испитиваним линијама. Испитивани третмани индукују значајне 

промене у експресији гена прве и друге фазе биотрансформације, као и АВС мембранских 

транспортера. Присутна је значајна инхибиција експресије П-гликопротеина, који се 

највише доводи у везу са развојем резистенције. То даје могућност даљег испитивања 

ових третмана као његових потенцијалних блокатора, модулатора експресије и/или 

активности. С обзиром на актуелност теме, и на чињеницу да отрови и чисте супстанце 

изоловане из њих до сада нису испитивани са аспекта метаболизма и потенцијала за 

модулацију резистенције, резултати имају велики значај и указују да животињски отрови 

могу бити извор једињења са добрим антитуморским деловањем. 

 

Кључне речи: апоптоза, колоректални карцином, L-аминокиселинска оксидаза, мелитин, 

отров пчеле, отров змије, природни агенси, резистенција. 



ABSTRACT 

Considering the increasing frequency of colon cancer, as well as the numerous harmful 

effects of currently used chemotherapeutic agents, there is a need to investigation of substances 

from natural origin to develop new antitumor drugs. In this dissertation, the antitumor effects of 

bee venom (Apis mellifera L.), melittin, snake venom (Vipera ammodytes L.) and L-amino acid 

oxidase were examined. All investigated treatments significantly decreased the viability of colon 

cancer cells (HCT-116, SW-480 and HT-29), with weaker effect on healthy keratinocytes 

(HaCaT). Bee venom, melittin, and L-amino acid oxidase induced proapoptotic activity, while a 

high level of necrosis was detected in the treatment of total snake venom. The apoptosis was 

induced via external and/or internal apoptotic pathway depending on the cell line and type of 

treatment, which was confirmed by apoptosis biomarkers - increased expression of proapoptotic 

genes and proteins. L-amino acid oxidase shows prooxidative activity and leads to a redox-

dependent modulation of the apoptosis in all tested cell lines. The investigated treatments 

significantly changed the expression of the biotransformation-related genes and proteins, the first 

and second stages, as well as expression of the AВС membrane transporters. There is a significant 

inhibition of P-glycoprotein expression, which is most associated with the development of cancer 

cell resistance. This result gives the opportunity for further examination of these treatments as its 

potential blockers, modulators of expression and/or activity. Since venoms and their constituents 

have not been examined from the aspect of metabolism and potential for modulation of cancer cell 

resistance, observed results have a great impact, suggesting that animal venoms are a valuable 

source of compounds with antitumor potential.  

 

Keywords: apoptosis, bee venom, colorectal cancer, L-amino acid oxidase, melittin, natural 

agents, resistance, snake venom. 
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I УВОД 

1. Карцином дебелог црева 

Дигестивни систем je, унутар својих шупљина, целом својом дужином обложен 

епителом. Типови епитела који се смењују, зависе од тога коју фазу у варењу или 

апсорбцији обавља одређени део дигестивног тракта. Од усног отвора до завршетка 

једњака доминира плочасто слојевити епител без орожавања, док су дебело, танко црево, 

па чак и желудац прекривени једнослојним цилиндричним епителом. У почетку аналне 

регије налази се плочасто слојевити без орожавања, а затим прелази у плочасто слојевити 

епител са орожавањем (Anđelković и сар., 2001; Anđelković и сар., 2009; Mescher, 2013). 

Малигном трансформацијом ћелија епитела дигестивног тракта настају карциноми, као 

најчешћи тип малигних тумора овог система органа. Међу њима, најучесталији је 

карцином дебелог црева, који у основи може бити наследан, али је све чешћа његова 

спорадична појава, без разјашњене интеракције наследних фактора и фактора средине. 

Што се епидемиолошких карактеристика ове болести тиче, на основу података Светске 

Здравствене Организације, у Свету је карцином дебелог црева трећи по учесталости (Sung 

и сар., 2020). У Србији, на основу Globocan 2020 базе података, по учесталости карцином 

дебелог црева је на другом месту код мушкараца, а код жена на трећем (https://gco.iarc.fr/).  

1.1. Етиолошки фактори настанка карцинома дебелог црева 

 Епител дебелог црева је, управо због његове физиолошке функције, изложен 

променама због сталног присуства токсина, метаболита и осталих продуката варења. 

Додатно, процес варења изискује чешће обнављање епитела црева, те ћелије цревног 

епитела физиолошки имају повећан ниво пролиферације. Унос хране доста утиче на 

микрофлору црева која је у уској вези са одржавањем оптималних услова средине 

неопходним за добро варење. С тим у вези, најчешћи узрочник настанка спорадичног 

облика карцинома јесте начин живота који подразумева неадекватну исхрану, претежно 

богату црвеним месом. Месо које је третирано сољу, сушењем, ферментацијом, и 

димљењем садржи генотоксичне полицикличне ароматичне угљоводонике и 

хетероцикличне амине који настају приликом загревања и чији прекомеран унос може 

значајно утицати на микросредину у цревима. Такође, слабо конзумирање воћа и поврћа 

самим тим и смањен унос природних антиоксиданаса, доводи се у везу са повећаном 

инциденцом карцинома. Поред неадекватне исхране, нерегулисана хронична стања попут 

дијабетеса, гојазности, и слично, такође могу бити фактори ризика. На појаву малигнитета 

могу утицати конзумирање цигарета и алкохола, као и неуредан живот са слабом 

физичком активношћу. Настанку карцинома могу да допринесу и упални процеси у 

цревима који често доводе до развоја хроничних стања попут Кронове болести и 

https://gco.iarc.fr/
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улцерозног колитиса, чија је последица стварање преканцерозних лезија и повећана 

могућност за настанак карцинома (Rattray и сар., 2017; Ahmed, 2020).  

Утицај наследне или генетичке основе настанка карцинома дебелог црева јасно 

показују стања као што је фамилијарна аденоматозна полипоза црева, која се јавља у три 

облика: Гарднеров синдром, Турцотов синдром и синдром умањене фамилијарне 

аденоматозне полипозе (Milašinović, 2013). Синдром мутираних ММR гена (енгл. DNA 

mismatch repair genes - MMR), повећава вероватноћу настанка малигних промена у 

дебелом цреву. Неполипозни колоректални карцином (енгл. Hereditary non-polyposis colon 

cancer - HNPCC), који се још назива и Линч синдром, у својој основи има мутацију ММR 

гена, и управо се ова мутација сматра иницијалном за његов настанак (Ahmed, 2020). Гени 

ММR у физиолошким условима одржавају нормалан ток поправке оштећења на ДНК, па 

њихова мутација углавном доводи до смањења или изостанка поправке ДНК оштећења. 

Аденоматозна полипоза почиње диспластичним лезијама, које се касније прогресивно 

развијају у полипе (Слика 1). До прогресије полипозе у аденокарцином, могу да доведу и 

промене у микрофлори црева, које подразумевају пренамножавање бактерије 

Fusobacterium nucleatum (Kasi и сар., 2020). Синдроми који такође доводе до повећане 

предиспозиције за настанак карцинома дебелог црева су јувенилни полипозни синдром, 

затим Појц-Јегерсов синдром, као и Ковденова болест, које спадају у ређе наследне 

хамартоматозне цревне полипозе (Milašinović, 2013). 

 

Слика 1. Хистолошки развој карцинома дебелог црева (модификовано из Carini и сар., 

2017) 
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1.2. Молекуларне основе настанка карцинома дебелог црева 

 

У основи малигне трансформације ћелија никада није само једна мутација, већ 

више удружених које воде најпре до генотипске, а онда и фенотипске промене ћелија које 

прогресивно формирају малигно ткиво. Прве промене које иницирају настанак карцинома 

јесу мутације на протоонкогенима, тумор супресорима, генима који су укључени у 

репарацију ДНК, генима који су укључени у процес апоптозе, али и промене на нивоу 

епигенетске регулације генске експресије. Мутације наведених гена су кључне у 

иницијацији настанка, али и прогресије карцинома дебелог црева (Sawicki и сар., 2021).  

Tумор супресор гени. Најчешћа откривена иницирајућа мутација, и то у 80% 

случајева карцинома дебелог црева, јесте на тумор супресору APC (енгл. Adenomatous 

Polyposis Coli - APC). Промена на овом гену je у виду делеције на дугом q краку 5. 

хромозома, и у уској је вези са настанком поменуте фамилијарне аденоматозне полипозе. 

Протеински продукт овог гена је мултифункционални протеин чија је главна улога 

негативна регулација унутарћелијског нивоа и локализације β-катенина. Неактивност APC 

гена је повезана са прогресивним повећањем нивоа нуклеарног β-катенина, што поспешује 

ћелијску пролиферацију и миграцију. Мутације на нивоу APC дешавају се још у аденому у 

периоду пре формирања полипа, који касније малигно алтерирају, што указује да 

генетичка прогресија малигне трансформације иде много раније од хистолошке 

(Turnpenny и Ellard, 2009; Weinberg, 2014; Mamlouk и сар., 2020). Поред мутације на гену 

APC, честа откривена мутација тумор супресора у ћелијама карцинома дебелог црева јесте 

мутација TP53 гена, на краку 17p (Слика 2). Ову мутацију садржи више од 50% карцинома 

дебелог црева. Физиолошка функција гена TP53 јесте да услед оштећења на молекулу 

ДНК заустави ћелију у G1 фази ћелијског циклуса и стимулише гене за поправку насталих 

оштећења. Уколико се оштећења не исправе TP53 активира апоптозу. Наслеђена мутација 

овог гена се назива још и Li-Fraumeni синдром (Guha и Malkin, 2017). Изостанак функције 

овог гена, као последица мутације, доводи до избегавања апоптозе, услед чега долази до 

накупљања ћелија са оштећеном ДНК и потенцијалног нагомилавања мутација (Turnpenny 

и Ellard, 2009). Затим, мутације DCC гена (енгл. Deleted in Colon Cancer - DCC), откривене  

на 18q краку, су такође повезане са настанком колоректалног карцинома, и то у преко 70% 

случајева. Дисфункција DCC гена онемогућава нормалну ћелијску адхезију и самим тим 

промовише миграцију ћелија карцинома (Turnpenny и Ellard, 2009; Ahmed, 2020). У преко 

40% случајева карцинома дебелог црева откривена је мутација на тумор супресор генима 

MLH1 (енгл. MutL Homolog 1) и MSH2 (енгл. MutS Homolog 2). Протеински продукти ових 

гена су укључени у поправке оштећења на ДНК, при чему мутације онемогућавају њихову 

физиолошку функцију (Kasi и сар., 2020). Истраживања показују да су мутације у генима 

FBXW7 (енгл. F-box/WD Repeat-Containing Protein 7), TCF7L2 (енгл. Transcription Factor 7-

`like 2) и PTEN (енгл. Phosphatase and TENsin Homolog) у уској вези са транзицијом 

аденом-карцином (Chang и сар., 2017; Mamlouk и сар., 2020). Мутације које се дешавају на 

генима укљученим у TGF-β пут, такође могу промовисати канцерогенезу (Слика 2). 

Наиме, ови гени су SMAD2, SMAD3 и SMAD4, (енгл. Mothers Against Decapentaplegic 

Homologs), чија се мутација и губитак функције повезује са пролиферацијом и 

метастатским потенцијалом ћелија колоректалног карцинома (Turnpenny и Ellard, 2009; 

Fleming и сар., 2013). 
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Протоонкогени. Протоонкогени представљају гене чији протеински продукти 

врше јако важне биолошке функције, и укључени су у важне ћелијске процесе као што је 

ћелијски раст, деоба, диференцијација и апоптоза. Промене на протоонкогенима, које 

укључују тачкасте мутације, веће хромозомске реаранжмане попут инсерција, делеција, 

транслокација и амплификација, као и промене у нивоу експресије протоонкогена, доводе 

до настанка онкогена. Протеински продукти онкогена, онкопротеини, имају кључну улогу 

током настанка и прогресије тумора. Група протоонкогена која је уско повезана са 

настанком карцинома дебелог црева јесу фактори раста (Turnpenny и Ellard, 2009). 

Фактори раста који потичу од тромбоцита (енгл. Platelet-Derived Growth Factors - PDGFs) 

и њихови рецептори (PDGFRs) се повезују са прогресијом тумора и са процесом 

ангиогенезе. Њихова улога у прогресији карцинома, инвазији и метастази је велика с 

обзиром на њихову повишену експресију код пацијената са карциномом дебелог црева, у 

односу на пацијенте са аденомом (Manzat Saplacan и сар., 2017). Процесу настанка 

карцинома дебелог црева доприноси и активација онкогена KRAS (енгл. Ki-ras2 Kirsten Rat 

Sarcoma Viral Oncogene Homolog) на хромозому 12p који доприноси већој агресивности 

карцинома (Слика 2), као и лошијем одговору на терапију (Ahmed, 2020). Овај онкоген је 

продукт мутираног RAS протоонкогена, који има улогу у активацији RAF-MAPK и PI3′K 

сигналних киназних путева, неопходних за нормалан ток ћелијског циклуса. Протеински 

продукт RAS гена се може наћи у две форме, неактивна конформација везане за GDP и 

активна конформација везана за GТP. Када су мутирани, RAS протеини остају у активној 

форми, јер губе способност хидролизе GТP у GDP, што омогућава континуирану деобу 

ћелија, што представља главни механизам накупљања ћелија, неконтролисане деобе и 

настанка тумора (Turnpenny и Ellard, 2009; Weinberg, 2014).  

Гени за синтезу ензима укључених у поправку ДНК оштећења. Промене у 

генима који су део система за поправку оштећења на ДНК доводе до накупљања већег 

броја мутација, услед немогућности ових система да исправи грешке. На тај начин долази 

до накупљања оштећења на ДНК и развоја геномске нестабилности. У великом броју 

случајева колоректалног карцинома, присутни су и CIN (енгл. Chromosomal Instability) и 

MIN фенотип (енгл. Microsatellite Instability), који се сматрају узроцима геномске 

нестабилности. Хромозомска нестабилност представља нумеричке и структурне аберације 

хромозома, а овакви догађаји су често последица мутације гена одговорних за 

хромозомску сегрегацију. Са друге стране, MIN, први пут описана у колоректалном 

карциному, представља повећану стопу мутација са немогућношћу поправке оштећења 

(Lindblom, 2001; Bogdanović, 2021)  Конкретно, у 70 % случајева карцинома дебелог црева 

присутан је CIN фенотип, и сматра се да овакви карциноми имају лошији исход од 

карцинома у чијим ћелијама је присутан MIN фенотип (Kasi и сар., 2020).  

Поред описаних промена на генетском материјалу, постоје и епигенетске промене 

које имају значајну улогу у настанку и прогресији карцинома дебелог црева. 

Карактеристична појава за карцином дебелог црева јесте измењена ДНК метилација CpG 

острваца, односно CIMP фенотип (енгл. CpG Island MethylatorPhenotype). Метилација 

ДНК је ензимски процес при ком се додаје метил група помоћу ДНК метилтрансфераза. 

Супстрат за ДНК метилацију је динуклеотидна секвенца CG, која се још назива и CpG 

острво. Уколико се ова секвенца налази у оквиру промоторског региона, хиперметилација 
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доводи до утишавања транскрипције што може довести до неактивности најчешће тумор 

супресор гена што доприноси процесу канцерогенезе (Mojarad и сар., 2013). 

 

Слика 2. Мутације које посредују настанку карцинома дебелог црева (модификовано из 

Wickham и Lassere, 2007) 

1.3. Стандардна терапија у лечењу карцинома дебелог црева у Србији 

 

 Након успостављања дијагнозе карцинома дебелог црева разним дијагностичким 

методама, приступа се лечењу у зависности од стадијума у ком је болест откривена. 

Видови лечења у складу са „Националним водичем добре клиничке праксе за 

дијагностиковање и лечење рака колона и ректума“ су хируршка, радио и хемиотерапија 

(Milašinović, 2013). У Србији се, на основу протокола, лечењу приступа најпре хируршки 

уколико је могуће, приликом чега се поред примарне промене отклања и део околног 

ткива и лимфних нодуса. Може се користити и радиотерапија као преоперативна метода, 

поготову у случају  узнапредовалог стадијума где је циљ смањење величине тумора како 

би се смањила и вероватноћа расејавања туморских ћелија приликом ресекције. Међутим, 

примена циљане радиотерапије је чешћа постоперативно, када се њеном употребом 

смањује ризик од могућих рецидива болести (Milašinović, 2013).  

 

Хемиотерапија представља системско лечење са циљем да смањи ризик од могућих 

рецидива након хируршког лечења. Примењује се адјувантно код високоризичних облика 

карцинома, где након хируршког захвата постоји већа вероватноћа за појаву метастаза. 

Неоадјувантна хемиотерапија се користи пре хируршког захвата у циљу смањења 

величине карцинома. Тренутно се од хемиотерапеутика за лечење колоректалног 

карцинома користе 5-флуороурацил, често у комбинацији са леуковорином (фолинска 

киселина), оксалиплатина и иринотекан (Gristan и Moosavi, 2021). У лечењу метастатских 

облика колоректалног карцинома користи се и биолошка терапија, биолошким агенасима 

као што су бевацизумаб, цетуксимаб и панитумумаб. Код пацијената са 

контраиндикацијом за инфузионо лечење или пак контраиндикацијом за лечење 

оксалиплатином, користе се орални флуоропиримидини, који су заправо пролекови 5-
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флуороурацила, као што је капецитабин и урацил-тегафур (Milašinović, 2013). Поменути 

леуковорин, односно фолинска киселина, користи се у терапији карцинома у комбинацији 

са хемиотерапеутиком да би ублажила његове нуспојаве. Фолинска киселина потиче од 

фолне киселине (витамин В9), пореклом из воћа и поврћа (Lester, 2006; Ibrahim и сар., 

2020). Заправо, фолинска киселина је редукована фолна киселина, те самим тим 

представља њену активну форму.  

 1.4. Ћелијске линије карцинома дебелог црева, као in vitro модел систем 

Ткиво карцинома дебелог црева је хетерогеног састава, јер поред везива и 

микросредине у састав неоплазме карцинома дебелог црева улази велики број различитих 

типова ћелија. Сваки тип ћелија сам по себи може да се разликује најпре макроскопски у 

морфологији, геному и свим мутацијама које носи са собом, затим метаболизму, а онда и у 

реаговању на терапију и тенденцији развоја резистенције. Ћелијске линије су 

незаобилазан модел систем за истраживања у области молекуларне биологије малигне 

ћелије. Линије као модел систем, могу дати ширу слику о сигналној трансдукцији која 

карактерише малигно ткиво из кога потичу. Могу се користити непосредно након 

изолације из примарног тумора, као примарне и кракотрајне ћелијске културе, или се 

имортализују и комерцијално набављају. Данас постоје банке са добро окарактерисаним 

колекцијама ћелијских линија, као што је банка ћелијских линија АТСС (енгл. American 

Type Culture Collection). Прва изолована и имортализована ћелијска линија је HeLa, 

пореклом од  карцинома грлића материце, још давне 1953. године. Међу најбоље 

окарактерисаним и најчешће коришћеним линијама пореклом од карцинома дебелог црева 

су CaCo-2, DLD1, SW-480, SW-620, COLO 320, HT-29, HCT-116. У студији која је рађена 

2014. године, испитан је генетички профил 70 различитих линија карцинома колона у 

односу на податке добијене за примарни карцином (из базе The Cancer Genome Atlas), где 

је показана велика сличност у мутацијама ћелијских линија пореклом од карцинома 

дебелог црева са примарним ћелијама карцинома. Међутим, међу линијама изолованим из 

карцинома дебелог црева постоји разлика у мутацијама те се могу сврстати у различите 

подгрупе у односу на одсуство или присуство неких мутација, што их чини погодним за 

испитивање циљаних сигналних путева и њима одговарајућих биолошких маркера како би 

се добио што адекватнији антитуморски лек (Mouradov и сар., 2014).  

Ћелијске линије се углавном гаје у једнослојним културама које су погодне за in 

vitro истраживања, а могуће је и истраживање на ксенографтима in vivo (углавном се 

користе лабораторијски мишеви) (Gillet и сар., 2013). Гајење имортализованих 

адхерентних ћелијских линија у култури захтева посебне услове, најпре адекватне 

стерилне лабораторијске посуде са равним дном који омогућавају адхезију линија за дно и 

међућелијску адхезију. Затим, неопходно је обезбедити оптималне физичке услове, као 

што су температура, влажност, засићеност ваздуха угљен-диоксидом, као хемијске услове 

за раст коришћењем одговарајућих медијума, специфичног нутритивног састава 

прилагођеног за раст жељеног типа ћелија (Abbott, 2003). 
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2. Апоптоза 

С обзиром на то да се поједина ткива стално обнављају, настајање нових ћелија 

условљава претходно умирање одређеног броја и континуирану хомеостазу у ткивима, у 

циљу одржавања сталности броја ћелија. Aпоптозa, односно програмиранa ћелијскa смрт, 

представља физиолошки процес заступљен у свим ткивима, још од стадијума 

ембриогенезе. Међутим, до апоптозе може доћи и услед деловања патолошких фактора 

као што су микроорганизми, затим физичких и хемијских агенаса, унутрашњих оштећења 

ћелија, оксидационог стреса, као и услед изостанка фактора стимулације ћелијског раста и 

деобе, или недостатка хранљивих материја (Jan и Chaudhry, 2019). Апоптоза је вид 

„активне ћелијске смрти“, јер ћелија учествује у овом процесу активно, на основу генетски 

програмираног упутства. Током овог процеса ћелија пролази кроз мноштво морфолошких 

промена са крајњим исходом фрагментације ћелије и формирања апоптотских тела 

(Weinberg, 2014; D’Arcy, 2019). Промене, као и брзина апоптозе се могу разликовати у 

зависности од типа ћелија. Ћелија се најпре издваја од своје околине, након чега крећу 

промене на нивоу једра. У једру се кондензује хроматин и накупља уз једрову мембрану у 

виду полумесеца. Промене се дешавају и у цитоплазми, где долази до деградације 

органела које су сувишне од стране ендогених ензима, уз очување органела које су 

неопходне за сам процес апоптозе. Деградација ћелије иде до тог стадијума да она 

потпуно губи свој облик, хроматин се згрушњава, цитоплазма повлачи и ћелија поприма 

облик неправилних грудвица, такозваних апоптотских тела која су оивичена ћелијском 

мембраном. Услед тога нема изливања ћелијског садржаја и његовог утицаја на околне 

ћелије, већ све промене остају на нивоу апоптотске ћелије која на крају бива одстрањена 

из организма од стране макрофага или суседних ћелија (Слика 3) (Žlender, 2003; D’Arcy, 

2019).  

 

Слика 3. Процес апоптозе (са сајта: https://www.istockphoto.com/photos/apoptosis) 

Као механизам који регулише број ћелија, апоптоза заузима важно место и у 

процесу канцерогенезе. Туморске ћелије поседују механизме којима избегавају апоптозу, 

https://www.istockphoto.com/photos/apoptosis
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путем нарушеног баланса проапоптотских и антиапоптотских протеина, смањене 

сигнализације путем рецептора смрти, смањене функције каспаза, и другим механизмима 

(Weinberg, 2014; Jan и Chaudhry, 2019).  Овој појави додатно доприноси инфламаторна 

средина у којој се ћелије налазе, јер инфламација у ћелијама промовише активацију 

сигналних путева зависних од NF-kB транскрипционог фактора, који се сматра 

негативним регулатором апоптозе (Fernald и Kurokawa, 2013; Francuz и сар., 2016). Поред 

мутација тумор супресор гена који су описани у претходном поглављу, честе промене које 

се дешавају у ћелијама карцинома дебелог црева јесу мутације или промене експресије 

проапоптотских Bax и Apaf-1 гена (енгл. Apoptotic Рrotease Аctivation Factor-1), 

амплификација антиапоптотског Bcl-2 гена или инхибитора каспаза - XIAP (енгл. X-linked 

Inhibitor of Apoptosis Protein) (Matsuura и сар., 2016). Протеини од којих апоптоза директно 

зависи јесу каспазе, те је и инактивација неке од кључних каспаза за иницијацију и/или 

извршење процеса апоптозе начин избегавања овог процеса. Могућ је прекид апоптотске 

сигнализације директно посредством мутације гена који кодирају протеине каспаза или 

индиректно посредством инактивирајућих протеина попут XIAP-а (Fulda, 2009). 

 

У сам процес апоптозе су укључени бројни молекули, могу се активирати 

различити сигнални путеви и међусобно се преклапати, док је крајњи исход исти. 

Најчешће се процес апоптозе у ћелијама може покренути спољашњим путем, посредством 

активације мембранских рецептора смрти, или унутрашњим путем који покрећу 

унутарћелијски сигнали (Weinberg, 2014).  

2.1. Пренос сигнала у спољашњем апоптотском путу 

Иницијација апоптозе спољашњим путем креће активацијом рецептора смрти 

(енгл. Dead Receptors - DR). Рецептори смрти су трансмембрански и протежу се од 

спољашње до унутрашње површине ћелијске мембране. Делови ових рецептора који се 

налазе у цитоплазми називају се домени смрти (енгл. Dead Domain - DD) и они повезују 

рецептор са даљим/унутрашњим сигналним молекулима у процесу апоптозе (Слика 4). До 

сада је описано осам рецептора смрти суперфамилије TNF (енгл. Tumor Necrosis Factor), а 

то су: TNF-R1 (р55), Fas (CD95, APO-1), TRAIL-R1, TRAIL-R2, DR3, EDAR, DR6 и NGFR 

(p75) (Lavrik и сар., 2005; Ivanisenko и Lavrik, 2019). Почетак сигналне трансдукције 

апоптозе јесте везивања лиганда за рецептор смрти. Лиганди су високо специфични 

макромолекули (TNFα, FasL и TRAIL) који се везују за рецептор, што доводи до његове 

тримеризације. Услед повезивања, на пример, Fas (енгл. First Apoptosis Signal) и FasL у 

оквиру DISC комплекса (енгл. Death Inducing Signaling Complex), долази до накупљања 

домена смрти, који заправо представљају унутарћелијске делове рецептора смрти. Домени 

смрти садрже око 100 аминокиселинских остатака који формирају шест антипаралелних α-

хеликс региона односно тзв. грчки кључ (енгл. Greek Key). Домен смрти се хомотипски 

везује за адаптерни протеин FADD (енгл. Fas Asociated Death Domain Protein). Адаптерни 

протеин FADD поред домена смрти садржи DED домен (енгл. Death Effector Domain), који 

омогућава везивање за прокаспазу 8 или 10, а тиме и њену активацију (Chang и сар., 2003; 

Ivanisenko и Lavrik, 2019). Поред везивања прокаспаза, у састав комплекса DISC може да 

улази и целуларни FLIP инхибиторни протеин (c-FLIP). Он се везује за FADD или за 

прокаспазу 8/10 и формира инхибиторни апоптотски комплекс AIC (енгл. Аpoptosis 

Inhibitory Сomplex), чиме блокира пренос сигнала уколико је високо експримиран, док је 
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његова присутност у малој мери чак пожељна јер појачава апоптотски сигнал. Повећана 

активност комплекса AIC, примећена је у ћелијама карцинома, што доприноси избегавању 

апоптозе и повећава ризик од стварања резистенције (Safa, 2012; Tummers и Green, 2017). 

Активна форма каспазе 8 даље активира ефекторне прокаспазе 3 и/или 7, протеолитичким 

цепањем места између њихове велике и мале субјединице. Активиране ефекторне каспазе 

директно воде ћелију у апоптозу, при чему је овај процес иреверзибилан. Активност 

ефекторних каспаза може да буде инхибирана од стране XIAP протеина (Tummers и Green, 

2017). 

 

Слика 4. Спољашњи апоптотски пут (модификовано из Pfeffer и Singh, 2017) 

2.2. Пренос сигнала у унутрашњем апоптотском путу 

Процес апоптозе може бити покренут из унутрашњости ћелије, услед различитих 

стресогених сигнала, оксидационог стреса и оксидационих или других видова оштећења 

биомакромолекула. Сигнал може потећи из једра, митохондрија, ендоплазматичног 

ретикулума и других органела, али централно место у овом процесу заузимају 

митохондрије. Кључну улогу у регулацији унутрашњег, митохондријалног апоптотског 

пута имају протеини Bcl-2 (енгл. B-cell Lymphoma 2) фамилије, чија равнотежа регулише 

митохондријални мембрански потенцијал. Могу се наћи у цитосолу, ендоплазматичном 

ретикулуму, митохондријама и омотачу једра. У оквиру ове породице постоје 
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проапоптотски (Bad, Bax, Bak, Bid, Bcl-xS, и остали) и антиапоптотски протеини (Bcl-2, 

Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1 и остали) (Lawen, 2003; Wong, 2011; Weinberg, 2014). 

Трансмембрански домен протеина Bcl-2 фамилије налази се на COOH терминалном крају, 

и служи за интеракцију са унутарћелијским мембранама. Заједничко за све чланове ове 

породице протеина јесте да поседују висококонзервативне BH домене (енгл. Bcl-2 

Нomology Domain), који су различито заступљени код појединих чланова ове породице па 

разликујемо четири подтипа. Антиапоптотски чланови (Bcl-2 и Bcl-хL) имају сва четири 

подтипа овог домена (BH1, BH2, BH3 и BH4), и одговорни су за инхибицију апоптозе без 

обзира на стимулусе. Сматра се да антиапоптотски протеини могу бити супстрат за 

каспазе које их цепањем преобрате у проапоптотске сигнале. Проапоптотски чланови 

попут Bax и Bak, поседују три BH домена (изостаје BH4), а постоје и они који имају само 

BH3 домен и међу њима су Bnip3, Nix/Bnip3L, Bid, Noxa, Puma, и Bad  (Слика 5) 

(Gustafsson и Gottlieb, 2007).  

 

Слика 5. Протеини са BH доменима (модификовано из Giam и сар., 2008) 

Управо су протеини који поседују само BH3 домен, најактивнији сигнали апоптозе 

који преносе информацију из цитосола у митохондрије, и углавном су проапоптотски. 

Кључну улогу у активирању проапоптотских протеина са BH3 доменом има каспаза 8. 

Пример за то је Bid протеин, који се протеолитичким цепањем од стране каспазе 8 

активира, транслоцира у митохондрије у облику tBid (енгл. truncated Bid) и ремети 

пермабилност мембране тако што директно реагује са проапоптотским Bax протеином. 

Прекомерна експресија Bcl-2 или Bcl-XL доводи до блокирања активације Bax и Bak 

протеина (Gustafsson и Gottlieb, 2007). На пример, протеин Bad врши неутрализацију Bcl-2 

и Bcl-XL, али нема афинитет ка Mcl-1, ког везује Noxa протеин (Chen и сар., 2005). С тим 

у вези, од јачине апоптотског стимулуса зависи који ће се протеини са BH3 доменом 

ослободити и реаговати са антиапоптотским протеинима (Gustafsson и Gottlieb, 2007). 

Такође, да би се апоптоза несметано одвијала, протеини са BH3 доменом активирају 

ефекторне проапоптотске Bax и Bak протеине, неопходне за реализацију унутрашњег 

апоптотског пута. Проапоптотски протеини са BH3 доменом који имају способност 

директног везивања за Bax и Bak називају се активатори. Са друге стране, проапоптотски 
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протеини са BH3 доменом који немају могућност да се директно вежу за Bax и Bak (тзв. 

сензибилизатори), иницирају апоптозу индиректно тако што се везују за антиапоптотске 

Bcl-2 протеине, и покрећу ослобађање активатора за које су антиапоптотски протеини 

претходно били везани. Везујући антиапототске Bcl-2 протеине, сензибилизатори 

спречавају да они својим везивањем за Bax и Bak доведу до њихове секвестрације и самим 

тим до потенцијалне супресије апотозе. Сматра се да се антиапоптотски протеини на 

мембрани митохондрија везују за активни Bax, који затим од стране протеина са BH3 

доменом бива ослобођен, након чега врши регрутацију неактивног цитосолног Bах-а у 

митохондрије и активира га путем механизма аутоактивације, доводи до оштећења 

митохондријалне мембране и ослобађања цитохрома (Слика 6). Липиди митохондријалне 

мембране такође могу да учествују у активирању Bax и Bak. Уколико су сензибилизатори 

везани за антиапоптотске протеине, долази до активирања Bax-а преко липида на 

спољашњој мембрани митохондрија, јер Bax слободном дифузијом улази у митохондрије 

где се у липидном двослоју дешава спонтана хомо-олигомеризација Bax или Bak протеина 

(Turnpenny и Ellard, 2009; Huang и сар., 2019; Luo и сар., 2020). 

Неравнотежа протеина Bcl-2 фамилије у корист проапоптотских доводи до 

нарушавања пермеабилности митохондријалне мембране и ослобађање Cyt с (енгл. 

Cytochrome c) и осталих ефекторних протеина из митохондрија стварањем пора на 

њиховој спољашњој мембрани (Tait и Green, 2010; Singh и сар., 2019). Из 

митохондријалног међумембранског простора, ослобађа се између осталог и инхибитор 

XIAP протеина, као што је SMAC (енгл. Second Mitochondria-derived Activator of Caspase), 

који промовише ослобађање Cyt с из митохондрија и омогућава ефекторним каспазама да 

изврше процес апоптозе до краја. У цитоплазми, Cyt с се везује за домене на протеину 

Apaf-1 (енгл. Apoptotic Рrotease Аctivation Factor-1), који има способност да се везује са 

још 6 Apaf-1 протеина и образује апоптозом. Домен CARD и помоћни спирални домени на 

протеину Apaf-1 пролазе кроз конформационе промене како би ослободили његов АТР-

азни домен и омогућили вишеструким Apaf-1 протеинима да олигомеризују у формирају 

кружни хептамер. Комплексу се прикључује и прокаспаза 9 у више копија, и то тако што 

се хомотипски везује преко свог CARD домена за CARD домен на протеину Apaf-1 (Yuan 

и сар., 2010). Прокаспаза 9 се активира, и овај протеолитички комплекс даљe врши цепање 

ефекторних каспаза 3 и 7 које реализују апоптозу до краја (Yuan и Akey, 2013). Да би 

задржала своју протеолитичку функцију, каспаза 9 остаје везана за апоптозом, јер управо 

апоптозом омогућава везивање више прокаспаза и њихову активацију и димеризацију. 

Активација каспазе 9 доводи до даљег појачавања апоптотског сигнала активирањем 

ефекторних каспаза, услед чега долази и до разградње антиапоптотских протеина коју 

спроводе ове каспазе, као и до разградње цитоскелета. Разградња цитоскелета доводи до 

стварања низа морфолошких промена који су типични за различите стадијуме апоптозе.  
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Слика 6. Унутрашњи апоптотски пут (модификовано из Pfeffer и Singh, 2017) 

Поред поменутих, постоје и проапоптотски молекули у митохондријама, који се 

могу ослобађати и деловати мимо каспаза, а то су AIF (енгл. Apoptosis Inducting Factor) и 

ендонуклеаза G, одговорни за протеолизу ћелије. Након изласка из митоходрија због 

нарушеног интегритета мембране, AIF одлази до једра, најчешће удружен са 

циклофилином А, где утиче на кондензацију хроматина и ДНК деградацију. У 

физиолошком смислу, овај фактор има и редокс функцију,  сматра се антиоксидансом јер 

ћелије које имају дефицит или одсусто AIF посебно су осетљиве на оксидациони стрес. 

Ендонуклеаза G се транслоцира у једро, где врши олигонуклеозомалну фрагментацију 

ДНК, и то независно од каспаза. Физиолошки, ендонуклеаза G учествује у рекомбинацији 

ДНК, а њен недостатак инхибира ћелијску пролиферацију тако што зауставља ћелијски 

циклус у G2 фази (Galluzzi и сар., 2008).  

2.3. Каспазе као кључни молекули процеса апоптозе 

Кључни протеини у процесу апоптозе су ензими звани каспазе, цистеин-аспартат 

специфичне протеиназе (енгл. Cysteinyl Aspartate Specific Proteases). Припадају групи 

цистеин протеиназа, јер садрже цистеин у активном месту (Cys бочно место), док своју 

протеолитичку активност спроводе цепањем супстрата иза аспартата (Asp). Једна каспаза 

може активирати другу, а и саму себе, чиме појачава стимулус за апоптозу и убрзава 

ћелијску смрт (Weinberg, 2014; Ivanisenko и Lavrik, 2019). Дакле, протеолитичка активност 

каспазе у већини случаја доводи до активације одговарајућег супстрата. Иницирање 

апоптозе дешава се помоћу иницијаторских, апикалних каспаза, каспазе 2, 8, 9 и 10, док су 

каспазе 3, 6 и 7 ефекторне каспазе које се прикључују сигналној трансдукцији при крају 
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процеса апоптозе. Каспазе се налазе у цитоплазми као неактивни протеини, прекурсори, 

односно прокаспазе, који се активирају у процесу апоптозе.  

Иницијаторске каспазе. Прокаспаза се састоји од 3 домена: N-терминалног 

домена, које представља продомен и од великог и малог каталитичког домена који ће 

заправо образовати активну каспазу, одбацивањем продомена протеолитичким цепањем. 

Активна форма каспазе садржи 4 различите подјединице (хетеротетрамер), од којих су две 

велике, величине приближно 20 kDa, и две мале од по 10 kDa (Слика 7).  

 

Слика 7. Грађа каспаза (модификовано из 

Julien и Wells, 2017) 

Иницијацију спољашњег пута обавља 

каспаза 8, за чију активацију је неопходно 

претходно формирање олигомерних 

филамената, односно DED домена. 

Продомен који се налази на 

иницијаторским каспазама (N-терминални 

крај) омогућава прокаспази да се веже за 

DED. Управо се по продомену 

иницијаторске разликују од ефекторних 

каспаза. Преко DED домена дешава се и 

регрутација каспаза као и њихова 

аутопротеолиза (Ivanisenko и Lavrik, 2019). 

Најчешће експримирана каспаза 

спољашњег пута је каспаза 8 и 

експериментална истраживања указују да 

до апоптозе неће доћи само иницијацијом 

прокаспазе 10 уколико је прокаспаза 8 

одсутна, управо због нижег нивоа 

експримирања каспазе 10 у неким ткивима 

(Horn и сар., 2017). С тим у вези, 

најактивнија изоформа прокаспазе 8 је 

прокаспаза 8а. Прокаспаза 8 има још једну 

изоформу, 8b, која је по структури и 

активности веома слична претходној, 

једина разлика је што је овај протеин 

краћи. N-терминални домен прокаспазе 8 

се састоји од DED1 и DED2 домена, 

помоћу којих се везује за DISC 

иницијаторски комплекс. 

 

Поред DED домена садржи, као што је већ карактеристично за све прокаспазе и 

велики и мали каталитички домен. Аутокаталитички процес активације прокаспазе одвија 

се тако што долази до цепања на остацима аспартата између великог и малог каталитичког 

домена, а затим и између продомена и великог каталитичког домена, при чему настаје 

хетеродимер активне каспазе. Постоји и велики број посттранслационих модификација 

прокаспазе 8, попут фосфорилације и убиквитинације, које могу да смање или појачају 

активацију каспазе 8 (Ivanisenko и Lavrik, 2019). С обзиром на идентичну структуру, 
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каспаза 9 за разлику од каспазе 8, активира се на другачији начин. За њену активацију, као 

што је већ описано у претходном одељку, неопходан је протеин Apaf-1. Овај протеин је 

централни део апоптозома, структуре којој се придружује и каспаза 9 са циљем активације 

и појачавања апоптотског сигнала и садржи три домена: N-терминални CARD домен, 

домен за везивање нуклеотида и C-терминалну половину која садржи 12-13 поновака 

WD40 домена. Домен CARD (енгл. Caspase Activation and Recruitment Domain) је 

одговоран за интеракције са продоменом каспазе-9, и ова интеракција је неопходна за 

регрутовање и активацију. Домен за везивање нуклеотида је одговоран за олигомеризацију 

Apaf-1, док WD40 поновци интереагују са цитохромом. Апоптозом је хептамерна 

структура, што имплицира да је каспаза 9 углавном везана као мономерна, те апоптозом 

регрутује седам молекула неактивне прокапазе-9 у непосредној близини. Каспаза 9 се 

својим CARD доменом хомотипски везује за  CARD домен на  Apaf1 протеину (Слика 8). 

 

Слика 8. Грађа апоптозома (модификовано из Yuan и Akey, 2013) 

 За остале каспазе је типично да је за њихову активацију неопходно протеолитичко 

цепање, одбацивање активационог домена како би се десила конформациона промена и 

открило место везивања. Међутим, за каспазу 9 је карактеристично да има дугачак 

активациони домен који се налази између њених великих и малих субјединица, да услед 

димеризације у апоптозому долази до померања каспазе и до откривања активног места 

без протеолитичког цепања. Због тога каспаза 9 има много већи афинитет везивања за 

апоптозом него за покретање аутопротеолитичког цепања, јер управо апоптозом 

омогућава да се каспаза позиционира у положај за откривање активног места (Li и сар., 

2017). Иницијаторске каспазе учествују у активацији ефекторних каспаза.  
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Ефекторне каспазе. Ефекторне каспазе 3 и 7, присутне су у ћелијама као димери, 

и активирају се протеолитичким цепањем. Сегмент линкера који се налази између две 

субјединице про-капазе, блокира активно место све до протеолитичког цепања, након чега 

N- и C-терминалне секвенце помажу у стабилизацији активног места. Протеолитичко 

цепање ефекторних реализују иницијаторске каспазе. Eфекторне каспазе даље покрећу 

ендонуклеазе CAD (енгл. Caspase Activated DNAse) које врше нуклеозомалну 

фрагментацију ДНК (Hail и сар., 2006). Активација CAD ендонуклеазе се дешава 

протеолитичким цепањем од стране каспазе 3 или 7, што доводи до одвајања  CAD од 

ICAD (енгл. Caspase Activated DNAse Inhibitor) (Boatright и Salvesen, 2003; Hail и сар., 

2006). 

3. Процес биотрансформације  

 Биотрансформацију ксенобиотика у ћелијама можемо дефинисати као његово 

метаболисање посредством ензимима посредованих модификација кроз две фазе 

(Williams, 1971), након чега се у трећој фази метаболит елиминише посредством ABC 

транспортера (Слика 9). Управо процес биотрансформације одређује концентрацију 

ксенобиотика у ћелији, а самим тим и трајање његовог биолошког ефекта. Трајање дејства 

лека је, осим са метаболизмом, у вези и са његовом апсорпцијом, дистрибуцијом и 

излучивањем. Метаболизам је у најужој вези са променама ксенобиотика јер се током овог 

процеса дешавају модификације које утичу на његову даљу „будућност“ и ефекат. 

Заправо, од модификација које се дешавају кроз фазе биотрансформације зависи да ли ће 

доћи до стварања мање или више растворљивог, односно мање или више активног агенса. 

На овај начин је могућа тотална инактивација лека, али и активирање лека из прекурсора, 

односно пролека. Процесе модфикације ксенобиотика регулишу такозвани ензими XME 

(енгл. Xenobiotic-Metabolizing Enzymes) (Orhan и сар., 2021). Биотрансформација се 

неретко сматра врстом детоксификације, али то није њен једини исход. Ензими 

биотрансформације имају способност да претварају одређене хемикалије у високо 

токсичне метаболите. Ова чињеница доводи до закључка да би то могао бити један од 

почетних догађаја тзв. хемијске канцерогенезе и често се означава као биоактивација 

(Beyerle и сар., 2015).  

Прва фаза биотрансформације подразумева хидролизу, редукцију и оксидацију 

ксенобиотика, додавањем или одбацивањем функционалних група (–OH, –NH2, –SH или –

COOH), што резултује повећањем растворљивости (хидрофилности) ових супстанци, 

посредством CYP (енгл. Cytochrome P450) протеина (Guengerich, 2007). Протеини CYP су 

суперфамилија хем-зависних монооксигеназа које катализују оксидацију великог броја 

једињења. Најзаступљенији су у ендоплазматичном ретикулуму ћелија јетре, али се ван 

ћелија јетре налазе у свим ткивима у одређеној мери. У ћелији, ови ензими су поред 

ендоплазматског ретикулума, присутни и у митохондријама и плазма мембрани (Bredel 

2001; Parkinson, 2008; Zanger и Schwab, 2013). Везикуле које настају од глатког 

ендоплазматског ретикулума, такозвани глатки микрозоми, углавном су задужени за 

транспорт CYP ензима и активно учествују у процесу метаболизма ксенобиотика. 

Активност CYP ензима захтева и присуство редукујућег молекула, најчешће NADPH 

(енгл. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate), затим CYP редуктазу (енгл. 

Сytochrome P450 Оxidoreductase - POR), као и молекуларног кисеоника. То се дешава тако 

што оксидовани CYP најпре прави комплекс са ксенобиотиком (супстратом), након чега 



                                                                                                                                       Увод   

 

16 
 

долази до редуковања молекулског кисеоника од стране CYP редуктазе (помоћу 

слободних електорна NADPH), и стварање комплекса активни кисеоник-CYP-супстрат, 

чији продукт је оксидовани ксенобиотик (Katzung, 2018).  

 

 

Слика 9. Фазе биотрансформације ксенобиотика (модификовано са сајта: 

https://www.researchgate.net/) 

Најзначајнији протеини за метаболизам лекова који припадају суперфамилији CYP 

ензима, припадају породицама 1, 2 и 3. CYP ензими имају способност да активирају 

полицикличне хидрокарбоне, PAH (енгл. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) и 

хетероцикличне амине, HCA (енгл. Heterocyclic Amines), у токсичне метаболите који су 

повезани са настанком карцинома дебелог црева (Gonzalez и Gelboin, 1994). У ткиву 

дебелог црева, експримирају се CYP1A1, 1B1, 2C, 2E1, 3A4 и 3A5 (Ding и Kaminsky, 

2003). У карциному дебелог црева, CYP протеини често модификацијама ксенобиотика 

посредују његовом лакшем метаболизму, стварањем растворљивијег агенса, што 

резултира краћем задржавању ксенобиотика у ћелијама. Због наведеног се ова група 

протеина доводи и у везу са појавом резистенције (Ingelman-Sundberg и Lauschke, 2020).  

Друга фаза метаболизма укључује реакције глукуронидације, сулфонације, 

ацетилације, метилације, конјугације са глутатионом и конјугацију са аминокиселинама 

попут глутаминске, таурина и глицина, што углавном смањује токсичност ксенобиотика. 

Овакви конјугати лекова сматрају се неактивним и лакше елиминишућим комплексима. У 

реакцијама конјугације најважнију улогу имају ензими трансферазе који се могу наћи 

слободно у цитосолу, али и у микрозомима. Доминантне трансферазе су UGT (енгл. 

Uridine 5′-Diphosphate (UDP)-Glucuronosyl Transferases), које врше конјугацију 

ксенобиотика са дериватом глукуронске киселине (UDP), или PAPS (енгл. 3′-

Phosphoadenosine 5′-Phosphosulfate) сулфотрансфераза која врши сулфонацију супстрата. 

https://www.researchgate.net/
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Сулфонација и глукуронидација супстрата могу имати и ефекат појачавања дејства 

првобитног лека који се метаболише. У литератури је познат случај са морфијумом, који 

глукуронидацијом прелази у морфијум-6-глукуронид (Katzung, 2018). Поред поменутих 

трансфераза, за метаболизам лекова битне су и трансферазе које врше конјугацију 

супстрата са глутатионом (енгл. Glutathione - γ-glutamyl-cysteinyl-glycine, GSH), који се у 

том облику избацује преко GS-X пумпи (енгл. ATP-dependent Glutathione S-conjugate 

Export Pump) што свеукупно чини глутатионски детоксификациони систем. Глутатионски 

детоксификациони систем, састоји се од ћелијског редукованог глутатиона (GSH), затим 

од ензима укључених у синтезу глутатиона, од GST (глутатион-S-трансфераза), и од GS-X 

експортних пумпи. GST су ензими који каталишу конјугацију GSH (конкретно из pi класе, 

GSTP, јер су они одговорни за конјугацију GSH-цитостатик) и антитуморског агенса ради 

стварања мање токсичног и растворљивијег комплекса, који даље подлеже метаболисању. 

Ови ензими се првенствено налазе и у нормалним и неопластичним ткивима, али је 

конкретно највише експримирају у епителу дебелог црева. Истраживања су показала да је 

експресија гена GSTP1 неколико пута већа у карциному него у нормалном ткиву дебелог 

црева (Bedford и сар., 2012) Прекомерна експресија GSTP и GSH у ћелији, доводи се у 

везу са појавом резистенције (Bredel, 2001). Разлог за то је чињеница да се ксенобиотик 

посреством GSTP  конјугује са GSH и тако постаје супстрат за избацивање из ћелије 

посредством експортних пумпи. Поред тога, GSTP изоформа инхибира JNK киназу која је 

укључена у одговор ћелије на стрес покретањем апоптозе (Townsend и Tew, 2003). ATP-

везујући протеин MRP (енгл. Multidrug Resistance-Associated Proteins - ABCC), обавља 

функцију транспортера уз помоћ GSH, тако што везује супстрате претходно конјуговане 

са GSH. Након друге фазе хидрофилност ксенобиотика је значајно повећана те се у 

наредној фази стимулише његово избацивање из ћелије помоћу GS-X пумпи, којима 

припада MRP1.  

Избацивање лека из ћелија дешава се у трећој фази посредством протеина који 

припадају ABC транспортерима, односно фамилији ATP-везујућих протеина (енгл. ATP 

Binding Cassette - ABC). Ови транспортери представљају трансмембранске протеине који 

имају унутарћелијске ATP везујуће домене. Такође, поред ћелијске мембране, ове 

транспортере поседују и мембране једра, и неке органеле попут везикула (Sauna и 

Ambudkar, 2001). Транспортери имају ATPазну активност, врше хидролизу ATP у ADP, 

што доводи до конформационе промене транспортера и резултује избацивањем 

ксенобиотика из ћелије као њихове суштинске функције. На тај начин ABC транспортери 

штите ћелије од штетних дејстава ксенобиотика, па су у физиолошким условима више 

експримирани у ткивима која долазе у контакт са великом количином нежељених материја 

– попут црева и јетре. Обзиром на њихов физиолошки статус, ови транспортери доприносе 

развоју резистенције, нарочито код карцинома који имају одређен ниво урођене 

резистенције јер настају на органима који у физиолошким условима имају високо 

експримиране ABC транспортере (Ejendal и Hrycyna, 2002). Транспортери који се 

најчешће доводе у везу са појавом резистенције  у ћелијама карцинома дебелог црева, и 

који врше избацивање великог броја ксенобиотика јесу П-гликопротеин (енгл. Multidrug 

Resistance Protein, MDR1, ABCB1), MRP, којих има седам и BCRP (енгл. Breast Cancer 

Resistance Protein, ABCG2) (Nooter и сар., 1997; Arts и сар., 1999; Haber и сар., 2006). 

Њихова експресија у дигестивном тракту је различита, при чему је у дебелом цреву 

највише експримиран P-гликопротеин, а затим MRP1 и MRP2 (Berggren и сар., 2007). 
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Транспортер П-гликопротеин функционише по принципу вакуумске пупме  која се 

директно везује за супстрат, при том има широку супстратну специфичност. Транспортер 

MRP1 реагује са агенсима у другој фази метаболизма ксенобиотика, односно за његову 

активност је потребно присуство ћелијског глутатиона (Leslie и сар., 2005). Због 

специфичне физиолошке улоге, и чињенице да њихова експресија у ткиву карцинома 

може бити повећана у односу на здраво ткиво, АВС транспортери се такође доводе у везу 

са појавом резистенције. 

3.1. Резистенција  

Један од главних проблема у лечењу карцинома јесте развој резистенције на лекове. 

Под изразом multidrug resistance (MDR), именује се појава вишеструке резистенције, дакле 

на већи број структурно и функционално различитих агенаса. На појаву резистенције могу 

имати утицај и одређени фармаколошки параметри попут неповољне фармакокинетике 

(метаболизам и екскреција), затим неадекватно допремање агенса, ограничен приступ 

ћелијама тумора због неповољних утицаја микросредине (киселост), немогућност 

проласка лека кроз ћелијску мембрану, као и због постојања препрека у виду механичких 

баријера (нпр. крвно-мождана баријера).  Развоју резистенције код карцинома могу 

допринети и промене у специфичним генима и метаболизму лека у ћелији, као и 

способност туморских ћелија да избегну апоптозу. За појаву избегавања апоптозе 

најчешће је одговорна мутација ТР53 гена, јер услед стварања неактивног протеина није 

могуће покретање процеса апоптозе. Такође, до избегавања апоптозе може доћи услед 

повећане експресије проапоптотских гена (Adams и Cory, 2007; Mansoori и сар., 2017; 

Bukowski и сар., 2020). Унутарћелијски механизми који доводе до појаве резистенције 

јесу, на првом месту нагомилавање унутарћелијског глутатиона који потпомаже 

избацивање агенса, што води ка смањеној акумулацији антитуморског агенса у самој 

ћелији. Експорту лека предходи његова обрада, односно биотрансформација у самој 

ћелији од стране специфичних ензима фазе I и II, од чега зависи да ли ће лек остварити 

своју активност и у активном облику доспети до својих циљева. За превазилажење 

проблема развоја резистенције туморских ћелија неопходно је најпре открити измењене 

гене и механизме који ћелијама омогућавају преживљавање чак и услед деловања високих 

доза цитостатика. Најчешће се са појавом резистенције повезују ABC транспортери 

(Szakács и сар., 2006). Као молекули који имају веома битну метаболичку улогу када је у 

питању заштита ћелија од токсичних агенаса, ови транспортери могу да допринесу развоју 

резистенције управо због њихове способности избацивања цитостатика из ћелије, али и 

широког спектра супстратне специфичности. Међу њима је највише испитиван 

трансмембрански П-гликопротеин, који је заправо вакуумска пумпа специјализована за 

избацивање великог броја цитостатика (Mansoori и сар., 2017; Bukowski и сар., 2020).  

4.1.1. Улога ABC транспортера у развоју резистенције 

П-гликопротеин. П-гликопротеин је трансмембрански протеин састављен од 1280 

аминокиселина, величине од око 170 kDa. Припада фамилији АВС транспортера. У својој 

структури, П-гликопротеин садржи трансмембранске домене TMD1 и TMD2 (енгл. 

transmembrane domain 1 and 2) и домене који се везују за цитоплазматске нуклеотиде 

NBD1 и NBD2 (енгл. nucleotide-binding domain 1 and 2) (Silva и сар., 2015; Dong и сар., 

2020; Marques и сар., 2021). Наиме, сваки мономер TMD се састоји од шест 
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трансмемнбранских α-хеликса који су хидрофобни. Трансмембрански домен је задужен за 

везивање супстрата у оквиру шупљине која се образује између трансмембранских домена 

оба мономера, TMD1 и TMD2 (Слика 10). У оквиру ове шупљине П-гликопротеин може 

да веже најмање два супстрата. Са друге стране, домен NBD има улогу стварању енергије 

хидролизом АТР-а, која се искоришћава за конформационе промене трансмембранског 

домена који истискује супстрат. У оквиру сваког NBD, налази се P-петља, односно мотив 

Walker A, и мотив Walker В, као и С мотив, односно мотив повезивача, који се још назива 

и ABC потпис. Конформациона промена која се дешава приликом истискивања супстрата 

из ћелије у ванћелијски простор је „окретање“ П-гликопротеина, који из позиције са 

шупљином отвореном ка ћелији, заузима положај са шупљином окренутом ка споља, из 

које се супстрат отпушта (Li и сар., 2016; Dong и сар., 2020). Супстратна специфичност 

овог мембранског транспортера је широка. Има афинитет ка многим органским и 

неорганским супстанцама које успешно избацује из ћелије. С обзиром на његову 

повезаност са настанком резистенције, овај транспортер је честа терапијска мета. 

 

Слика 10. Грађа трансмембранског П-гликопротеина (модификовано из Marques и 

сар., 2021) 

Да би се смањила могућност развоја резистенције на цитостатик, један од могућих 

терапеутских приступа је примена комбиноване терапије при којој се цитостатику 

придружује инхибитор ABC транспортера. Данас постоје инхибитори П-гликопротеина 

који су подељени у неколико група, у зависности од тога како се везују, односно којим 

механизмом доводе до блокирања функције П-гликопротеина (Kumar и Jaitak, 2019; Dong 

и сар., 2020; Muriithi и сар., 2020). Први тип модулатора активности су супстанце које 
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доводе до компетитивне ихибиције П-гликопротеина и могу да се вежу за П-гликопротеин 

пре супстрата (лека). Наиме, ови модулатори се везују на истом месту на П-гликопротеину 

као и лекови, те се налазе у компетицији за место везивања са лековима. Други тип су 

некомпетитивни инхибитори П-гликопротеина, који интереагују са алостеричним 

остатком за модулацију активне конформације. Трећем типу модулатора припадају 

супстанце које се везују за АТР везивна места, блокирајући тиме индиректно функцију П-

гликопротеина. Последњи, четврти тип модулатора јесу супстанце које доводе до 

интеракција са мембранским липидним двослојем и ремећења микросредине мембране 

(Palmeira и сар., 2012; Dong и сар., 2020). Поред поделе у односу на механизме деловања, 

инхибитори П-гликопротеина се могу класификовати и у 4 генерације, у односу на време 

настанка. Код прве три генерације развијених инхибитори П-гликопротеина дошло је до 

проблема са њиховом високом токсичношћу, али и са могућношћу да се специфично вежу 

за П-гликопротеин. Четврта генерација инхибитора обухвата најпре једињења изолована 

из природних извора и њихове деривате, затим пептидомиметике и дуалне лиганде (то су 

једињења способна да инхибирају П-гликопротеина али и друге медијаторе вишеструке 

резистенције) (Dong и сар., 2020; Muriithi и сар., 2020). Природни продукти и њихови 

деривати сматрају се најбољим модулаторима активности овог транспортера, због високе 

специфичности и ниске токсичности. Највише су у том погледу испитиване биљке и 

супстанце пореклом из биљака, попут фенолних једињења (Jiahua и сар., 2019). 

Испитивања у овој области су и даље у току, јер је природа непресушан извор супстанци 

које могу бити полазна тачка у оваквим истраживањима.  

МRP1 и MRP2. Ови транспортери су хомолози и припадају АВС транспортерима и 

за избацивање својих супстрата користе хидролизу АТР-а попут П-гликопротеина, чиме 

обезбеђују енергију. Хумана породица МRP/АBCC протеина садржи 13 чланова, величине 

од 1325 до 1545 аминокиселина. Структура МRP1 и MRP2 протеина је идентична (Слика 

11), састоје се од два домена за везивање нуклеотида (NBD) и 12 трансмембранских (ТМ) 

спирала, које чине два трансмембранска домена (ТМD) у литератури позната и као 

мембрански домени (енгл. Membrane-Spanning Domains - MSDs). Домени ТМD су 

углавном укључени у препознавање, везивање и транспорт супстрата, а NBD су одговорни 

за везивање и хидролизу АТР-а, који подстичу транспорт супстрата. Поред тога, МRP1 и 2 

садрже и трећи NH2-терминални домен који обухвата мембрану, са пет трансмембранских 

спирала (MSD0). Овај трећи домен омогућава протеину стабилну везу са апикалним 

мембранама (Jedlitschky и сар., 2006). Између ова два протеина постоји разлика у 

локалним експресијама, при чему МRP1 има кључну улогу у контроли транспорта кроз 

крвно-мождану баријеру и у поларизованим ћелијама, те се више налази на 

базолатералним мембранама (крвно-мождана баријера), до је MRP2 више примећен у 

апикалним мембранама (хепатоцити). С тим у вези, њихова супстранта специфичност се 

преклапа, али није потпуно иста (Bakos и сар., 2000). 
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Слика 11. Структура протеина MRP1 и 2 (из Jedlitschky и сар., 2006) 

Транспортер MRP1 је идентификован као један од мултиспецифичних 

транспортера органских анјона (енгл. Multispecific Organic Anion Transporters - MOATs) 

или као транспортер глутатион-коњугата (енгл. Glutathione-conjugate - GS-X). Са друге 

стране, MRP2 има афинитет ка различитим амфифилним анјонима који припадају 

структурно различитим класама молекула, као што су ендогена једињења, лекови, 

токсичне хемикалије, нутрацеутици и њихови коњугати, са преференцијом за коњугате 

глукуроната и глутатиона (He и сар., 2011). Због широке супстратне специфичности, и ови 

транспортери могу бити терапијска мета. Њихова прекомерна експресија умногоме утиче 

на ефлукс великог броја цитостатика и њихових метаболита, што може допринети развоју 

вишеструке резистенције. 

4. Редокс регулација сигналних путева у ћелији  

У физиолошким условима ћелије поседују сложене биохемијске механизме којима 

одржавају редокс равнотежу. Одржавање равнотеже редокс система битно је за 

управљање животним процесима путем редокс сигнализације, а одржавање равнотеже 

није ништа друго до баланс између продукције и неутралисања редокс радикала. 

Оксидациони стрес у ћелијама настаје када се та равнотежа наруши, а хронично стање 

стреса доводи до оштећења биомакромолекула што води настанку бројних 

патофизиолошких поремећаја унутар ћелија. Метаболизам кисеоника може да резултира 

стварањем реактивних врста кисеоника, ROS (енгл. Reactive Oxygen Species), које могу 

покренути стварање нових, још реактивнијих врста. Реактивним врстама кисеоника 

припадају супероксид анјон радикал (О2
.-), водоник пероксид (Н2О2), хидроксил радикал 

(ОН.), синглет кисеоник (1О2). Међу реактивним кисеоничним врстама, у везу са 

настанком највећег броја оштећења доводи се О2
.-. Поремећају редокс равнотеже могу да 

допринесу и реактивне врсте азота RNS  (енгл. Reactive Nitrogen Species), сумпора RSS 

(енгл. Reactive Sulfur Species), селена RSeS (енгл. Reactive Selenium Species), као и 

реактивне карбонилне врсте RCS (енгл. Reactive Carbonyl Species). У физиолошким 
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условима, ћелије су развиле заштитне механизме који се покрећу како би се заштитиле од 

оксидационих оштећења. Највеће промене услед дејства слободних радикала трпе 

протеини, али и други биомакромолекули, нуклеинске киселине и липиди (Слика 12) 

(Žikić и сар., 2000; Sies, 2017). Ове промене на ћелијском нивоу даље могу имати за 

последицу и развој других патофизиолошких стања у организму, као што су промене у 

метаболизму, настанак кардиоваскуларних, неуродегенеративних и малигних болести 

(Hayes, 2020). Са тим у вези, одржавање или поремећај редокс равнотеже су честа 

терапијска мета код многих болести, док превенција углавном подразумева употребу 

антиоксиданаса. 

 

Слика 12. Утицај реактивних врста кисеоника на биомaкромолекуле (модификовано са 

сајта: https://www.chegg.com/learn/biology/introduction-to-biology/reactive-oxygen-species) 

Поред поменутих неорганских, услед реакције слободних радикала са органским 

компонентама у ћелијама може доћи до стварања органских радикала, попут липидних 

пероксил радикала (ROO.) и липидних хидропероксида (ROOH). Смањен ниво глутатиона 

може довести до утицаја ROS-а на мембранске липиде, ослобађајући органске радикале. 

Липиди у ћелијама имају незаменљиву улогу у одржавању структурног интегритета 

мембране, а прекомерна оксидација липида мења физичка својства мембране. Липидни 

пероксиди се сматрају одговорним за многа упална патолошка стања, али и као кључни 

окидач фероптозе, новонасталог облика регулисане неапоптотске ћелијске смрти (Gaschler 

и Stockwell, 2017). С обзиром да су липидни пероксиди склони даљој деградацији, 

продукти њихове разградње су често сами по себи реактивни. У продукте липидне 

пероксидације спадају хидрокси киселине и реактивни алдехиди. Међу алдехидним 

реактивним врстама најиспитиванији су 4- хидроксиноненал - 4-HNE, и малондиалдехид – 

MDA, и представљају маркере за одређивање нивоа липидне пероксидације (Gaschler и 

Stockwell, 2017).  

Након акутног излагања ћелија оксидационом стресу, поготову ROS, може доћи до 

репрограмирања ћелијског метаболизма при чему ћелија са гликолизе прелази на пут 

https://www.chegg.com/learn/biology/introduction-to-biology/reactive-oxygen-species
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пентоза фосфата РРР (енгл. Penthose Phosphate Pathway), што резултира повећаном 

продукцијом NADPH помоћу глукоза-6-фосфат дехидрогеназе (енгл. Glucose-6-Phosphate 

Dehydrogenase - G6PD). Повећање NADPH доводи до активирања управо поменутих 

механизама заштите који подразумевају GSH и TXN1 и 2 (енгл. Thioredoxin) 

антиоксидационе системе, који ублажавају оксидациони стрес неутрализацијом ROS-а 

(Hayes, 2020). Глутатион, у редукованој форми, функционише као редокс пуфер тако што 

уклања токсичне пероксиде посредством GSH пероксидазе. У реакцијама неутрализације 

слободних кисеоничних радикала, редуковани GSH  се оксидује и настаје oксидована 

форма глутатиона (енгл. glutathione disulfide - GSSG), уз помоћ  NADPH-зависне 

глутатион редуктазе. Управо је однос GSH/GSSG битан у антиоксидативној заштити, а 

самим тим и у регулацију сигналних путева који су од важности за равнотежу у читавом 

организу. Када глутатиона нема, то доприноси нагомилавању слободних радикала и 

повећању нивоа оксидационог стреса у ћелијама (Wu и сар., 2003; Sies, 2017; Hayes, 2020). 

4.1. Улога реактивних кисеоничних врста у канцерогенези 

Оксидативни стрес представља најчешћи вид испољавања негативног дејства 

фактора средине и може бити одговоран за настанак мутација у ћелијама (Gupta и сар., 

2012). Генерисање ROS-а је често изазвано утицајем више егзогених и ендогених фактора. 

Митохондријски ланац транспорта електрона, ETC (енгл. Еlectron Тransport Сhain), је 

главни ендогени извор ROS-а у ћелијама сисара (Galadari и сар., 2017). Директном 

интеракцијом и оштећењем ДНК молекула слободним радикалима настају мутације,  

најчешће у виду хромозомских и генских аберација. Самим тим слободни радикали се 

могу довести у везу са иницијацијом канцерогенезе. Такође, физиолошка улога слободних 

радикала у сигналној трансдукцији, у ћелијама које су у фази малигне трансформације 

може допринети прогресији тумора. Утицај реактивних врста се везује и за немогућност 

нормалног функционисања антиоксидативне заштите у ћелијама, при чему долази до 

изостанка неутрализације слободних радикала. За разлику од здравих, неке туморске 

ћелије могу постати „отпорне“ на деловање радикала. Управо ова особина такве ћелије 

издваја од осталих клонова и категорише их као ћелије са већим малигним потенцијалом. 

Показано је да ROS утичу на експресију тумор супресор гена, затим молекула који 

регулишу инфламацију, пролиферацију, апоптозу, инвазију, миграцију, ангиогенезу и 

многе друге процесе у ћелијама који су у вези са настанком и прогресијом тумора. 

Туморске ћелије углавном имају веома повишен ниво продукције ROS услед повећане 

метаболичке активности. Самим тим, због постојања унутрашњег оксидативног стреса, 

малигна ћелија развија отпорност ка њему, а самим тим постаје мање осетљива и на 

егзогени стрес. Преживљавање у таквим условима, омогућавају јој транскрипциони 

фактори који се експримирају под утицајем ROS-а, као што су NF-kB (енгл. Nuclear Factor 

Kappa-light-chaine B), Nrf2 (енгл. Nuclear (Erythroid-derived 2)-like Factor 2), c-Jun (енгл. 

Cellular Ju-nanna), и HIF-1α (енгл. Hypoxia-Inducible Factor-1α). Активација ових 

транскрипционих фактора води ка појачаној активацији антиоксидативног одбрамбеног 

система и промоцији експресије протеина за преживљавање малигних ћелија (Gupta и сар., 

2012; Galadari и сар., 2017). 
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4.2. Улога реактивних кисеоничних врста у апоптози 

Бројни литературни наводи показују улогу ROS у активацији апоптозе (Simon и 

сар., 2000; Davis и сар., 2001; Circu и Aw, 2010; Jeong и Јоо, 2016). Главни извор ROS-а у 

ћелијама су митохондрије, па су и главно место њиховог деловања. Наиме, супероксид 

анјон радикал утиче на образовање пора на митохондријама путем иницијације VDAC-

зависне пермеабилизације (енгл. Voltage-Dependent Anion Channel) и тиме иницира 

ослобађање Cyt c, као главног окидача апоптозе из митохондрија. У митохондријама, Cyt c 

је везан за кардиолипин, што отежава ослобађање цитохрома. У присуству Н2О2, 

кардиолипин се оксидује, смањујући афинитет за Cyt c и доводи до ослобађања 

проапоптотских фактора из митохондрија у цитоплазму. Такође, ROS утичу на протеине 

Bcl-2 фамилије. Водоник пероксид има способност да директно оксидује Bcl-2 што доводи 

до губитка његове антиапоптотске функције (Galadari и сар., 2017). Са друге стране, 

управо су антиапоптотски протеини Bcl-2 и Bcl-XL антагонисти продукције ROS-а, и на 

тај начин штите ћелије од ROS-посредоване апоптозе (Слика 13). Такође ROS има утицај 

и на иницирање апоптозе путем деловања на негативне регулаторе попут c-FLIP, који има 

тенденцију да спречи формирање DISC комплекса. Фосфорилација и инактивација 

проапоптотских молекула се дешава од стране Akt киназе, антиапоптотског протеина ког 

активира ROS (Liou и Storz, 2010). Слободни радикали се могу посматрати као двоструки 

медијатори, обзиром на њихову улогу у процесима настанка тумора и апоптози као виду 

елиминације малигних ћелија у терапији тумора. Поред свих механизама којим се малигна 

ћелија посредством оксидативног стреса бори да преживи, управо је он кључно место 

деловања многих антитуморских лекова (Galadari и сар., 2017; Prasad и сар., 2017).  

 

Слика 13. ROS-посредована апоптоза (модификовано из Kaushik и сар., 2015) 
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4.3. Улога реактивних кисеоничних врста у терапији карцинома 

Обзиром да ROS игра важну улогу у редокс регулацији бројних сигналних путева у 

ћелији, бројни су покушаји употребе про- или антиоксиданаса на циљане сигналне 

молекуле и/или путеве у туморским ћелијама (Stepanic и сар., 2015; Perillo и сар., 2020). 

Неке стратегије антитуморских терапија се базирају на повећању ендогеног нивоа 

реактивних врста кисеоника у малигним ћелијама. Малигне ћелије су у том случају 

зависне од своје антиоксидативне заштите, тако да терапија може ићи у циљу њеног 

инхибирања. Инхибиција одбрамбеног система, а самим тим и повећање нивоа ROS-а, 

доводи до повећања укупног ендогеног оксидационог стреса који када прескочи праг 

толеранције ћелије, иницира њену смрт. Малигне ћелије заправо имају виши базални ниво 

ендогеног ROS-а у односу на здраве ћелије (Pelicano и сар., 2004). Са друге стране, здраве 

ћелије имају већи капацитет да се носе са оксидационим стресом, јер је инхибиција 

њихове антиоксидативне одбране знатно тежа. Цитостатици који утичу на редокс систем у 

ћелијама, најчешће доводе до редокс зависне индукције апоптозе, а међу њима су 

доксорубицин, цисплатина, имексол и лекови на бази метоксиестрадиола (Kim и сар., 

2019; Heymans и сар., 2021). Супротно њима, постоји и стратегија у терапији која индукује 

смањење ROS-а у малигним ћелијама и базира се на употреби антиоксиданаса (Gupta и 

сар., 2012; Galadari и сар., 2017).  

4.4. Улога реактивних кисеоничних врста у резистенцији 

Генерисање или неутралисање реактивних врста, индукција или избегавање 

процеса апоптозе, као и развој резистенције су уско повезани процеси. Прилагођавање 

ћелија на оксидативни стрес и избегавање апоптозе јесте један од предуслова за настанак 

вишеструке резистенције. Резистенција посредована ROS-ом, условљава повећану 

експресију многих антиапоптотских и ангиогенетских фактора, попут NF-кВ, Nrf-2, HIF-

1α, и других молекула (Cui и сар., 2018). Поред тога, ROS доводе до негативне регулације 

експресије П-гликопротеина, што изазива повећање осетљивости ћелија на цитостатик. 

Oво је још један разлог због чега је антитуморска терапија усмерена ка повећању нивоа 

ROS-а, јер доводи до смањења експресије П-гликопротеина (Galadari и сар., 2017). 

Карциноми који поседују фенотип вишеструке резистенције, осетљивији су на промене у 

нивоу ROS-а. Самим тим, утицај на резистенцију могу имати и остали механизми 

антиоксидационе заштите који утичу на ROS и да самим тим буду модулатори настанка и 

одржавања резистенције у ћелијама карцинома (Cui и сар., 2018). Модулација 

резистенције се може вршити и помоћу супстанци/лекова које регулишу антиоксидативни 

систем у малигним ћелијама, попут аспирина. Аспирин смањује количину GSH 

инхибирајући молекуле неопходне за његову синтезу, и самим тим повећава количину 

ROS-а у ћелијама тумора главе и врата (енгл. Head and Neck Cancer - HNC). Комбиновање 

апирина и сорафениб (тирозин киназни ихибитор), доводи до појачане осетљивости 

резистентних ћелија HNC на цисплатину (Roh и сар., 2017a; Cui и сар., 2018). 
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 5. Биотоксини животињског порекла  

 Биотоксине производе живи организми, бактерије, гљиве, биљке и животиње, у 

циљу сопствене заштите, опстанка или исхране. Ови биотоксини су мешавина различитих 

соли, протеинских и других малих молекула и често се називају отровима. Еволуција 

отрова је пример конвергентне еволуције, јер они заправо представљају особину коју 

поседују многи различити, несродни организми (Schendel и сар., 2019). Испитивање 

отрова на пољу молекуларне адаптивне еволуције тренутно је ограничено чињеницом да 

су функције појединачних отрова недовољно познате. Сматра се да отров води порекло 

управо од неких дигестивних ензима, односно протеина који су имали физиолошке 

функције. Отрови које синтетишу животиње претежно имају улогу у олакшавању варења, 

или служе животињама за напад или одбрану. Поред тога што на различите начине могу 

да испоручују отров, било да је то ујед, прскање, убод жаоке и слично, неке животиње, 

између осталих и змије, имају способност да „одлуче“ о томе када ће и колико отрова 

испустити (Arbuckle, 2015; Schendel и сар., 2019). Еволуција отрова доводи до тога да су 

предаторски отрови све јачи (као отров змија), јер је неопходно да започну и дигестију 

плена, док су одбрамбени отрови слабији (отров пчеле), јер служе само за одбрану или 

упозорење (Schendel и сар., 2019). Посебну пажњу je научницима привукло откриће да 

неке компоненте отрова могу имати медицински значај, па су се истраживања кретала у 

смеру потенцијалног искоришћавања отрова у лечењу многих болести. Литературни 

подаци указују на то да отрови пореклом из змија, пчела, оса, паукова, шкорпија или пак 

биљака могу бити извор антитуморских једињења или једињења са неким другим 

биолошким ефектима (Liu и сар., 2014). Антиинфламаторно дејство, односно смањење 

упалног процеса и болова у мишићима и костима као честих нуспојава реуматоидног и 

остеоартритиса, показано је за отров пчеле (Sung и сар., 2021). Такође, отров пчеле се 

користи и у лечењу мултипле склерозе (Hauser и сар., 2001). Са друге стране, медицинско 

дејство које подразумева модулацију рада срца, постиже се супстанцама које су углавном 

пореклом из отрова змије (Sung и сар., 2021). Отрови проналазе своју примену и у 

козметологији, попут отрова пчеле и једне врсте паука Argiope lobata. Испитивања 

антитуморског дејства животињских отрова је у експанзији. За многе отрове је до сада 

показано да смањују пролиферацију туморских ћелија, као што је то случај са отровом 

шкорпије на ћелијама глиома (Bordon и сар., 2020), змијским и пчелињим отровом на 

ћелијама карцинома оваријума (Moga и сар., 2018), као и са отровом врсте морског пужа 

Conus loroisii на карциному дојке (Kumari и сар., 2021). До сада је издвојено неколико 

комерцијално доступних лекова пореклом из отрова, или пак синтетских једињења која су 

настала по угледу на супстанце из отрова. Неки од њих су лек против хроничних болова 

Prialt® (AstraZeneca), изолован из токсичног секрета морских конусних пужева из 

фамилије Conidae, као и лек Byetta® (AstraZeneca), лек за лечење дијабетеса типа II, 

изолован из токсина гуштера врсте Heloderma suspectum. Затим, у такве лекове се убраја и 

ACE инхибитор Сaptopril, направљен по угледу на супстанцу пореклом из отрова змије 

врсте Bothrops jararaca (Koh и Kini, 2012; Pennington и сар., 2018). На основу свега 

наведеног, може се закључити да су истраживања на пољу биолошких ефеката 

животињских отрова од великог значаја за развој савременијих видова терапије. 
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5.1. Медоносне пчеле на територији Србије 

 Медоносне пчеле су инсекти из реда Hymenoptera, док врсте присутне на 

територији наше земље припадају фамилији Apidae. То је врста из рода Apis (Слика 14),  

Apis mellifera L. (1758). У оквиру ове врсте, на територији Србије уочена је појава две 

подврсте, Apis mellifera carnica и Apis mellifera macedonica. Подврсте припадају тзв. 

источномедитеранској еволутивној линији Ц. Припадници ове групе су распрострањени 

на Балкану, у равници Дунава и различитих области као што су Сицилија, Апенинско 

полуострво и Украјина (Muñoz и сар., 2012; Mudri-Stojnić и сар., 2021). 

 

Слика 14. Apis mellifera – медоносна пчела  (фотографисао на терену Борис Илић) 

 5.1.1. Грађа убодног апарата код пчела 

Отровни апарат код пчела се зове још и убодни апарат. Поседују га све женке ове 

врсте и користе га за одбрану (радилице), или за репродукцију (матице). По грађи, 

хомолог је апарату код Orthoptera, Hemiptera, и неотровних Hymenoptera. Убодни апарат, 

тзв. жаока (Слика 15), налази се на задњем делу абдомена и повезана је са две жлезде, 

жлездом која одговара колетеријалној жлезди, тзв. Дуфоровом жлездом (алкална жлезда) 

и жлездом која синтетише отров (кисела жлезда). Отровна жлезда омогућава да се отров 

убризга одмах након убода жаоке, док Дуфорова жлезда има функцију у комуникацији 

социјалних пчела, с обзиром да служи за синтетисање феромона. Њен секрет код матица 

има репродуктивну улогу, садржи естре сличне воску којима оне обележавају своја јаја 

како их радилице не би уклониле, те се може рећи да има и протективу улогу. Код многих 

Hymenoptera филаменти отровне жлезде могу бити бројни, међутим код рода Apis, то су 

два дистална неразграната филамента која се спајају и заједно уливају у тзв „врећу“ за 

отров која се сужава ка жаоки. Отров се из жлезде депонује у отровну врећу која служи 

као резервоар. Жаока има свој омотач и када пчеле не нападају она је увучена у абдомен, а 
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исправља се приликом напада помоћу околне мускулатуре (Dotimas и Hider, 1987; Abdalla 

и da Cruz-Landim, 2001; Мartin и сар., 2005; Ramya и Rajagopal, 2008). 

 

Слика 15. Положај убодног апарата пчеле (модификовано из Ramya и Rajagopal, 2008) 

 

5.1.2. Отров пчеле  

 Главну улогу у природи, пчеле имају у опрашивању биљака. Између осталог, 

сакупљање полена и цветног нектара пчелама омогућава исхрану као и исхрану њихових 

ларви, богату беланчевинама и угљеним хидратима. У свету постоји огроман број пчела, 

међу којима се налазе медоносне, солитартне, друштвене, праве, безжаочне пчеле и друге. 

Врста Apis mellifera поседује жаоку, попут правих пчела, али спада у друштвене, 

медоносне врсте. Да би се заштитиле од предатора, ове пчеле продукују отров из свог 

жлезданог апарата који се завршава жаоком постављеном на задњем делу тела (Winston, 

1991). Отров пчеле је смеша органских и неорганских једињења. Доминантна компонента 

је мелитин (око 50 %), пептид кога карактерише широк спектар биолошких ефеката. Од 

пептидних компоненти присутан је још и апамин, са око 2-3 %, затим пептид за 

дегранулацију мастоцита, секапин, прокамин, адолапин, инхибитор протеазе, тетриапин, 

хистамин, и још неки мањи пептиди у незнатном проценту. Што се тиче ензима, у саставу 

пчелињег отрова улазе фосфолипаза А2, хијалуронидаза, фосфомоноестераза, 

лизофосфолипаза, α-глукозидаза. У отрову пчеле се могу детектовати и допамин, 

норадреналин, α-аминокиселине, глукоза фруктоза и неки мањи молекули у ниском 

проценту (Gajski и Garaj-Vrhovac, 2013). 
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 Показана су многа благотворна дејства отрова, као и његових компоненти (Gomes и 

сар., 2010; Premratanachai и Chanchao, 2014; Lee и сар., 2015). Oтров пчеле је испитиван на 

многе биолошке активности. Наиме, доказан је терапеутски ефекат отрова пчеле код 

аутоимуних и неуролошких поремећаја, попут мултипле склерозе и Паркинсонове болести 

(Hwang и сар., 2015). Антиинфламаторно, аналгетско и антиедемско дејство је највише 

испитивано на моделу реуматоидног артритиса (Lee и сар., 2005). Ефекат отрова пчеле је 

испитан и на пацијентима који имају кожне болести попут атопијског дерматитиса, где је 

показао антиатопијско дејство (An и сар., 2018). Што се тиче антитуморског дејства 

отрова пчеле показано је да делује антипролиферативно на ћелијским линијама, 

проапоптотско дејство изазивањем  повећане експресије проапоптотских гена, утицај на 

иницијаторске и ефекторне каспазе и рецепторе попут Fas рецептора (Lee и сар., 2015). 

Различите компоненте отрова доприносе његовом дејству, како штетном (обзиром да се 

отров пчеле сматра једним од највећих алергена), тако и повољном када су у питању 

употреба компоненти отрова као медикамената (Son и сар., 2007). Биолошка активност 

мелитина се огледа у дејству на мембране како ћелија тако и унутрашњих органела, тако 

да се високе дозе сматрају проинфламаторним и хемолитичким, обзиром да поспешује 

активност фосфолипазе А2 (PLA2). Ниске дозе ове компоненте имају повољна дејства на 

организам, попут снижавања притиска, повећања пропустљивости крвних судова, и 

антиинфламаторно дејство. Апамин поседује аналгетско десјтво, инхибира Ca2+, а 

активира K+ канале, имуносупресор је и у малим дозама може стимулисати функцију 

нервног система, док велике дозе могу бити неуротоксичне. Адолапин има инхибиторно 

дејство на PLA2 и COX што указује на антиинфламаторну активност. Фосфолипаза има 

цитотоксични ефекат на туморске ћелије, али се сматра најагресивнијом компонентом 

отрова због јаког литичког дејства. Улазак отрова у ткиво омогућава компонента која се 

назива хијалуронидаза, која делује хидролитички на пептиде и представља алерген. 

Процентуално је заступљена са 2%. Остале компоненте присутне су са мање од 1%, али то 

није разлог за њихово занемаривање када је реч о доприносу токсичног или терапеутског 

дејства отрова (инхибитори протеаза, допамин, норадреналин) (Son и сар., 2007; Bogdanov, 

2017).  

 5.1.2.1. Мелитин 

 Мелитин, као доминантна компонента (40-50%), је најчешће изолована и највише 

испитивана компонента отрова пчеле. С тога се највећи број повољних ефеката пчелињег 

отрова приписује углавном овом, иначе литичком пептиду (Слика 16). Активни пептид 

мелитин се ослобађа из свог прекурсора, промелитина, током његове биосинтезе у 

организму медоносне пчеле. Обзиром да се ради о пептиду, у његов састав улази 26 

аминокиселина (Habermann, 1980). У редоследу аминокиселина, амино-терминални 

регион (остаци 1-20) претежно је хидрофобан, док је карбокси-терминални регион (остаци 

21-26) хидрофилан због присуства позитивно наелектрисаних амино киселина. Овај 

пептид поседује амфифилни карактер, с обзиром да је делимично хидрофилан, а са друге 

стране има и јак афинитет према липидним мембранама. Амфифилна природа, 

карактеристична је за многе пептидне везане за мембрану и трансмембранске спирале 

мембранских протеина. Управо због ових особина мелитин се користи као одговарајући 

модел пептида за праћење интеракција липида и протеина у мембранама, као и за 

цитолитичке пептиде (Saberwal и Nagaraj, 1994; Raghuraman и Chattopadhyay, 2007). 
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Појединачно дејство мелитина које доприноси деловању пчелињег отрова је хемолитичко, 

јер је мета деловања мелитина мембрана еритроцита. Мелитин се брзо везује за 

еритроците и индукује ослобађање хемоглобина у ванћелијски медијум. Сматра се да је 

главни механизам литичке активности мелитина заправо његова уградња у мембране због 

афинитета према липидима. На месту везивања, мелитин формира тетрамерне агрегате 

који служе као јонски канали и тиме ремети структуру мембране, самим тим и 

мембрански потенцијал и пропустљивост мембране (Raghuraman и Chattopadhyay, 2007). 

Тетрамери мелитина могу утицати и на деполаризацију нервних завршетака што доводи 

до појаве бола приликом уједа пчеле (Gajski и Garaj-Vrhovac, 2013). Због свог начина 

деловања, употреба мелитина би могла заузети значајно место када је у питању терапијски 

значај овог литичког пептида. У литератури постоје подаци о антитуморском дејству 

мелитина и могућност да се као пептидна компонента користи заједно са 

хемиотерапеутиком (Tender и сар., 2021). У многим истраживањима in vitro показано је 

инхибиторно дејство на ћелије разних малигних тумора, и то механизмом индуковања 

апоптозе  (Moon и сар., 2008; Wang и сар., 2009; Gajski и Garaj-Vrhovac, 2013; Gajski и 

сар., 2016; Varpaei и сар., 2020; Zhou и сар., 2021). 

 

Слика 16. Структура мелитина (модификовано из: Glättli и сар., 2005) 

5.2. Змије отровнице на територији Србије 

 Змије су безноги гмизавци ектотермне терморегулације, припадници реда Squamata 

(кладус Ophidia; подред Serpentes), који су увек интригирали научнике почев од изучавања 

њиховог порекла, морфологије, екологије, па до проучавања њихових отрова. Изучавање 

змијских отрова данас заузима битно место када је у питању терапија срчаних обољења 

(Frangieh и сар., 2021), а све више и терапија тумора (Jain и Kumar, 2012; Moga и сар., 

2018).   

 На територији Србије се могу наћи отровнице из фамилије Viperidae: Vipera 

ammodytes L. (поскок – Слика 17), Vipera berus L. (шарка) и Vipera ursinii L. (шарган). Од 
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ових врста, најучесталији је поскок, змија која је распрострањена готово по целој 

територији наше земље, а уједно и најотровнија змија Европе (Logonder и сар., 2009). 

 

Слика 17. Vipera ammodytes – поскок (фотографисао на терену Ненад Прерадовић)  

5.2.1. Грађа отровног апарата код фамилије Viperidae 

Генерално, змије поседују четири врсте различитих отровних апарата. Они се 

разликују по величини, по локацији отровне жлезде, као и по изгледу и величини зуба. 

Сви постојећи типови су еволутивно настали од најстаријег аглифозног типа који је 

заступљен  код змија неотровница из фамилије Colubridae. Сматра се да су отровне жлезде 

еволуирале од Дувернојеве жлезде која је заступљена код великог броја змија из исте 

фамилије. Кроз еволуцију, отровни апарати су се у односу на примарни аглифозни тип 

развијали и морфолошки доста променили. Типови који су настали еволутивним развојем 

аглифозног типа су: опистоглифи (поседују га такође Colubridae које испоручују отров 

помоћу очњака који су дужи од осталих зуба), протеоглифи (поседују га Elapidae) и 

соленоглифи тип. Змије отровнице са територије Србије припарају фамилији Viperidae и 

поседују еволутивно најмлађи и најсложенији отровни апарат соленоглифног типа (Слика 

18). Дуги очњаци ових врста се склапају приликом затварања вилица, док се приликом 

напада исправљају. Налазе се на ростралном делу максиле, а изводни канал жлезде се 

налази у њиховој шупљини. Жлезда се код ових змија налази иза орбите и троугластог је 

облика, и у вези је са околном мускулатуром која регулише истискивање отрова јаким 

контракцијама мишића када за то постоји стимулус (Petrilla и сар., 2008).  
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Слика 18. Отровни апарат фамилије Viperidae (модификовано из Petrilla и сар., 2008) 

5.2.2. Отров поскока 

 Отров поскока је, попут осталих змијских отрова, смеша биолошки активних 

протеина који имају широк спектар патофизиолошких активности (Gopčević и сар., 2021). 

Отрови змија у принципу никада не делују једнолично на плен. Колико год подела да 

постоји, сматра се да ниједан отров није „чист“ и да је заправо сваки од њих мешавина 

различитих дејстава: неуротоксично (пре и пост синаптичко), кардиотоксично, 

миолитичко, коагулантно (антикоагулантно), хемостатичко, хеморагично, нефротоксично, 

хепатотоксично и слично (Casewell и сар., 2020; Gopčević и сар., 2021). На основу 

набројаног, могло би се рећи да је дејство отрова највише усмерено ка нервном 

(неуротоксин) и крвном систему (хемотоксин). Литературни подаци за Србију, за период 

од 1893. до 2007. године, указују на то да је код пацијената који су се јавили због уједа 

отровница дијагностикована углавном системска интоксикације и неуроинтоксикација, 

док смртни исход није забележен (Nikolić, 2020).  

Састав отрова представља битан параметар за одређивање таксономских 

категорија, па V. ammodytes  која припада групи виперида у свом отрову садржи следеће 

ензимске компоненте: металопротеиназе SVMP (енгл. Snake Venom Metalloproteinases); L-

аминокиселинске оксидазе LAAO (енгл. L-amino acid oxidases); серин протеиназе SVSP 

(енгл. Snake Venom Serine-Proteinases); секреторне протеине богате цитеином CRISP (енгл. 

Cisteine-Rich Secretory Proteins); протеиназе TL (енгл. Trombin-like proteinases); α-

фибриногеназе, изоензиме фосфолипазе друге групе PLA2 (енгл. Phospholipase 

Isoenzymes). Од неезимских компоненти, отров поскока садржи лецитине C типа 
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SNACLEC (енгл. C-type lectins); васкуларни ендотелијални фактор раста VEGF (енгл. 

Vascular Endothelial Growth Factor); факторе раста нерава NGF (енгл. Nerve Growth 

Factor); као и инхибиторе серин протеаза SPI (енгл. Serine Protease Inhibitors); и 

дезинтегрине (Georgieva и сар., 2008; Calvete, 2013; Gopčević и сар., 2021). С обзиром на 

састав отрова поскока, присуство хеморагијских металопротеиназа (као и амодитазе која 

је фибролитичка) указује на његово хеморагијско дејство (Leonardi и сар., 2002; Leonardi и 

сар., 2007). Међутим, за најактивнију фосфолипазу из отрова, тзв. амодитоксин А 

(Ammodytoxin A), показано је да има и пресинаптичко неуротоксично дејство (Ritonja и 

сар, 1986; Logonder и сар., 2008). Важни биолошки ефекти на људску врсту што се тиче 

отрова поскока, везани су углавном за његово кардиотоксично дејство (Karabuva и сар., 

2017). Инстраживања на пољу антитуморског дејства отрова врсте V. аmmodytes и из њега 

изолованих компоненти су малобројна. До сада је показано антитуморско дејство 

фосфолипазе А2 на Caco-2 ћелијској линији хуманог аденокарцинома колона (Rodrigues и 

сар., 2009), и металопротеиназе на HeLa ћелијама (Leonardi и сар., 2015). 

5.2.2.1. L-аминокиселинске оксидазе 

 L-аминокиселинске оксидазе (енгл. L-amino acid oxidase - LAAO), представљају 

флавопротеине (Слика 19), односно ензиме који катализују оксидацију L-аминокиселина 

приликом чега као продукт настаје водоник пероксид (Н2О2) и амонијак (NH3). Величине 

су између 50 и 70 kDa и садрже нековалентно везан кофактор FAD (енгл. Flavin Adenine 

Dinucleotide). У својој структури, оксидазе садрже три домена, од којих је један већ 

поменут и везује фактор FAD, затим поседују домен за везивање супстрата, као и 

хеликазни домен. L-аминокиселинске оксидазе садрже и до 5% угљених хидрата, као и 

сијалну киселину, тако да спадају у гликопротеине. Супстрат за оксидазе јесу L-

аминокиселине, и то најчешће L-леуцин, мада имају афинитет и према фенилаланину, 

изолеуцину, метионину, триптофану и другим L-аминокиселинама (Du и Clemetson 2002; 

Georgieva и сар., 2008; Ullah, 2020). Ови ензими су у великој мери заступљени у отрову 

змија, на њима су највише и изучавани, те се претпоставља да су токсини (Li и сар., 1994). 

Постоје подаци да је већина сирових отрова змије жуте боје управо због присуства L-

аминокиселинских оксидаза (Stábeli и сар., 2007; Ullah, 2020).  

 

Слика 19. Структура  L-аминокиселинске 

оксидазе (модификовани из: Bhattacharjee 

и сар., 2017) 

L-аминокиселинске оксидазе су 

компоненте коју садржи сваки змијски 

отров. Није познато да ли количина овог 

ензима утиче на јачину отрова, али 

литературни подаци показују да је њихово 

дејство слично (Tasoulis и Isbister, 2017). 

Фамилија Viperidae, којој припада и 

поскок, дели се на 3 субфамилије: 

Azemopininae, Viperinae i Crotalinae 

(http://www.reptile-database.org/).  

http://www.reptile-database.org/
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Оно по чему се разликују врсте из ових субфамилија, а тиче се L-

аминокиселинских оксидаза, јесте њихова процентуална заступљеност у отрову (Tasoulis и 

Isbister, 2017). Отрови змија из подфамилије Crotalinae се сматрају јачим од отрова које 

производе змије из подфамилије Viperinae. Поређењем састава ових отрова види се да је 

процентуална заступљеност L-аминокиселинских оксидаза већа у корист отрова Crotalinae 

(Слика 8). Анализе су показале велику структурну подударност L-аминокиселинских 

оксидаза пореклом из отрова поскока са оксидазама из отрова C. adamanteus висока 

(Aligment score 83.7), што указује вероватно на високу подударност и када је њихово 

дејство у питању (Mitra и сар., 2015).  

 До сада испитивано антитуморско дејство L-аминокиселинских оксидаза показује 

да оне изазивају апоптозу у високом проценту, па су добра полазна тачка у преклиничким 

испитивањима, без обзира на чињеницу да нису доминантна компонента ни у једној групи 

отрова (Du и Clemetson, 2002). Показано је да LAAO пореклом из врстa Crotalus 

adamanteus (источна дијамантска звечарка) и Crotalus atrox (западна дијамантска 

звечарка), изазивају апоптозу ћелија сисара, вероватно због јаке продукције водоник 

пероксида и поремећаја редокс статуса у ћелијама (Suhr и Kim, 1996; Paloschi и сар., 2018).  
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II ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА 

 
С обзиром на све већу учесталост карцинома дебелог црева, као и бројне нуспојаве 

хемиотерапеутика који су тренутно у употреби, све више се прибегава испитивању 

супстанци природног порекла у циљу развоја нових антитуморских лекова. Највише 

испитиване у тој области су биљке, међутим отрови различитих врста животиња могу 

бити вредан извор активних супстанци са потенцијално добрим анти-туморским 

својствима. Истраживања животињских продуката, у овом случају отрова, су у односу на 

друге природне изворе активних супстанци тек у зачетку. С обзиром на актуелност теме, 

постављени су општи циљеви докторске дисертације: 

 

 Испитивање антитуморског потенцијала, односно цитотоксичности отрова пчеле (Apis 

mellifera) и отрова змије (Vipera ammodytes), као и чистих једињења које су саставни 

део ових отрова (мелитин из пчелињег и L-аминокиселинска оксидаза из змијског 

отрова), на ћелијским линијама карцинома дебелог црева (HCT-116, SW-480 и HT-29).  

 

 Испитивање проапоптотске активности третмана и дефинисање молекуларних 

механизама апоптозе у ћелијским линијама карцинома дебелог црева. 

 

 Испитивање процеса биотрансформације третмана у ћелијама карцинома дебелог 

црева.  

 

На основу изнетог, изведени су специфични циљеви истраживања: 

 

 Узорковање отрова пчеле, електростимулацијом током 2017. године, од медоносних 

пчела, на територији Смедеревске Паланке.  

 Узорковање отрова од женки поскока током 2018. године, у складу са дозволама за 

узорковање отрова у лабораторијским условима.  

 

 

 Испитивање биолошких in vitro ефеката третмана, на ћелијским линијама карцинома 

дебелог црева (HCT-116, HT-29 и SW-480): 

 

 Испитивање цитотоксичности пчелињег и змијског отрова, као и мелитина и L-

аминокиселинске оксидазе на ћелијским линијама карцинома дебелог црева 

HCT-116, HT-29 и SW-480, и здравим кератиноцитима, HaCaT. 

 Испитивање типа индуковане ћелијске смрти под утицајем испитиваних третана 

на ћелијским линијама карцинома дебелог црева.  

 Испитивање молекуларних механизама дејства супстанци са проапоптотским 

деловањем, праћењем кључних сигналних молекула као маркера спољашњег 
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и/или унутрашњег апоптотског пута: протеинске експресије Fas рецептора на 

мембрани; активности каспазе 8, експресије иРНК гена и протеинске експресије 

каспаза 8 и 9; експресије иРНК Bax и Bcl-2 гена. 

 Испитивање утицаја третмана на параметре редокс статуса: концентрацију 

редукованог глутатиона (GSH), супероксид анјон радикала (O2
.-) и 

малондиалдехида (MDA), као и протеинске експресије ензима глутатион 

синтетазе (GSS). 

 Испитивање процеса биотрансформације третмана у наведеним ћелијским 

линијама, праћењем експресије иРНК гена чији су протеински продукти 

укључени у метаболизам антитуморских супстанци: ензима цитохром Р450 

фамилије - CYP1A1 (субфамилија А) и CYP1B1 (субфамилија В); глутатион 

трансферазе π класе - GSTP1, укључене у другу фазу метаболизма лекова; 

експресије иРНК гена мембранских ABC транспортера, MRP-1 и MRP-2, као и 

експресије иРНК гена и протеинске експресије П-гликопротеина који избацују 

ксенобиотике и анти-туморске агенсе из ћелије. 

 

 Дефинисање разлика у одговору на третмане између ћелијских линија пореклом из 

истог органа.  
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III      МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ  
 

 Експериментални део докторске дисертације одрађен је у Лабораторији за ћелијску 

и молекуларну биологију, Институт за биологију и екологију, Природно-математички 

факултет, Универзитет у Крагујевцу. Експерименти су реализовани у оквиру пројекта 

Министарства просвете, науке и технолошког развоја Републике Србије - Преклиничка 

испитивања биоактивних супстанци (ПИБАС), евиденциони број ИИИ 41010, до краја 

2019. године. Након тог периода, Министарство просвете, науке и технолошког развоја 

Републике Србије је дефинисало финансирање научно истраживачког рада НИО на основу 

Уговора бр. 451-03-68/2020-14/200122 (за 2020. годину), 451-03-9/2021-14/200122 (за 2021. 

годину) и 451-03-68/2022-14/ 200122 (за 2022. годину). 

1. Хемикалије 

 За потребе извођења експеримената коришћене су следеће хемикалије: медијум за 

гајење ћелија  DMEM (енгл. Dulbecco’s Modified Eagle Medium), физиолошки раствор са 

фосфатним пуфером PBS (енгл. Phosphate Buffer Saline), фетални говеђи серум FBS (енгл. 

Fetal Bovine Serum), 0,25% трипсин-EDTA, пеницилин и стрептомицин од Capricorn 

Scientific, Немачка. Боја трипан плаво, мелитин (прах, из Apis mellifera), L-

аминокиселинска оксидазa (прах, из Crotalus adamanteus), примарно антитело анти-GSS, 

трихлорсирћетна, тиобарбитурна, сулфосалицилна и хлороводонична киселина, метанол и 

GSH редуктаза од Sigma Chemicals C0., САД. Акридин оранж од Acros organics, САД. 

Реагенс NADPH (енгл. Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) и DTNB (енгл. Ellman's 

Reagent) од GIBCO, Invitrogen, САД. Затим, DMSO (енгл. Dimethyl Sulfoxide), етидијум 

бромид, MTT (енгл. Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), NBT (енгл. Nitro Blue 

Tetrazolium), амонијум персулфат APS (енгл. Ammonium Persulfate), Tris 

(Тris(hydroxymethyl)aminomethane), говеђи серумски албумин BSA (енгл. Bovine Serum 

Albumine), хлороформ, етанол и изопропанол PCR чистоће од SERVA, Немачка. 

Параформалдехид, SDS (енгл. Sodium dodecyl sulfate), Acrilamid, Bisakrilamid (N`N`-bis-

methilen-acrylamid) и TEMED (N′-Tetramethylethylenediamine) од Merck, Немачка. Каспаза 

8 колориметријски кит, анти- Fas антитело  од RD Systems, САД. Вода PCR чистоће и 

TRIzol од Ambion, САД. Секундарно антитело конјуговано са Cy3, DAPI (енгл. Diamidino-

2-phenylindole) боја, кит за реверзну транскрипцију (енгл. cDNA Reverse Transcription Kit, 

Applied Biosystems), PCR кит (енгл. qPCR MasterMix, Applied Biosystems), боја Coomassie 

Brilliant Blue и примарно антитело анти-MDR1 су од Thermo Fisher Scientific, САД. 

Медијум за лепљење препарата је од Abcam, Чешка.  
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2. Узорковање и складиштење пчелињег и змијског отрова 

 Пчелињи отров је пореклом од врсте Apis mellifera (медоносна пчела) са територије 

Смедеревске Паланке (44° 21′ 34″ N, 20° 57′ 28″ E), Република Србија. Након прикупљања 

отрова електростимулацијом, отров је растворен у дестилованој води, пречишћен помоћу 

филтер мембране промера 0,2 µm ради отклањања нечистоћа, а затим сушен. У сувом 

стању, пчелињи отров је чуван у замрзивачу, на -20 °С, за потребе експеримената. 

Непосредно пре  експеримента, суви прах пчелињег отрова растваран је у малој запремини 

дестиловане воде са додатком медијума за гајење ћелија (DMEM) до концентрације 

почетног штока, који је затим разблажен до циљних концентрација.  

 

Змијски отров је узоркован од женки врсте Vipera ammodytes (поскок) у 

лабораторијским условима током 2018. године на Институту за биолошка истраживања 

"Синиша Станковић" (ИБИСC) - Институт од националног значаја за Републику Србију, 

Универзитет у Београду. Узорковање је вршено на основу дозволе Министарства за 

заштиту животне средине Републике Србије, број: 353-01-212/2018-04 и дозволе Етичке 

Комисије ИББИС-а, број: 02-09/18. Након узорковања, змијски отров је сушен и у сувом 

стању чуван у замрзивачу на -20 °С. За потребе експеримената, суви прах змијског отова 

растваран је у малој запремини дестиловане воде са додатком DMEM-а у запремини 

потребној за добијење концентрације штока. 

2.1. Анализа протеинског састава пчелињег и змијског отрова  

2.1.1. Електрофореза за одређивање протеинског састава пчелињег и змијског 

отрова  

 За испитивање протеинског састава сувог пчелињег отрова коришћена је 

електрофореза (енгл. Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis - SDS PAGE) 

на 16% полиакриламидном гелу (Laemmli, 1970). Анализа протеинског састава отрова 

пчеле рађена је на Хемијском факултету Универзитета у Београду, у сарадњи са проф др. 

Маријом Гавровић Јанкуловић. 

За раздвајање протеина змијског отвора на основу молекулске масе коришћена је 

такође SDS-PAGE електрофореза (Laemmly, 1970). Иницијални узорак је припремљен  

тако што је измерено 0,02 g сувог змијског отрова и растворено у 1 ml dH2O, како би се 

добила концентрација од 2000 µg/ml. Након тога половини тог раствора, додат је пуфер за 

лизирање, ради додатног пречишћавања, тако да је добијен почетни шток концентрације 

1000 µg/ml. Овако припремљен узорак је инкубиран 5 мин на 95°C, на термоблоку, и 

након краткотрајног хлађења наливен у бунаре на гелу. Принцип SDS-PAGE методе се 

заснива на коришћењу анјонског детерџента (SDS), који денатурише протеине и обавија 

их негативним наелекрисањем исте густине дуж целог молекула, тако да се на гелу 

раздвајају према својим молекулским масама. За извођење овог експеримента коришћен је 

вертикални систем за електрофорезу (енгл. BioRad TetraCell Electrophoresis System). 

Између стаклених плоча фиксираних у носачу са дистанцерима, прво је наливен 12% 

акриламидни гел за раздвајање (1.5 M Tris-HCl пуфер pH 8.8; 10% SDS; 30% akrilamid/bis; 

10% APS; TEMED). По завршетку полимеризације гел за раздвајање је испиран са dH2O и 

осушен филтер папиром. Након сушења наливен је 4% гел за концентровање (0.5 M Tris-
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HCl пуфер, pH 6.8; 10% SDS; 30% akrilamid/bis; 10% APS; TEMED) уз урањање “чешља” 

за припрему бунара за наношење узорака. Након полимеризације, формирани су бунари за 

наливање узорака. Сендвич стаклених плоча између којих се налази полимеризован гел 

стављен је у каду за електрофорезу и наливан пуфер за електрофорезу (трис-глицински 

пуфер, pH 8.5). У бунаре на гелу је наливено по 20 µl узорака 10, 20, 30, 50 и 100 µg/ml 

протеина змијског отрова. Концентровање протеина изведено је при константном напону 

од 80 V. При преласку узорака у гел за раздвајање, напон је повећаван на 120 - 200 V. По 

завршетку електрофорезе, плоче су раздвајане, гелови испирани са dH2O и бојени како би 

се детектовале протеинске траке. По завршетку електрофоретског раздвајања, протеинске 

траке су визуализоване бојењем (0.1% Coomassie Brilliant Blue, 50% метанол и 10% 

сирћетне киселина, 40% dH2O) током 24 сата. За обезбојавање гела и контрастирање 

протеинских трака коришћен је раствор за потпуно обезбојавање позадине (50% метанол и 

10% сирћетне киселина, 40% дестилована вода). Параметри за детекцију и 

идентификацију протеина су маркери молекулске тежине (mwm), а масе су изражене у 

килодалтонима. Добијене траке су мерене дензитометријски, помоћу програма ImageJ, 

који је коришћен за процену количине добијених протеина у отрову.  

2.2. Испитивани третмани 

 Ћелије су третиране растворима отрова пчеле (ОП) и отрова змије (ОЗ), као и 

чистим супстанцама које се налазе у саставу ових отрова: мелитин (М) – већински 

заступљен у отрову пчеле и L-аминокиселинска оксидаза (LААО) – улази у састав сваког 

змијског отрова.  

2.2.1. Припрема третмана 

 Третмани су растварани у малој количини дестиловане воде (1% у финалној 

запремини штока), а затим разблаживани  медијумом за гајење ћелија до концентрације 

штока од 200 µg/ml за змијски отров и LААО, 500 µg/ml за отров пчеле и 1000 µg/ml за 

мелитин. Шток је затим пречишћен пропуштањем раствора кроз филтере са мембраном и 

порама од 0,2 μm. Даље концентрације коришћeнe у раду, добијене су рaзблаживањем 

штока стерилним медијумом за гајење ћелија.  

3. Ћелијско-молекуларне анализе 

 

3.1. Коришћене ћелијске линијe 

 За испитивање антитуморских својстава третмана на карциному дебелог црева, као 

модел систем коришћене су три различите ћелијске линије пореклом из овог органа: HCT-

116, SW-480 и HT-29. Као контрола за цитотоксично дејство третмана, коришћена је 

здрава HaCaT ћелијска линија (кератиноцити). 

 Имортализована, адхерентна ћелијска линија HCT-116, изолована је из примарног 

хуманог колоректалног карцинома и поседује мутацију на кодону за ras протоонкоген. По 

морфологији одговарају епителним ћелијама (Слика 20). Ћелијски продукти овог типа 

ћелија јесу карциноембрионални антиген (енгл. Carcinoembryonic Antigen - CEA) и 
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кератин. Такође, позитивне су на експресију за трансформишући фактор раста бета 1 

(енгл. TGF beta 1) и трансформишући фактор раста бета 2 (енгл. TGF beta 2) (ATCC - 

https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CCL-247.aspx#generalinformation).  

 Имортализована, адхерентна ћелијска линија SW-480, изолована је из примарног 

хуманог колоректалног аденокарцинома. Карактеристична је по томе што има 

експримиран ген за епидермални фактор раста, и мутацију у кодону 12 за ras 

протоонкоген, те као позитивна контрола представља добар модел систем приликом 

испитивања ових мутација. Поред поменутих мутација, позитивне су и за мутације на c-

myc, K-ras, H-ras, N-ras, myb, sis и fos онкогенима. Такође, поседују мутацију на p53 тумор 

супресор гену. Продукти ових ћелија јесу кератин, TGF beta и CEA (ATCC - 

https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CCL-228.aspx#generalinformation). 

Морфолошки изглед ових ћелија приказан је на Слици 20. 

 
Слика 20. Морфолошки изглед коришћених ћелијских линија (фотографисано на 

инвертном светлосном микроскопу, на увећању 100х) 

 

 Имортализована, адхерентна ћелијска линија HT-29, изолована је из примарног 

хуманог колоректалног аденокарцинома и морфолошки такође одговара епителним 

ћелијама (Слика 20). Позитивна је за експресију многих рецептора, као што су хумани 

аденорецептор алфа (енгл. Human Adrenergic Alpha2A – ADRA2A),  урокиназни рецептор 

(енгл. Urokinase Receptor - u-PAR), витамин Д (умерена експресија). Онкогени присутни у 

овој ћелијској линији јесу myc +, ras +, myb +, fos +, sis +, p53 +, abl -, ros -, src -. 

Продукти ових ћелија су, поред везујућег TGF beta и CEA, муцин и секреторне 

компоненте IgA. HT-29 ћелије су негативне за CD4, али постоји површинска експресија 

галактоза церамида који представља могући алтернативни рецептор за HIV (енгл. Human 

Immunodeficiency Virus) (ATCC - https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HTB-

38.aspx#generalinformation).  

 

 Нормални кератиноцити, HaCaT су по морфологији епителне ћелије, такође 

адхерентне, изоловане из хистолошки нормалног ткива коже. Морфолошки изглед ових 

ћелија приказан је на Слици 21. 

https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CCL-247.aspx#generalinformation
https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CCL-228.aspx#generalinformation
https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HTB-38.aspx#generalinformation
https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/HTB-38.aspx#generalinformation
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Слика 21. Морфолошки изглед здравих кератиноцита – HaCaT (извор: 

https://www.clsgmbh.de/p800_HaCaT.html) 
 

 Ћелијске линије HCT-116 и SW-480 су добијене од др Данијеле Вигњевић са 

Института Кири, Париз, (набављене из "банке ћелија" American Type Culture Collection - 

ATCC). Ћелијске линије HT-29 и HaCaT добијене су од др Милице Пешић са ИБИСС-а, 

Београд (HT-29 из ATCC банке ћелија; HaCaT из Cell Lines Service, Eppelheim, Germany). 

3.2. Гајење имортализованих ћелијских линија  

 У in vitro преклиничким експериментима, као модел систем најчешће се користе 

имортализоване ћелијске линије. Бесмртност се постиже циљаним модификацијама 

генома, те су самим тим способне да се неограничено деле и континуирано гаје у култури. 

Иморталозоване ћелијске линије пореклом из карцинома дебелог црева, гајене су у 

контролисаним лабораторијским условима у инкубатору (MD 151 UV, Medline), на 

оптималној влажности, температури од 37 ⁰C и 5% засићености ваздуха угљен-диоксидом. 

Дугорочно чување ћелијских линија постигнуто је на ниским температурама, у 

контејнерима са течним азотом (Spectrum series 20), на -196 ⁰C. Експериментални рад са 

ћелијским линијама захтевао је најпре одмрзавање и континуирано гајење у медијуму, 

који садржи оптималне супстанце за њихов раст и деобу (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium - DMEM), са додатком 10% FBS-a и 0.5% пеницилин/стрептомицин-а. Ћелије су 

након одмрзавања гајене  у стерилним фласковима,  Т-25 cm2 са 5 ml медијума или Т-75 

cm2 са 12 ml медијума. Коришћене ћелијске линије су адхерентне линије које се лепе на 

равно дно, односно површину стерилних фласкова. Након што су ћелије достигле 

конфлуентност минимум 80% у фласку, пасажиране су или засејаване по одговарајућем 

протоколу за потребе експеримената. 

Одмрзавање ћелијских линија подразумева најпре одмрзавање ћелија залеђених у 

медијуму за замрзавање (DMEM са додатком 10% FBS и 10% DMSO), ресуспендовање 

ћелија из криотубе у 5 ml медијума за гајење и центрифугирање 10 минута на 1200 обртаја 

(rpm). Након центрифуге, медијум из супернатанта је аспириран и ћелије су 

ресуспендоване у 5 ml свежег медијума у фласк Т-25 cm2. Следећег дана, након што су 

ћелије залепљене за дно фласка, стари медијум је замењен свежим (Mazur, 1970). 

 

https://www.clsgmbh.de/p800_HaCaT.html
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 Неопходни кораци приликом гајења адхерентних ћелијских линија јесу 

трипсинизација, односно раскидање веза које ћелије формирају међусобно помоћу 

трипсина и пасажирање адхерентних ћелијских линија (пребацивање дела садржаја у нови 

фласк са свежим медијумом). Ћелијама је аспириран медијум, а затим додат 0.25% 

трипсин (1 ml за Т-25 cm2 и 3 ml за T-75 cm2 фласк), инкубиране су са трипсином до 

потпуног одлепљивања, што се прати посматрањем фласка под микроскопом. Након 

одлепљивања ћелија су пребачене у малој запремини у нови фласк са свежим медијумом 

(Freshney, 1983). Свежи, хладан медијум уједно неутралише дејство трипсина, који својом 

активношћу може оштетити ћелије услед продуженог времена инкубације.   

3.3. Бројање ћелија за потребе извођења експеримента 

 Приликом засејавања ћелија, за потребе одговарајућих есеја, неопходан корак је 

њихово бројање. Најједноставније методе за бројање ћелија употребљавају одговарајуће 

боје које селективно боје живе или мртве ћелије у узорку. Једна од таквих боја је трипан 

плаво, која селективно боји мртве ћелије плавом бојом. Боја трипан плаво улази у мртве 

ћелије које имају оштећену мембрану и боји их у плаво, док живе ћелије остају необојене 

услед немогућности проласка боје кроз неоштећену мембрану.  

 Према протоколу, ћелијска суспензија узорка у коме се ћелије броје и трипан плаво 

мешају се у односу 1:1 (по 10 µl). Ћелије помешане са бојом наливају се на коморицу за 

бројање ћелија (хемоцитометар), након чега се ћелије броје у 2 велика дијагонална 

квадрата површине 0,0003 mm2, на светлосном микроскопу. Након бројања одређује се 

средња вредност из два квадрата, множи са фактором разблажења (2) и димензијом 

коморе (104 - корекциони фактор - дубина коморе и запремина у 1 ml). Добијена вредност 

представља број ћелија у једном милилитру. На основу тог броја одређивана је запремина 

ћелија која је засејана за потребе одговарајућег есеја.  

 Вијабилност ћелија (проценат живих у укупном броју ћелија у суспензији) 

коришћених у експериментима била је већа од 90%.  

4. Молекуларне анализе, испитивање ефеката третмана 

4.1. MTT тест цитотоксичности  

 За одређивање цитотоксичности отрова пчеле и змије, мелитина и L-

аминокиселинске оксидазе на HCT-116, SW-480 и HT-29 линијама карцинома дебелог 

црева, коришћен је МТТ тест (Mosmann, 1983). Нормални кератиноцити (HaCaT), 

коришћени су као контрола цитотоксичности третмана. Ова анализа представља 

колориметријску методу која индиректно одређује проценат вијабилних ћелија у 

одговарајућим узорцима. Она мери интензитет љубичасто обојеног формазана који настаје 

дејством митохондријлних редуктаза унутар живих ћелија на жуто обојену 

тетразолијумову со (МТТ). Интензитет боје се мери на спектрофотометру, на 550 nm 

(ELISA, RT-21000C), а очитане вредности апсорбанци индиректно представљају проценат 

вијабилних ћелија у узорку. 
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 Ћелије су за ову анализу засејане у микротитар плоче са 96 отвора, и то 104 ћелија у 

100 µl медијума по бунару. Након 24 h, ћелијама је аспириран медијум и додат третман у 

одговарајућим концентрацијама, запремине 100 µl. Нетретираним ћелијама, које служе као 

контрола је замењен стари медијум свежим. Анализа је рађена 24 и 72 h након деловања 

третмана. 

 Tретмани пчелињим отровом, мелитином, змијским отровом и L-

аминокиселинском оксидазом коришћени су у распону концентрација од 0.1 до 10 µg/ml 

за све испитиване карциномске ћелијске линије. Сви третмани су за нормалне 

кератиноците коришћени у распону од 1-100 µg/ml.  

 Након истека времена третмана, у контролне и третиране ћелије додат је раствор 

МТТ-а (5 mg/ml) у запремини од 25 μl. Након инкубације од 2 h на 37 ⁰С, супернатант је 

аспириран и формазан је растваран у 150 μl DMSO-а. Апсорбанце су мерене на ELISA 

читачу за микротитар плоче, на одговарајућој таласној дужини. Отвори у којима је био 

медијум без ћелија, очитавају се на исти начин и служе као слепа проба која се одузима од 

сваке апсорбанце. Добијене вредности апсорбанци су заправо број живих ћелија чији се 

проценат израчунава као однос апсорбанци третираних и контролних ћелија помножен са 

100. На основу процената вијабилних ћелија и добијених крива вијабилности, одређене су 

IC50 вредности помоћу CalcuSyn програма. Вредности IC50 су мера за цитотоксичност 

третмана и представљају концентрације која убијају 50% ћелија, и изражене су у µg/ml. 

4.2. Акридин оранж/етидијум бромид метода за одређивање типа ћелијске 

смрти 

 Акридин оранж/етидијум бромид (АО/ЕБ) је микроскопска метода за одређивање 

типа ћелијске смрти у одговарајућем узорку ћелија изазване испитиваним третманима 

(Baskić и сар., 2006). Боја акридин оранж улази у ћелије са очуваним интегритетом 

мембране везујући се за киселе компоненте унутар ћелија, односно за негативно 

наелектрисане нуклеинске киселине и карбоксилне групе на протеинима. Везујући се за 

дволанчану ДНК, акридин оранж емитује зелену флуоресценцу, док везивањем за 

једноланчану ДНК и РНК емитује црвену боју. Етидијум бромид улази само у мртве 

ћелије, заправо у ћелије које више немају очувану мембрану, и везујући се за ДНК емитује 

црвено-наранџасту флуоресценцу. На основу овога, могу се разликовати следећи 

стадијуми, односно типови ћелијске смрти:  

• Живе, односно вијабилне ћелије, обојене су зелено, са јасно видљивим контурама 

једра. 

• Ћелије које су ушле у стадијум ране апоптозе имају зелена једра, али долази до 

кондензације и фрагментације хроматина, па се посматрањем на микроскопу 

уочавају зелени фрагменти једра, док је интегритет ћелијске мембране и даље 

очуван. 

• У касној апоптози, ћелије имају наранџасто или црвено једро са кондензованим 

хроматином, неретко фрагментисаним, при чему се више не препознају ободи 

ћелијске мембране. 

• Некротске ћелије су лако уочљиве, оне су кондензоване и хомогено црвене боје.  
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За потребе ове анализе, ћелије су засејане у микротитар плоче са 96 отвора, и то 104 

ћелија у 100 μl медијума по бунару. Након 24 h, ћелије су третиране одговарајућим 

концентрацијама третмана: отров пчеле и мелитин у циљаним концентрацијама од 1 и 5 

µg/ml, и отров змије и L-аминокиселинске оксидазе у концентрацијама 2 и 5 µg/ml. 

Нетретиране ћелије служиле су као контрола. Анализа морфологије и флуоресценце 

ћелија је рађена 24 h након деловања третмана. 

 

 По истеку времена третмана, третираним и контролним ћелијама додато је по 10 µl 

боје АО и ЕБ. Боје су претходно раствоене у дестилованој води, у концентрацији од 100 

µg/ml. Непосредно након додавања АО/ЕБ, ћелије су посматране и бројане под 

флуоресцентним микроскопом (Ti-Eclipse, Nikon), на увећању 400x. Бројано је најмање 

300 ћелија по узорку. Као резултат се добијају проценти живих ћелија, ћелија у раној и 

касној апоптози, као и проценти некротских ћелија, прерачунати у односу на укупан број 

избројаних ћелија. 

4.3. Одређивање експресије циљаних протеина имунофлуоресценцом 

 Имунофлуоресценца је метода којом се постиже маркирање одређених ћелијских 

структура и молекула, и самим тим одређује њихово присуство, локализација и ниво 

експресије. Техника се суштински заснива на реакцији антиген-антитело. Антитело је за 

потребе имуноцитохемијских метода обележено флуоресцентном бојом, а детекција се 

врши посматрањем препарата кроз филтере за детекцију боје одређене таласне дужине на 

флуоресцентном микроскопу (Higuchi и сар., 2001). 

За потребе ове анализе, ћелије су засејане у плочама са 6 отвора, у којима су 

претходно постављена,  и на UV светлу стерилисана, покровна стакла. Засејано је 5х104 

ћелија у 2 ml медијума по бунару. Након достизања жељене конфлуентности, ћелије су 

третиране: отровом пчеле и мелитина у циљаним концентрацијама од 1 и 5 µg/ml, отровом 

змије и L-аминокиселинске оксидазе у концентрацијама 2 и 5 µg/ml, док је нетретираним 

ћелијама, које представљају контролу, замењен свеж медијум. Анализа је рађена 24 h 

након третмана. 

 Након истека времена третмана аспириран је супернатант, ћелије су испиране PBS-

ом и фиксиране 4% параформалдехидом (20 минута, собна температура). Потом, уследила 

је серија од три испирања PBS-ом и пермеабилизација ћелијске мембране хладним 

метанолом, 20 секунди (метанол је претходно чуван на -20 ⁰C). Препарат је поново 

испиран три пута PBS-ом, након чега су ћелије блокиране 1% раствором BSA (20 минута, 

собна температура). По истеку овог времена, ћелије су директно уроњене у раствор 

примарног антитела (Fas, каспаза 9, GSS и MDR1), одређене концентрације или односа 

(Fas, каспаза 9 и MDR1 у концентрацији 10 µg/ml, а GSS у односу 1:100) по следећем 

поступку: на парафилму (дезинфикованом 75% алкохолом), наливена је кап од 50 µl 

раствора примарног антитела на коју је наслоњена покровна плочица тако да је страна на 

којој су ћелије уроњена у антитело. Инкубација са примарним антителом трајала је 1 h, а 

након тога ћелије су враћене у бунаре на плочи и примарно антитело је испирано три пута 

по 15 минута PBS-ом. По истом поступку ћелије су инкубиране са секундарним 

антителом, такође у трајању од сат времена, заштићене од светла. Секундарно антитело је 
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конјуговано са флуоресцентом бојом (Cy3 или Alexa488), осетљивом на светлост тако да 

је процедура припреме, инкубације и испирања рађена у мраку. Однос у ком је додато 

секундарно антитело је 1:200, и у раствор је такође додата  боја за детекцију једара DAPI, 

у односу 1:1000. Секундарно антитело испирано је на исти начин као примарно. Покровна 

стакла са ћелијама су залепљена на предметна стакла уз помоћ поливинил алкохол 

медијума, тако да су ћелије уроњене у њега. Препарати су осушени преко ноћи, након чега 

су посматрани под флуоресцентним микроскопом (Ti-Eclipse), на увећању 600х и 

одговарајућим филтерима за детекцију боје секундарног антитела. Током микроскопирања 

направљене су репрезентативне микрографије (минимум 20 по препарату), које су даље 

обрађене помоћу NIS-ELEMENT програма, а затим и квантификоване. Обрада ћелија на 

микрографијама се врши помоћу ImageJ програма, након чега се квантификује најмање 4 

ћелије по микрографији на начин описан детаљно на линку: 

https://theolb.readthedocs.io/en/latest/imaging/measuring-cell-fluorescence-using-imagej.html. 

Као резултат добијена је релативна флуоресценца по ћелији (енгл. CTCF - Corrected total 

cell fluorescence), преко формуле:  

CTCF = Integrated Density - (Area of selected cell х Mean fluorescence of background 

readings). 

4.4. Одређивање активности каспазе 8  

 Одређивање активности каспазе 8 као циљаног ензима, укљученог у процес 

апоптозе у ћелијама, вршено је колориметријским китом (RD Systems).  

 Ћелије су засејане у Т-25 cm2 фласкове, 106 ћелија у 5 ml медијума по фласку. Када 

су достигле конфлуентност додато је по 5 ml одговарајућег третмана: отров пчеле и 

мелитин у циљаним концентрацијама од 1 и 5 µg/ml, и отров змије и L-аминокиселинске 

оксидазе у концентрацијама 2 и 5 µg/ml, док је нетретираним ћелијама које представљају 

контролу замењен свеж медијум. Анализа је рађена 24 h након третмана. 

 Инкубација ћелија са третманом је трајала 24 h, а након тога је у епрувете пребачен 

супернатант и трипсинизиране ћелије, за сваки узорак појединачно. Епрувете су 

центрифугиране на 1200 rpm, 10 минута. Супернатант је аспириран, а талог ресуспендован 

у пуфер за лизирање ћелија (25 µl пуфера на 106 ћелија). Лизат је инкубиран на леду 10 

минута а затим центрифугиран 3 минута на 7500 rpm и 4 ⁰C. Добијени супернатант (50 μl 

по поновку) је пребачен у микротитар плочу са 96 отвора након чега је у сваки бунарић 

додато по 50 μl по поновку реакционог реагенса који садржи: 10 mM DTT (дитиотреитол) 

и 5 μl супстрата за каспазу 8 IETD-pNA (Acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-p-nitroaniline). Плоча је 

инкубирана 2 h у инкубатору, на 37 ⁰С. Након истека инкубације, апсорбанце су мерене на 

ELISA читачу за микротитар плоче (RT-21000C), на 405 nm. Ниво активности каспазе 8 

директно је пропорционалан очитаном интензитету боје. 

 

 

https://theolb.readthedocs.io/en/latest/imaging/measuring-cell-fluorescence-using-imagej.html
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4.5. Испитивање параметара редокс статуса  

 4.5.1. Одређивање концентрације супероксид анјон радикала (NBT тест) 

 Концентрација супероксид анјон радикала (O2
.-) је одређивана NBT тестом (Auclair 

и Voisin, 1985), спектрофотометријском методом која се заснива на редукцији жуто 

обојеног NBT у присуству O2
.- до NBT (плав до сиво-црн).  

 Ћелије су засејане у микротитар плоче од 96 отвора, 104 ћелија у 100 µl медијума 

по бунару. Након 24 h, ћелије су третиране отровом пчеле, мелитином и L-

аминокиселинском оксидазом у концентрацијама 1, 2, 5, и 10 µg/ml (100 μl третмана по 

отвору). Контролним ћелијама је промењен медијум. Анализа је рађена 24 h након 

третмана. 

 Након истека третмана, ћелијама је додато по 10 μl раствора NBT-а у 

концентрацији 5 mg/ml, након чега је уследио период инкубације на 37 ⁰С у трајању од 45 

минута. По истеку инкубације у сваки бунарић додато је 50 μl DMSO-а и апсорбанце су 

очитаване на ELISA читачу на 550 nm. Апсорбанце су искоришћене за прерачун 

концентрације O2
.-, изражене у nmol/ml, по формули: 

 

nmol NBT/ml = A/0.015 x Vcuv / Vex 
А - апсорбанца; Vcuv - укупна запремина раствора у бунарићу = 160 μl; Vex - запремина ћелија са третманом 

= 100 μl; 0.015 - моларни екстинкциони коефицијен за моноформазан (15,000 M-1 cm-1) 

Коначне вредности представљене су у односу на број вијабилних ћелија. 

4.5.2. Одређивање концентрације глутатиона 

 Концентрација глутатиона (GSH) у ћелијама мерена је спектрофотометријском 

методом (Baker и сар., 1990), која се заснива на оксидацији GSH посредством сулфидног 

реагенса DTNB (5,5′-дитио-бис(2-нитробензоева киселина)). Продукт реакције је жуто 

обојена TNB (5′-тио-2-нитробензоева киселина), а интензитет бојене реакције мерен је на 

ELISA читачу, на 405 nm.  

 Ћелије су засејане у микротитар плоче са 96 отвора, 5х104 ћелија са додатком 100 

µl медијума по бунару. Након 24 h, ћелије су третиране отровом пчеле, мелитином и L-

аминокиселинском оксидазом у концентрацијама 1, 2, 5, и 10 µg/ml (100 μl третмана по 

отвору). Контролним ћелијама је промењен медијум. Анализа је рађена 24 h након 

третмана.  

По завршетку времена инкубације третмана, плоча је центрифугирана на 1000 rpm 

у трајању од 10 минута. Из отвора је аспириран медијум и додато је 100 μl 2.5% 

сулфосалицилне киселине, након чега је плоча инкубирана на леду 15 минута. По истеку 

времена инкубације, плоча је центрифугирана 15 минута на 1000 rpm. Из супернатанта 

сваког узорка извучено је по 50 μl и наливено на нову микротитар плочу, а затим у сваки 

узорак додато по 100 μl реакционе смеше (реакциона смеша садржи 1 mM NADPH, 0.7 U 

GSH редуктазе по милилитру реакционе смеше, 1 mM DTNB, растворен у DMSO-у и 

допуњен PBS-ом до потребне запремине). У плочу са бунарићима за стандардну криву 

наливени су узорци (50 μl) различитих концентрација GSH (100 mМ – 0.39 μM), а читава 
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процедура је одрађена идентично као са узорцима ћелија.  Плоче су инкубиране 5 минута 

и апсорбанце су очитане на таласној дужини од 405 nm, на ELISA читачу. Апсорбанце су 

искоришћене за прерачун концентрације GSH изражене у nmol/ml, по формули: 

nmol GSH/ml = A/F x R 
А - апсорбанца; F– фактор добијен из стандардне криве конструисане на основу познатих 

концентрација GSH (0.0157); R – разблажење (x2). 

 

4.5.3. Одређивање концентрације липидних пероксида  

 

 Малондиалдехид (MDA) је продукт липидне пероксидације и индикатор оштећења 

липида мембране, која настају као последица стања оксидационог стреса у ћелијама. 

Концентрација MDA се одређује спектрофотометријском методом TBARS (енгл. 

Thiobarbituric Acid Reactive Substances assay) (Buege и Aust, 1987).  

 Ћелије су засејане у плоче са 6 отвора, у 2 ml медијума зајесано је 106 ћелија по 

отвору. Након 24 h, ћелије су третиране отровом пчеле, мелитином и L-аминокиселинском 

оксидазом у концентрацијама 1, 2, 5, и 10 µg/ml (100 μl третмана по отвору). Контролним 

ћелијама је промењен медијум. Анализа је рађена 24 h након третмана. 

 По истеку третмана, ћелије су испране PBS-ом, а затим је додато 200 µl пуфера за 

лизирање ћелија и 2 µl протеазног инхибитора по узорку. Инкубација је трајала 30 минута 

на леду, а по истеку ћелије су пребачене из плоче у микротубe заједно са раствором 

пуфер-инхибитор. Узорци су потом центрифугирани 10 минута на 1200 rpm и температури 

од 4 ⁰С. Добијени супернатант је пребачен у нове епендорфице и одвојено је по 10 µl 

супернатанта који је служио за очитавање апсорбанци протеина на биофотометру 

(Eppendorf BioPhotometer plus). Протеини су најпре загрејани 5 минута на 90 ºC, затим је 5 

µl протеина растворено у 495 dH2O и апсорбанца сваког узорка је мерена у више поновака. 

Концентрације протеина су прерачунате из стадардне криве (добијене на основу познатих 

концентрација BSA). Преосталој количини супернатанта додато је по 1 ml реакционе 

смеше, TCA-TBA-HCl (15% трихлорсирћетна; 0.375% тиобарбитурна и 0.25 M 

хлороводонична киселина), након чега су узорци вортексовани и загревани 30 минута на 

90 ºC. Епрувете су охлађене на леду 5 минута, а затим центрифугиране 10 минута на 6600 

rpm и температури од 4 ºC. За даљу анализу коришћен је добијени супернатант, који је 

наливен у плочу са 96 отвора у поновцима (100 µl по поновку) и очитан на  405 nm, на 

ELISA читачу. Резултати концентрације MDA су приказани у pmol/mg протеина.  

Концентрација се прерачунава преко формуле: 

C TBARS = (∆Auz – ∆Asp) x Vrs x 10 (MDA nmol/mg proteina) / 1.56 x Vuz x Cpr 
∆Auz – средња вредност апсорбанце узорка; ∆Asp - средња вредност апсорбанце слепе пробе; Vrs – 

запремина реакционе смеше; Vuz – запремина узорка; Cpr – концентрација протеина у mg/ml. 

4.6. Испитивање нивоа експресије информационе РНК циљаних гена 

 Испитивање експресије информационе РНК (иРНК) циљаних гена, укључених у 

процес апоптозе и биотрансформације ксенобиотика, вршено је методом квантитативне 

ланчане реакције полимеразе у реалном времену (Quantitative Real Time Polimerase Chain 
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Reaction – qRT-PCR). Одређивање експресије информационе РНК је постигнуто најпре 

њеном изолацијом из карциномских ћелија, а затим превођењем у комплементарну ДНК 

(цДНК). Комплементарна ДНК даље служи као узорак за амплификацију qRT-PCR 

методом.  

4.6.1. Изолација РНК из ћелијских линија 

 Изолација РНК из ћелија се заснива на методи у чијој основи је реакција фенол-

хлороформ (Chomczynski и Sacchi, 1987).  

 Ћелије су за потребе изолације РНК засејане у Т-25 cm2 фласкове, 106 ћелија по 

фласку уз додатак 5 ml медијума. Након постизања конфлуентности од 80-90%, ћелије су 

третиране са 5 ml отрова пчеле и мелитина у циљаним концентрацијама од 1 и 5 µg/ml, и 

отровом змије и L-аминокиселинском оксидазом у концентрацијама 2 и 5 µg/ml, док је 

контролним ћелијама  промењен медијум. Анализа је рађена 24 h након третмана.  

 Након истека третмана, ћелије су подигнуте из фласкова трипсином и 

центрифугиране 10 минута на 1200 rpm. Супернатант је аспириран и талогу је додато 1 ml 

тризола којим се вршила хомогенизација ћелија на леду (механичка хомогенизација, 

увлачењем и извлачењем узорка у наставак пипете док се узорак скроз не хомогенизује). 

Хомогенат ћелија је пребачен у микротубу, додато је 200 ml хлороформа и енергично 

мешано 15 секунди, након чека су узорци стајали 2-3 минута на собној температури, а 

затим центрифугирани 15 минута на температури од 4 ºC, на 12000 rpm. Центрифугом су 

издвојене 3 фазе од којих је даље коришћена само горња провидна, водена фаза у којој је 

растворена РНК. Провидна фаза је издвојена у нову микротубу и додато је 500 µl 

изопропанола, промешано је ручно и стављено на инкубацију 10 минута на собној 

температури, а затим центрифугирано 10 минута на температури од 4 ºC, на 12000 rpm. 

Након центрифугирања супернатант је одливен, а у талог, који је заправо РНК, додато је 1 

ml хладног 80% етанола и центрифугирано 5 минута на 7500 rpm и температури од 4 ºC. 

Етанол је након центрифугирања отклоњен и микротубе са талогом РНК су осушене 

додатно од етанола пар минута на собној температури. Након сушења, талог РНК је 

ресуспендован у 20 µl воде PCR чистоће и узорци су инкубирани на термоблоку 5 минута, 

на  55 ºC. Мерење концентрације узорака вршено је на биофотометру на таласној дужини 

од 260 nm, тако што је у кивету за биофотометар наливено 495 µl воде PCR чистоће и 5 µl 

узорка РНК. Приликом очитавања концентрације РНК у обзир је узимано разблажење. 

Приликом мерења, на биофотометру је могуће проверити и чистоћу узорака. На таласној 

дужини од 260 nm је апсорбциони максимум нуклеинских киселина, док је на  280 nm 

апсорпциони максимум ароматичних једињења. Чистоћа се гледа на основу броја који 

представља однос апсорбанци 260 и 280 nm, и за чисту РНК се узима опсег 1.8 до 2.0 

(ниже вредности указују на контаминацију протеинима, а више вредности на присуство 

ДНК). Узорци су чувани на температури од -80 ºC до коришћења.  

4.6.2. Реверзна транскрипција (RT-PCR) 

 

 Превођење укупне, изоловане РНК из узорака у комплементарни ланац ДНК, цДНК 

(енгл. Complementary DNA, cDNA) вршено је употребом комерцијалног кита, (cDNA 
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Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems), који функционише по принципу 

комплементарног превођења РНК посредством ензима реверзне транскриптазе (Bustin, 

2000). Мастер микс за реверзну транскрипцију по реакцији (1 узорак) је садржао: 1 µl 

реверзне транскриптазе (енгл. Reverse Transcriptase), 2 µl пуфера (10x RT Buffer), 2 µl 

дезоксирибонуклеотид трифосфатa концентрације  5 mM (dNTP), 2 µl олиго-dT прајмера и 

11 µl PCR воде. У овако припремљен мастер микс додато је 2 µl РНК, концентрације 1 

µg/µl. Процес превођења је вршен на PCR апарату (Eppendorf Mastercycler). Програм за 

превођење се сетује на PCR апарату по циклусима, од којих је први иницијални циклус у 

трајању од 10 минута, на 25°C; затим други циклус у трајању од 120 минута, на 37°C; 

трећи циклус у трајању од 5 минута на на 85°C, и последњи циклус је хлађење узорака, у 

трајању од 5 минута на 4°C. Након превођења, цДНК чува се на температури од -20 ºC до 

коришћења. 

4.6.3. Квантитативна ланчана реакција полимеразе у реалном времену (qRT-

PCR) 

 

 Квантификација нивоа ескпресије иРНК за циљане гене постиже се преко Real-

Time система (Quantitative Real-Time system, Applied Biosystems 7500/7500 Real-Time PCR 

Software v2.0), коришћењем комерцијалног кита (qPCR MasterMix, Applied Biosystems). У 

свом саставу, qPCR MasteMix садржи неспецифичну флуоресцентну боју Syber Green, која 

интеркалира у молекул дволанчане ДНК, емитујући сигнал – зелену флуоресценцу. 

Умножавањем молекула ДНК током PCR реакције, долази до јачег емитовања 

флуоресценце у сваком наредном циклусу, која у једном од њих достиже значајно 

повећање у односу на базални ниво флуоресценце, што апарат очитава као резултат 

(вредност CТ).  Поред CТ вредности, апарат даје и криву топљења ДНК (енгл. Melting 

curve) која указује на специфичности PCR продукта и евентуално присуство прајмер-

дајмера (енгл. Primer-dimer). 

За реакцију квантификације потребно је имати цДНК као почетни молекул, 

прајмере испитиваног гена, као и реакциону смешу која по реакцији садржи: 10 µl qPCR 

MasteMix-a, 0.5 µl Forward primer-а и 0.5 µl Reverse primer-а концентрације 10 µM и 8 µl 

PCR воде. У овако припремњен мастер микс додато је 1 µl цДНК. Реакциона смеша се 

прави за сваки прајмер посебно. Кит различитим топлотним циклусима омогућава 

денатурацију ДНК (висока температура) и хибридизацију прајмера са ДНК, а затим и 

полимеризацију. То се постиже сетовањем апарата у 40 циклуса, и сваки од њих садржи 

следеће кораке: први корак, иницијална фаза денатурације која траје 60 секунди, на 

температури од 95°C; затим други корак, фаза денатурације, 15 секунди на 95°C; фаза 

екстензије прајмера која се подешава на температури оптималној за коришћене прајмере 

(58°C). По истом шаблону подешава се и крива топљења (енгл. Melt Curve). 

Релативна експресија подразумева поређење концентрација ДНК са неким другим 

узорком (нетретиране ћелије). Нормализација узорака вршена је у односу на референтни 

ген (енгл. housekeeping gene), β-actin. Прерачунавање релативне експресије и 

нормализација узорка се врши CТ компаративном методом (Schmittgen и Livak, 2008): 
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2-∆∆CT = ∆CT1 - ∆CT2 

∆CT1 - је разлика CТ вредност испитиваног гена у узорку и CТ вредности β-actin-а у узорку; ∆CT2 - је разлика 

CТ вредност испитиваног гена у контроли и CТ вредности β-actin-а у контроли. 

 

У табели су наведене секвенце коришћених прајмера за испитиване гене:  

Forward секвенце Reverse секвенце 

β-actin 5′-AAGCAGGAGTATGACGAGTCCG-3′ 5′-GCCTTCATACATCTCAAGTTGG-3′ 

Bax 5′-GGACGAACTGGACAGTAACATGG-3′ 5′-GCAAAGTAGAAAAGGGCGACAAC-3′ 

Bcl-2 5′-CTACGAGTGGGATGCGGGAGATG-3′ 5′-GGTTCAGGTACTCAGTCATCCACAG-3′ 

Cas8 5′-AGAGTCTGTGCCCAAATCAAC-3′ 5′-GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA-3′ 

Cas9 5′-GAGTCAGGCTCTTCCTTTG-3′ 5′-CCTCAAACTCTCAAGAGCAC-3′ 

CYP1A1 5′-TAGACACTGATCTGGCTGCAG-3′ 5′-GGGAAGGCTCCATCAGCATC-3′ 

CYP1B1 5′-TGATGGACGCCTTTATCCTCTC-3′ 5′-CATAAAGGAAGGCCAGGACATA-3′ 

GSTP1 5′-TCAAAGCCTCCTGCCTATAC -3′ 5′-AGGTGACGCAGGATGGTATT-3′ 

MRP1 5′-ACCCTAATCCCTGCCCAGAG-3′ 5′-CGCATTCCTTCTTCCAGTTC-3′ 

MRP2 5′-ATACCAATCCAAGCCTCTAC-3′ 5′-GAATTGTCACCCTGTAAGAG-3′ 

MDR1 5′-GCCTGGCAGCTGGAAGACAAATACACAAAATT-3′ 5′-CAGACAGCAGCTGACAGTCCAAGAACAGGACT-3′ 

5. Статистичка анализа података 

 Експерименти су рађени у трипликату и представљени као средња вредност 

независних експеримената ± стандардна грешка. Статистичке анализе за обраду 

покадатака одрађене су у оквиру програма SPSS (SPSS for Windows, ver. 17, 2008, Chicago, 

IL). За одређивање статистичке значајности коришћена је ANOVA при чему је свака 

вредност < 0.05 сматрана за статистички значајну. За испитивање корелације коришћен је 

Пирсонов коефицијент корелације. Вредности IC50 (концентрација која убија 50% ћелија), 

добијене су из дозно зависних крива преко програма CalcuSyn. Ниво експресије протеина 

и квантификација узорака протеина на гелу, мерени су дензитометријски, преко ImageJ 

програма (Wayne Rasband, ImageJ, http://rsb.info.nih.gov/ij/).   

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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IV РЕЗУЛТАТИ ИСТРАЖИВАЊА 

Након експерименталних истраживања, резултати приказују анализу антитуморске 

активности отрова пчеле (Apis meliffera) и отрова змије (Vipera ammodytes), као и чистих 

супстанци које садрже ови отрови, мелитина и L-аминокиселинске оксидазе. Као модел 

систем коришћене су ћелијске линије карцинома дебелог црева HCT-116, SW-480 и HT-29. 

Антитуморско дејство испитивано је са аспекта цитотоксичности, проапототске 

активности, као и процеса метаболизма третмана у ћелијама карцинома дебелог црева, 

који су допринели евалуацији резултата у смеру потенцијалног коришћења третмана са 

смањеном могућношћу развоја резистенције.  

1. Анализа протеинског састава пчелињег и змијског отрова  

 

1.1. Протеински састав пчелињег отрова  

 Електрофоретско развдајање укупних протеина у узорку пчелињег отрова 

постигнуто је на 16% полиакриламидном гелу (Слика 1 у Прилогу). Раздвајање протеина 

вршено је на основу њихове молекулске тежине, а масе су изражене у килодалтонима 

(kDa). Заступљеност протеина у отрову изражена је процентуално (Табела 1). 

Табела 1. Протеински састав отрова пчеле изражен у процентима на основу 

заступљености у узорку.  
Протеини Заступљеност 

на гелу у % 

Мелитин 50.80 

Фосфолипаза А 46.29 

Хијалуронидаза 2.57 

Неидентификовани 0.34 

Резултати електрофоретског раздвајања отрова пчеле врсте Apis meliffera, показују 

да је најзаступљенија компонента у отрову пчеле мелитин, са процентуалном 

заступљеношћу од 50.80%. У нашем узорку, поред мелитина, удео у протеинском саставу 

има фосфолипаза А, као и хијалуронидаза. Неидентификовани удео протеина је мањи од 

1%.  

1.2. Протеински састав змијског отрова 

Електрофоретско развдајање укупних протеина у узорку пчелињег отрова 

постигнуто је на 12% полиакриламидном гелу (Слика 2 у Прилогу). Раздвајање протеина 
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вршено је на основу њихове молекулске тежине, а масе су изражене у килодалтонима 

(kDa). Заступљеност протеина у отрову изражена је процентуално (Табела 2). 

Табела 2. Протеински састав отрова змије изражен у процентима на основу 

заступљености у узорку.  

Протеини Заступљеност 

на гелу у % 

Серин протеазе/CRISPs 40.79 

Металопротеиназе РI 36.81 

Металопротеиназе РII 22.40 

  

Резултати електрофоретског раздвајања отрова змије, врсте Vipera ammodytes, 

показују да је најзаступљенија компонента у нашем узорку отрова из групе серин 

протеаза, односно CRISPs (енгл. Cysteine-Rich Secretory Proteins). Металопротеиназе се у 

нашем узорку отрова заступљене у две класе, PI и PII. 

 2. Цитотоксичност третмана  

 Потенцијални цитотоксични ефекат отрова пчеле (ОП), мелитина (М), отрова змије 

(ОЗ) и L-аминокиселинске оксидазе (LААО) испитиван је на различитим ћелијским 

линијама пореклом из карцинома дебелог црева HCT-116, SW-480 и HT-29 у распону 

концентрација 0.01-10 µg/ml. Анализа цитотоксичности рађена је МТТ колориметријским 

тестом. Поред ћелијских линија карцинома, као контролне, здраве ћелије за испитивање 

цитотоксичности, коришћени су здрави кератиноцити, HaCaT ћелијска линија.  

2.1. Цитотоксичност отрова пчеле и мелитина 

 Цитотоксичност третмана процењује се на основу његовог утицаја на вијабилност 

ћелија. Добијени резултати на HCT-116 ћелијама указују да отров пчеле значајно смањује 

ћелијску вијабилност у односу на нетретиране ћелије, 24 и 72 h од третмана у 

испитиваном распону концентрација (Графикон 1, Табела 1 у Прилогу). Резултати 

показују значајно дозно зависно смањење вијабилности HCT-116 ћелија након оба 

времена, на шта указују коефицијенти Пирсонове корелације (Табела 7 у Прилогу).  

Отров пчеле значајно утиче на смањење вијабилности SW-480 ћелија у односу на                                                                          

контролне ћелије (Графикон 2, Табела 1 у Прилогу). Присуство корелација након 24 и 72 h 

од деловања третмана, указују на дозно зависно смањење вијабилности SW-480 ћелија 

(Табела 7 у Прилогу). Ћелије SW-480 су осетљивије на отров пчеле у односу на HCT-116 

ћелије. 

Резултати показују да отров пчеле смањује вијабилност HT-29 ћелија у односу на 

контролу након 24 h, са јасном дозном зависношћу (Графикон 3, Табела 7 у Прилогу). 

Mеђутим, код ових ћелија се након 72 h од деловања третмана дешава потпуно 

опорављање (Графикон 3, Табела 1 у Прилогу). 
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Графикон 1. Утицај отрова пчеле (ОП) на вијабилност HCT-116 ћелија, 24 и 72 h након 

третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Графикон 2. Утицај отрова пчеле (ОП) на вијабилност SW-480 ћелија, 24 и 72 h након 

третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

   

 

Графикон 3. Утицај отрова пчеле (ОП) на вијабилност HT-29 ћелија, 24 и 72 h након 

третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Мелитин такође значајно утиче на смањење вијабилности испитиваних ћелијских 

линија 24 и 72 h након третмана. Резултати показују да се вијабилност HCT-116 ћелија под 

утицајем мелитина смањује дозно зависно након оба времена, с обзиром на присуство 

корелације (Графикон 4, Табела 2 и 7 у Прилогу).  

Мелитин значајно смањује вијабилност SW-480 ћелија након 24 и 72 h од третмана 

у поређењу са нетретираним ћелијама (Графикон 5, Табела 2 у Прилогу). Резултати 

указују на присуство дозно зависног смањења вијабилности SW-480 ћелија, с обзиром на 

присуство корелације у оба испитивана временска периода (Табела 7 у Прилогу).  

Смањење вијабилности HT-29 ћелија под утицајем мелитина је такође значајно 

(Графикон 6, Табела 2 у Прилогу). Долази до значајног дозно зависног смањења 

вијабилности, што потврђује присуство корелације након 24 и 72 h од деловања третмана 

(Табела 7 у Прилогу). Ове ћелије су најмање осетљиве на деловање мелитина када се 

упореде са HCT-116 и SW-480 ћелијама. 

 

Графикон 4. Утицај мелитина (М) на вијабилност HCT-116 ћелија, 24 и 72 h након 

третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Графикон 5. Утицај мелитина (М) на вијабилност SW-480 ћелија, 24 и 72 h након 

третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 6. Утицај мелитина (М) на вијабилност HT-29 ћелија, 24 и 72 h након третмана. 

* p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 Здрави кератиноцити HaCaT, који су коришћени као контрола за испитивање 

цитотоксичности третмана, такође показују одређену осетљивост на отров пчеле и 

мелитин у односу на нетретиране ћелије (Графикон 7 и 8, Табела 3 у Прилогу). Смањење 

вијабилности HaCaT ћелија 24 h након деловања отрова пчеле је значајно у 

концентрацијама 1  и 10 µg/ml, без присуства јасне дозне зависности. Отров пчеле смањује 

вијабилност HaCaT ћелија и након 72 h у највишој концентрацији, при чему присуство 

корелације указује на дозну зависност. Мелитин такође утиче на смањење вијабилности 

ћелија, дозно зависно након 24 и 72 h, на шта указује присуство корелације (Табела 7 у 

Прилогу). 

 

Графикон 7. Утицај отрова пчеле (ОП) на вијабилност здравих кератиноцита - HaCaT, 24 

и 72 h након третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 8. Утицај мелитина (М) на вијабилност здравих кератиноцита - HaCaT, 24 и 72 

h након третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 Цитотоксична активност је приказана као IC50 вредност у µg/ml (Табела 3), 

израчуната на основу крива вијабилности ћелија. Вредност IC50 представља концентрацију 

која убија 50% ћелија. Добијене IC50 вредности указују на значајну цитотоксичност отрова 

пчеле и мелитина на HCT-116 и SW-480 ћелијама. Иако третмани утичу на смањење 

вијабилости HT-29 ћелија у појединим концентрацијама, прерачунате IC50 вредности су 

веће од највише испитиване концентрације (10 µg/ml), у случају оба третмана. У односу на 

вредности IC50, отров пчеле има јачи цитотоксични ефекат од мелитина на HCT-116 и SW-

480 ћелијама. На здравим HaCaT ћелијама IC50 вредности за отров пчеле и мелитин су 

више од највеће испитиване концентрације (10 µg/ml), (Табела 3). На основу добијених 

IC50 вредности, у третманима отровом пчеле и мелитином, не уочава се временска 

зависност ни код једне испитиване ћелијске линије (Табела 3). 

Табела 3. Цитотоксични ефекат отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), изражен преко IC50 

вредности (μg/ml), на HCT-116, SW-480, HT-29 и HaCaT линијама, 24 и 72 h након 

третмана. 

Ћелијска линија ОП (µg/ml) М (µg/ml) 

 24 h 72 h 24 h 72 h 

HCT-116 5.32±0.20 5.69±0.31 >10 >10 

SW-480 5.35±0.16 5.68±0.25 8.89±0.31 10.01±0.19 

HТ-29 >10 >10 >10 >10 

HaCaT >10 >10 >10 >10 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. 

 

 2.2. Цитотоксичност отрова змије и L-аминокиселинске оксидазе 

  Цитотоксичност отрова змије и L-аминокиселинске оксидазе такође је процењена 

на основу њиховог ефекта на вијабилност ћелија. Резултати показују да отров змије 
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значајно смањује вијабилност испитиваних ћелијских линија карцинома дебелог црева у 

односу на нетретиране ћелије 24 и 72 h од деловања третмана.  

Отров змије је јако цитотоксичан третман који у највећим концентрацијама 

потпуно смањује вијабилност HCT-116 ћелија (Графикон 9, Табела 4 у Прилогу). У вишим 

концентрацијама 2, 5 и 10 µg/ml, долази до готово потпуног елиминисања вијабилних 

ћелија. Смањење вијабилности HCT-116 ћелија под утицајем отрова змије је дозно 

зависно након 24 и 72 h, што потврђује и присуство корелације (Табела 7 у Прилогу).  

Отров змије значајно смањује вијабилност SW-480 ћелија у односу на контролу 

(Графикон 10, Табела 4 у Прилогу). Резултати показују постојање дозно зависног смањења 

вијабилности SW-480 ћелија, на шта указује и присуство корелација након 24 и 72 h 

(Табела 7 у Прилогу).  

Вијабилност HT-29 ћелија је такође значајно смањена у третираним ћелијама 

отровом змије у односу на контролу (Графикон 11, Табела 4 у Прилогу). Присуство 

корелације указује на значајно дозно зависно смањење вијабилности HT-29 ћелија након 

24 и 72 h (Табела 7 у Прилогу).  

 

Графикон 9. Утицај отрова змије (ОЗ) на вијабилност HCT-116 ћелија, 24 и 72 h након 

третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 10. Утицај отрова змије (ОЗ) на вијабилност SW-480 ћелија, 24 и 72 h након 

третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Графикон 11. Утицај отрова змије (ОЗ) на вијабилност HT-29 ћелија, 24 и 72 h након 

третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 На основу процене вијабилности ћелија, такође је уочена и значајна 

цитотоксичност L-аминокиселинске оксидазе на ћелијским линијама карцинома дебелог 

црева 24 и 72 h након третмана (Графикон 12, Табела 5 у Прилогу). Резултати показују да 

L-аминокиселинска оксидаза значајно смањује вијабилност HCT-116 ћелија дозно 

зависно, што потврђује присуство корелације након оба испитивана времена (Табела 7 у 

Прилогу).  

На SW-480 ћелијама добијени су слични резултати (Графикон 13, Табела 5 у 

Прилогу), долази до значајног смањења вијабилности под утицајем L-аминокиселинске 

оксидазе дозно зависно, на шта указују коефицијенти корелације, након 24 и 72 h.  

Графикон 14 и Табела 6 у Прилогу показују значајно смањење вијабилност HT-29 

ћелија под утицајем L-аминокиселинске оксидазе у односу на контролу. Присутно је 

значајно дозно зависно смањење вијабилности, на шта указује присуство корелације након 

24 и 72 h (Табела 7 у Прилогу).  
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Графикон 12. Утицај L-аминокиселинске оксидазе (LААО) на вијабилност HCT-116 

ћелија, 24 и 72 h након третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 

Графикон 13. Утицај L-аминокиселинске оксидазе (LААО) на вијабилност SW-480 

ћелија, 24 и 72 h након третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 

Графикон 14. Утицај L-аминокиселинске оксидазе (LААО) на вијабилност HT-29 ћелија, 

24 и 72 h након третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 Резултати цитотоксичности отрова змије и  L-аминокиселинске оксидазе  на 

вијабилност здравих HaCaT ћелија су приказани на Графиконима 15 и 16 и Табели 6 у 

Прилогу. Испитивани третмани значајно смањују вијабилност ћелија дозно зависно, уз 

присуство корелације, након 24 и 72 h (Табела 7 у Прилогу).  
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Графикон 15. Утицај отрова змије (ОЗ), на вијабилност здравих кератиноцита - HaCaT, 24 

и 72 h након третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Графикон 16. Утицај L-аминокиселинске оксидазе (LААО) на вијабилност здравих 

кератиноцита - HaCaT, 24 и 72 h након третмана. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним 

ћелијама. 

 Добијене IC50 вредности, као показатељи цитотоксичности отрова змије и L-

аминокиселинске оксидазе, су јако ниске (од 0.92 до 7.80 µg/ml), што указује на њихову 

значајну цитотоксичност на HCT-116, SW-480, HT-29 и HaCaT ћелијама (Табела 4). На 

основу IC50 вредности, здрава ћелијска линија HaCaT је најмање осетљива на дејство 

отрова змије и L-аминокиселинске оксидазе, док је HT-29 линија најмање осетљива међу  

карциномским ћелијским линијама  (Табела 4). Отров змије показује временску зависност 

на HCT-116 и SW-480 ћелијама, а L-аминокиселинске оксидазе на свим ћелијским 

линијама (Табела 4). 
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Табела 4. Цитотоксични ефекат отрова змије (ОЗ) и L-аминокиселинске оксидазе (LААО), 

изражен преко IC50 вредности (μg/ml), на HCT-116, SW-480, HT-29 и HaCaT линијама, 24 

и 72 h након третмана. 

 
Ћелијска линија ОЗ (µg/ml) LААО (µg/ml) 

 24 h 72 h 24 h 72 h 

HCT-116 1.45±0.04 1.16±0.03 1.69±0.02 0.92±0.01 

SW-480 1.19±0.01 2.16±0.03 1.84±0.06 1.51±0.01 

HТ-29 2.88±0.06 2.05±0.05 7.80±0.08 1.41±0.06 

HaCaT 7.34±0.08 1.99±0.03 7.51±0.08 3.80±0.11 

 
Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. 

3. Проапоптотски потенцијал третмана у карциномским ћелијским линијама 

Након добијених резултата о ефекатима испитиваних третмана на вијабилност 

ћелија и потврђене цитотоксичности, даље је испитиван тип индуковане ћелијске смрти 

под утицајем отрова пчеле, мелитина, отрова змије и L-аминокиселинске оксидазе, на 

ћелијским линијама карцинома дебелог црева (HCT-116, SW-480 и HT-29).  

 3.1. Тип ћелијске смрти  

 Тип ћелијске смрти је одређиван микроскопском методом, након флуоресцентног 

бојења ћелија (АО/ЕБ) и детекције специфичних морфолошких промена на ћелијама. 

Резултати показују да отров пчеле и мелитин доминантно изазивају морфолошке промене 

типичне за процес апоптозе на ћелијама карцинома у испитиваним концентрацијама 1 и 5 

µg/ml, након 24 h. Морфолошке промене се уочавају кроз различите фазе кондензације 

ћелија означене као рани (РА) и касни (КА) стадијуми апоптозе. Микрографије 

третираних ћелија јасно показују промене у кондензацији хроматина (светлозелена 

флуоресценца) карактеристичне за рану апоптозу и/или високо кондензованог хроматина 

са тамнозеленом до наранџастом флуоресценцом карактеристичном за касну апоптозу. 

Ћелије округлог облика, хомогено црвене боје на микрографијама представљају некротске 

ћелије (Слика 22). 
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Слика 22. Утицај отрова пчеле (ОП) и мелитина (М) на морфологију HCT-116, SW-480 и 

HT-29 ћелија, 24 сата након третмана. Вијабилне ћелије (В), апоптотске (ране-РА, касне -

КА) и некротске (Н). 

Отров пчеле је значајно и дозно зависно индуковао рану апоптозу на HCT-116 

ћелијама у обе концентрације, док је касна апоптоза детектована само у вишој 

концентрацији отрова пчеле (Табела 5).  

Највеће дозно зависно повећање процената ране и касне апоптозе уочава се на SW-

480 ћелијама. Услед деловања отрова пчеле на SW-480 ћелије, у ниском проценту је 

детектована и некроза (Табела 5).  

Најмање промене у испитиваним концентрацијама третмана се уочавају на линији 

HT-29. Проценат ране апоптозе на овим ћелијама услед деловања отрова пчеле је значајан 

у односу на контролу, у обе испитиване концентрације. Касна апоптоза и некротске ћелије 

нису детектоване (Табела 5). 
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Tабела 5. Утицај отрова пчеле (1 и 5 µg/ml), на проценат вијабилних (В), апоптотских 

(раних-РА, касних-КА) и некротских (Н) HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија, након 24 h. 
                         Отров пчеле   

 µg/ml В РА КА Н 

HCT-116 0 97.8±0.35 2.2±0.35 / / 

 1 96.4±0.42 3.3±0.42* / 0.3±0.01* 

 5 83.9±1.64* 11.9±0.38* 4.2±0.38* / 

SW-480 0 94.6±0.94 3.6±0.54 / 0.3±0.01 

 1 91.0±0.34 8.4±0.34* 0.3±0.01* 0.3±0.01 

 5 69.4±0.45* 10.3±0.69* 19.5±1.06* 0.8±0.09* 

HT-29 0 96.57±1.33 3.43±0.32 / / 

 1 87.76±0.95* 12.24±0.95* / / 

 5 86.85±0.65* 13.15±0.64* / / 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

Ефекат мелитина, као доминантно присутног једињења у отрову пчеле такође 

изазива апоптозу у свим испитиваним ћелијама. У узорку HCT-116 ћелија под утицајем 

мелитина детектоване су ћелије у раној и касној апоптози у значајним процентима у 

односу на нетретиране ћелије. Проценти ране и касне апоптозе повећавају се дозно 

зависно. Некроза је присутна у јако ниском проценту (Табела 6).  

На SW-480 ћелијама под утицајем мелитина, поред ране, детектоване су и ћелије у 

касној апоптози у значајном проценту у односу на нетретиране ћелије. Некроза је у 

ниским процентима детективана у обе испитиване концентрације (Табела 6).  

Мелитин доводи до индукције апоптозе на HT-29 ћелијама, дозно зависно, при 

чему је касна апоптоза присутна у ниском проценту у концентрацији од 5 µg/ml. Некроза 

на HT-29 ћелијама услед деловања третмана није детектована (Табела 6). 
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Tабела 6. Утицај мелитина (1 и 5 µg/ml), на проценат вијабилних (В), апоптотских (раних-

РА, касних-КА) и некротских (Н) HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија, након 24 h. 
                         Мелитин   

 µg/ml В РА КА Н 

HCT-116 0 97.8±0.35 2.2±0.35 / / 

 1 87.5±1.20* 9.8±0.99* 2.2±0.10* 0.6±0.30* 

 5 78.8±1.64* 15.5±1.68* 5.2±0.06* 0.6±0.30* 

SW-480 0 94.6±0.94 3.6±0.54 / 0.3±0.01 

 1 87.0±0.07* 10.9±0.58* 1.6±0.45* 0.4±0.06 

 5 74.3±1.04* 12.0±0.70* 12.9±0.11* 0.7±0.23* 

HT-29 0 96.57±1.33 3.43±0.32 / / 

 1 93.21±0.37 6.79±0.36 / / 

 5 83.41±0.94 14.75±1.39 1.84±0.46 / 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

Микрографије са морфолошким променама насталим под утицајем отрова змије и L-

аминокиселинске оксидазе приказане су на Слици 23. Отров змије индукује висок 

проценат ране и касне апоптозе у HCT-116 ћелијама, праћен некрозом у концентрацији 2 

μg/ml. Међутим, у вишој концентрацији (5 μg/ml), доминантан тип ћелијске смрти услед 

деловања отрова змије је некроза (Табела 7). 

 На SW-480 ћелијама, у нижој концентрацији отрова змије, доминантан тип 

ћелијске смрти је апоптоза, и то у раном стадијуму, док са повећањем концентрације 

ћелије доминантно умиру некротски (Табела 7).  

Под утицајем отрова змије на HT-29 ћелијама детектовани су значајни проценти 

апоптозе и некрозе у односу на контролу, у обе испитиване концентрације. Поређењем са 

другим испитиваним линијама, у HT-29 ћелијама је проценат индуковане некрозе најмањи  

(Табела 7). 
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Слика 23. Утицај отрова змије (ОЗ) и L-аминокиселинске оксидазе (LААО), на 

морфологију HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија, 24 сата након третмана. Вијабилне ћелије 

(В), апоптотске (ране-РА, касне-КА) и некротске (Н). 

За разлику од отрова змије, L-аминокиселинска оксидаза доминантно изазива 

апоптозу у концентрацијама 2 и 5 µg/ml на испитиваним ћелијским линијама, при чему је 

проценат некрозе јако низак у односу на контролу (Табела 8).  

Проценат апоптозе се у HCT-116 ћелијама под утицајем L-аминокиселинске 

оксидазе повећава дозно зависно, док су некротске ћелије детектоване у минималном 

проценту у вишој концентрацији третмана, након 24 h (Табела 8).  

Ћелије SW-480 такође доминантно и дозно зависно улазе у апоптозу под утицајем 

L-аминокиселинске оксидазе. Проценат касне апоптозе је значајно виши у односу на 

проценат ћелија у раној апоптози. Некроза је детектована у ниском проценту (Табела 8). 

Резултати на HT-29 ћелијама, такође указују на доминантно индуковану апоптозу 

као тип ћелијске смрти, док се некроза јавља у минималном проценту у односу на 

контролу, услед деловања L-аминокиселинске оксидазе (Табела 8). 
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Tабела 7. Утицај отрова змије и L-аминокиселинске оксидазе (2 и 5 µg/ml), на проценат 

вијабилних (В), апоптотских (раних-РА, касних-КА) и некротских (Н) HCT-116, SW-480 и 

HT-29 ћелија, након 24 h. 
                         Отров змије   

 µg/ml В РА КА Н 

HCT-116 0 96.23±0.05 3.77±0.01 / / 

 2 55.34±0.02* 14.33±0.01* 22.75±0.03* 7.58±0.01* 

 5 0.35±0.001* 1.06±0.001* 32.86±0.05* 65.73±0.05* 

SW-480 0 97.23±0.01 2.77±0.01 / / 

 2 25.58±0.3* 6.20±0.5* 55.43±1.2* 12.79±0.01* 

 5 3.09±0.001* 1.03±0.001* 36.09±0.1* 59.79±0.5* 

HT-29 0 98.15±0.01 1.85±0.05 / / 

 2 68.11±0.23* 20.27±0.15* 3.98±0.05* 7.64±0.50* 

 5 50.99±0.25* 14.74±0.05* 8.38±0.01* 25.89±0.30* 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Tабела 8. Утицај L-аминокиселинске оксидазе (2 и 5 µg/ml), на проценат вијабилних (В), 

апоптотских (раних-РА, касних-КА) и некротских (Н) HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија, 

након 24 h. 
 

  L-аминокиселинска оксидаза  

 µg/ml В РА КА Н 

HCT-116 0 96.23±0.05 3.77±0.01 / / 

 2 68.63±0.05* 28.10±0.02* 3.27±0.01* / 

 5 51.03±0.03* 29.33±0.02* 18.77±0.02* 0.87±0.001* 

SW-480 0 97.23±0.01 2.77±0.01 / / 

 2 75.89±0.05* 22.19±0.1* 1.28±0.01* 0.64±0.001* 

 5 28.57±0.02* 11.64±0.1* 58.20±0.5* 1.59±0.001* 

HT-29 0 98.15±0.01 1.85±0.05 / / 

 2 84.51±0.05* 14.55±0.01* / 0.94±0.001* 

 5 59.58±0.15* 31.84±0.22* 5.31±0.05* 3.27±0.001* 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

3.2. Механизам апоптозе  

Механизам индуковане апоптозе под дејством испитиваних третмана на HCT-116, 

SW-480 и HT-29 ћелијским линијама испитиван је праћењем одговарајућих параметара и 

маркера апоптозе на генском и протеинском нивоу, колориметријском методом, 
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имунофлуоресцентном и qPCR методом. Ефекти отрова пчеле, мелитина (у 

концентрацијама 1 и 5 µg/ml) и L-аминокиселинске оксидазе (у концентрацијама 2 и 5 

µg/ml), праћени су након 24 h од деловања третмана на ћелијским линијама карцинома 

дебелог црева HCT-116, SW-480 и HT-29.  

3.2.1. Протеинска експресија Fas рецептора  
 

Протеинска експресија и локализација Fas рецептора нетретираних HCT-116, SW-

480 и HT-29 ћелија и ћелија третираних отровом пчеле и мелитином, одређивана је 

имунофлуоресцентном методом. На микрографијама се види протеинска експресија Fas 

рецептора у контролним и третираним ћелијама (Слика 24). Резултати квантификације 

флуоресценце указују на статистички значајно повећање експресије рецептора Fas на 

ћелијској мембрани HCT-116 ћелија, у односу на контролу, под утицајем отрова пчеле 

(Графикон 17). Мелитин својим деловањем на HCT-116 ћелијама такође изазива повећање 

протеинске експресије рецептора Fas у односу на контролу (Графикон 17). Оба третмана 

остварују бољи ефекат у нижој концентрацији на HCT-116 ћелијама.  

На микрографијама је приказана експресија Fas-а под утицајем отрова пчеле и 

мелитина и у контролим SW-480 ћелијама (Слика 25). Анализом интензитета 

флуоресценце уочава се статистички значајно повећање експресије Fas рецептора у оба 

третмана (Графикон 18). Поређењем утицаја отрова пчеле и мелитина на експресију Fas 

рецептора, уочава се да је отров пчеле изазвао веће промене експресије овог рецептора у 

односу на мелитин.  

На Слици 26, приказана је експресија Fas рецептора на HT-29 ћелијама, под 

утицајем отрова пчеле и мелитина. Анализом микрографија, уочено је повећање нивоа 

експресије мембранског рецептора Fas, под утицајем отрова пчеле, у поређењу са 

нетретираним HT-29 ћелијама. Повећање је статистички значајно (Графикон 19). 

Мелитин, такође, утиче на статистички значајно повећање нивоа експресије овог 

параметра у ћелијама HT-29 (Графикон 19). 
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Слика 24. Интензитет протеинске експресије Fas рецептора у HCT-116 ћелијама, 24 h 

након деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. 

Микрографије су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су 

обојена плаво (DAPI боја), Fas рецептор је црвено обојен (секундарно антитело 

конјуговано са Cy3).  

 

 

Графикон 17. Ниво протеинске експресије Fas рецептора у HCT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Слика 25. Интензитет протеинске експресије Fas рецептора у SW-480 ћелијама, 24 h 

након деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. 

Микрографије су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су 

обојена плаво (DAPI боја), Fas рецептор је црвено обојен (секундарно антитело 

конјуговано са Cy3).  

 

 

Графикон 18. Ниво протеинске експресије Fas рецептора у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Слика 26. Интензитет протеинске експресије Fas рецептора у HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), Fas рецептор је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
 

 

Графикон 19. Ниво протеинске експресије Fas рецептора у  HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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L-аминокиселинске оксидазе доводе до значајних промена протеинске експресије 

Fas рецептора на ћелијским линијама карцинома дебелог црева. Резултати анализе 

интензитета флуоресценце на микрографијама HCT-116 ћелија (Слика 27), приказују 

статистички значајно повећање експресије Fas-а под утицајем  L-аминокиселинске 

оксидазе у односу на контролу (Графикон 20).  

На Слици 28, приказана је експресија Fas-а на SW-480 ћелијама, под утицајем L-

аминокиселинске оксидазе. Резултати анализе микрографија показују статистички 

значајно повећање експресије Fas рецептора под утицајем L-аминокиселинске оксидазе у 

односу на контролу, које је дозно зависно (Графикон 21).  

На HT-29 ћелијама, интензитет експресије Fas-а, под утицајем L-аминокиселинске 

оксидазе, приказан је на микрографијама (Слика 29), а анализа флуоресценце показала је 

статистички значајно повећање експресије Fas рецептора (Графикон 22).  

 

Слика 27. Микрографије протеинске експресије Fas рецептора у HCT-116 ћелијама, 24 h 

након деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. 

Микрографије су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су 

обојена плаво (DAPI боја), Fas рецептор је црвено обојен (секундарно антитело 

коњуговано са Cy3).  
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Графикон 20. Ниво протеинске експресије Fas рецептора у HCT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Слика 28. Микрографије протеинске експресије Fas рецептора у SW-480 ћелијама, 24 h 

након деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. 

Микрографије су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су 

обојена плаво (DAPI боја), Fas рецептор црвено обојен (секундарно антитело конјуговано 

са Cy3). 
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Графикон 21. Ниво протеинске експресије Fas рецептора у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 
 

Слика 29. Микрографије протеинске експресије Fas рецептора у HT-29 ћелијама, 24 h 

након деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. 

Микрографије су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су 

обојена плаво (DAPI боја), Fas рецептор је црвено обојен (секундарно антитело 

конјуговано са Cy3).  
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Графикон 22. Ниво протеинске експресије Fas рецептора у HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

3.2.2. Активност каспазе 8  

 Активност каспазе 8, као једне од иницијаторских каспаза спољашњег апоптотског 

пута, одређивана је колориметријском методом. Резултати показују да отров пчеле и 

мелитин изазивају статистички значајно повећање активности каспазе 8 у HCT-116 

ћелијама у односу на контролне ћелије. Значајне промене забележене су под утицајем 

отрова пчеле, и то дозно зависно (Графикон 23). 

Резултати добијени на SW-480 ћелијама, такође указују на повећање активности 

каспазе 8 у свим концентрацијама отрова пчеле у односу на контролу, док код мелитина 

долази до смањења активности каспазе 8 у нижој концентрацији (Графикон 24).  

На HT-29 ћелијама се под утицајем отрова пчеле и мелитина уочава значајно и 

дозно зависно повећава активност каспазе 8 у односу на контролу (Графикон 25). 
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Графикон 23. Активност каспазе 8 у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања отрова 

пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. * p < 0.05 у поређењу са 

нетретираним ћелијама. 
 

 

Графикон 24. Активност каспазе 8 у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним 

ћелијама. 
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Графикон 25. Активност каспазе 8 у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним 

ћелијама. 

Резултати су показали да L-аминокиселинска оксидаза доводи до повећања 

активности каспазе 8 у HCT-116 ћелијама, дозно зависно у односу на нетретиране ћелије 

(Графикон 26). 

 Резултати добијени на SW-480 ћелијама, такође показују дозно зависно повећање 

активности каспазе 8 под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, које није статистички 

значајно (Графикон 27). 

У НТ-29 ћелијама, под утицајем L-аминокиселинске оксидазе долази до 

статистички значајног повећања активности каспазе 8 у односу на контролне ћелије 

(Графикон 28). 

 
 

Графикон 26. Активност каспазе 8 у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. * p < 0.05 у поређењу са 

нетретираним ћелијама. 
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Графикон 27. Активност каспазе 8 у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. * p < 0.05 у поређењу са 

нетретираним ћелијама. 
 

 

Графикон 28. Активност каспазе 8 у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. * p < 0.05 у поређењу са 

нетретираним ћелијама. 

 

3.2.3. Протеинска експресија каспазе 9  

Протеинска експресија каспазе 9, иницијаторске каспазе унутрашњег апоптотског 

пута, под утицајем отрова пчеле и мелитина на HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелијама, 

праћена је имунофлуоресцентном методом, 24 h након деловања третмана. Експресија 

каспазе 9 у контролним и третираним HCT-116 ћелијама приказана је на микрографијама 

(Слика 30). Резултати квантификације интензитета флуоресценце указују на значајно 

повећање експресије каспазе 9 под утицајем отрова пчеле и мелитина у HCT-116 ћелијама, 

у поређењу са нетретираним ћелијама (Графикон 29). Под утицајем отрова пчеле на HCT-

116 ћелијама долази до дозно зависног повећања експресије каспазе 9, док код мелитина 

дозна зависност није јасна (Графикон 29).  
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На Слици 31, приказана је протеинска експресија каспазе 9 у контролним и 

третираним SW-480 ћелијама. Резултати квантификације флуоресценце показују да се 

услед утицаја отрова пчеле и мелитина уочава статистички значајно, дозно зависно 

повећање експресије каспазе 9, у односу на контролу (Графикон 30). 

Отров пчеле и мелитин на HT-29 ћелијама углавном доводе до смањењења 

протеинске експресије каспазе 9, што се јасно види на микрографијама (Слика 32). 

Смањење експресије каспазе 9 на HT-29 ћелијама је статистички значајно, осим у вишој 

концентрацији мелитина (Графикон 31).  

 

Слика 30. Интензитет протеинске експресије каспазе 9 у HCT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), каспаза 9 је зелено обојена (секундарно антитело конјуговано са Alexa488).  
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Графикон 29. Ниво протеинске експресије каспазе 9 у  HCT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Слика 31. Интензитет протеинске експресије каспазе 9 у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), каспаза 9 је зелено обојена (секундарно антитело конјуговано са Alexa488).  
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Графикон 30. Ниво протеинске експресије каспазе 9 у  SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 
 

Слика 32. Интензитет протеинске експресије каспазе 9 у HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), каспаза 9 је црвено обојена (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
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Графикон 31. Ниво протеинске експресије каспазе 9 у HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

 Резултати деловања L-аминокиселинске оксидазе на протеинску експресију каспазе 

9 у HCT-116 ћелијама показују статистички значајно и дозна зависно повећање у односу 

на контролне ћелије (Графикон 32), на основу анализе интензитета флуоресценце са 

микрографија (Слика 33).  

Резултати квантификације интензитета флуоресценце каспазе 9 на SW-480 

ћелијама под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, показују статистички значајно и 

дозно зависно повећање у односу на нетретиране ћелије (Слика 34, Графикон 33).  

На основу мерења интензитета флуоресценце са микрографија (Слика 35), уочено 

је да деловањем L-аминокиселинске оксидазе на HT-29 ћелије, долази до статистички 

значајног смањења протеинске експресије каспазе 9, у обе концентрације у односу на 

контролу (Графикон 34).  
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Слика 33. Интензитет протеинске експресије каспазе 9 у HCT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије 

су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), каспаза 9 је зелено обојена (секундарно антитело конјуговано са Alexa488).  
 

 

Графикон 32. Ниво протеинске експресије каспазе 9 у HCT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је програмом 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Слика 34. Интензитет протеинске експресије каспазе 9 у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије 

су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), каспаза 9 је зелено обојена (секундарно антитело конјуговано са Alexa488).  

 

 

Графикон 33. Ниво протеинске експресије каспазе 9 у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Слика 35. Интензитет протеинске експресије каспазе 9 у HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије 

су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), каспаза 9 је црвено обојена (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
 

 

Графикон 34. Ниво протеинске експресије каспазе 9 у HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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3.2.4. Експресија иРНК апоптотских гена  

 

 Утицај отрова пчеле, мелитина и L-аминокиселинске оксидазе на експресију иРНК 

гена укључених у процес апоптозе (Bax, Bcl-2, каспазе 8 и 9, ), на HCT-116, SW-480 и HT-

29 ћелијским линијама карцинома дебелог црева, испитиван је методом qPCR, 24 h након 

третмана. Под утицајем отрова пчеле, експресија иРНК Bax гена статистички значајно се 

повећава у HCT-116 и HT-29 ћелијама, док је у SW-480 ћелијама смањује. Експресија 

иРНК Bcl-2 гена под утицајем отрова пчеле је свуда смањена, осим у HT-29 ћелијама, где 

долази до статистички значајног повећања.  

Отров пчеле утиче на статистички значајно повећање иРНК експресије каспаза 8 гена у 

свим третираним ћелијама, у односу на контролу. Информациона РНК каспаза 9 гена је 

повећана у HCT-116 и SW-480  ћелијама, док је у HT-29 ћелијама смањена (Табела 9). 

 

Табела 9. Експресија иРНК гена укључених у процес апоптозе у HCT-116, SW-480 и HT-

29 ћелија, под утицајем отрова пчеле, 24 сата након третмана.  
 

                         Отров пчеле (µg/ml)  

  Bax Bcl-2 Каспаза 8 Каспаза 9 

 Kонтрола 1 1 1 1 

HCT-116 1 2.45±0.004* 0.13±0.001* 1.73±0.001* 1.87±0.001* 

 5 1.67±0.002* 0.04±0.001* 1.30±0.002* 1.88±0.001* 

SW-480 1 0.76±0.002* 0.01±0.001* 1.72±0.001* 1.55±0.002* 

 5 0.33±0.001* 0.06±0.001* 1.47±0.001* 1.10±0.001* 

HT-29 1 1.06±0.001 1.02±0.001 2.25±0.001* 0.95±0.002* 

 5 1.16±0.001* 1.78±0.005* 1.58±0.002* 0.65±0.001* 

Резултати су приказани као средња вредност два независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. Представљају експресију иРНК у циљном узорку, у 

односу на контролни узорак нормализован на референтни ген. Релативна експресија гена 

израчуната је по 2^(-∆ΔCt) обрасцу. 

 

 Резултати који су добијени испитивањем утицаја мелитина на гене укључене у 

процес апоптозе су такође значајни. Експресија иРНК Bax и Bcl-2 гена је под утицајем 

мелитина статистички значајно смањена у HCT-116 и SW-480 ћелијама, док је у HT-29 

повишена. Мелитин статистички значајно повећава експресију иРНК каспаза 8 гена у 

свим узорцима осим у вишој концентрацији мелитина на HCT-116 ћелијама. Експресија 

иРНК каспаза 9 гена је под утицајем мелитина значајно повећана у нижој концентрацији 

мелитина на SW-480 ћелијама, док је у осталим узорцима смањена (Табела 10).  
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Табела 10. Експресија иРНК гена укључених у процес апоптозе у HCT-116, SW-480 и HT-

29 ћелијама, под утицајем мелитина, 24 сата након третмана.  
 

                         Мелитин (µg/ml)  

  Bax Bcl-2 Каспаза 8 Каспаза 9 

 Kонтрола 1 1 1 1 

HCT-116 1 0.38±0.005* 0.73±0.005* 1.15±0.001* 1.06±0.002 

 5 0.28±0.002* 1.01±0.005 0.45±0.001* 0.47±0.002* 

SW-480 1 0.04±0.001* 0.56±0.005* 2.27±0.001* 2.14±0.001* 

 5 0.15±0.003* 0.08±0.001* 1.88±0.001* 0.66±0.001* 

HT-29 1 2.17±0.001* 4.99±0.002* 2.41±0.001* 0.01±0.001* 

 5 2.79±0.001* 23.75±0.001* 2.55±0.02* 0.43±0.001* 

Резултати су приказани као средња вредност два независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. Представљају експресију иРНК у циљном узорку, у 

односу на контролни узорак нормализован на референтни ген. Релативна експресија гена 

израчуната је по 2^(-∆ΔCt) обрасцу. 

 Експресија иРНК Bax гена, статистички значајно је повећана у свим испитиваним 

ћелијама третираним L-аминокиселинском оксидазом у односу на контролу. Резултати 

експресије иРНК Bcl-2 и каспаза 8 гена, приказују статистички значајно повећање ових 

гена у HCT-116 и SW-480 ћелијама, док је у HT-29 ћелијама снижена у односу на 

контролу. Експресија иРНК каспаза 9 гена, статистички значајно је снижена у HCT-116 

ћелијама, док је у SW-480 и HT-29 ћелијама повећана, изузев више концентрације L-

аминокиселинске оксидазе у HT-29 ћелијама (Табела 11). 

Табела 11. Експресија иРНК гена укључених у процес апоптозе у HCT-116, SW-480 и HT-

29 ћелија, под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, 24 сата након третмана.  
 

  L-аминокиселинска оксидаза (µg/ml)  

  Bax Bcl-2 Каспаза 8 Каспаза 9 

 Kонтрола 1 1 1 1 

HCT-116 1 3.53±0.001* 17.63±0.001* 6.23±0.05* 0.92±0.01* 

 5 2.06±0.001* 8.06±0.001* 2.79±0.01* 0.81±0.01* 

SW-480 1 2.66±0.001* 2.43±0.001* 3.55±0.02* 1.54±0.01* 

 5 3.07±0.001* 1.85±0.001* 2.91±0.01* 2.64±0.02* 

HT-29 1 1.45±0.001* 0.11±0.001* 0.50±0.01* 1.25±0.01* 

 5 1.58±0.001* 0.23±0.001* 0.74±0.03* 0.93±0.001* 

Резултати су приказани као средња вредност два независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. Представљају експресију иРНК у циљном узорку, у 

односу на контролни узорак нормализован на референтни ген. Релативна експресија гена 

израчуната је по 2^(-∆ΔCt) обрасцу. 
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4. Биотрансформација 

Ензими и мембрански транспортери укључени у процес биотрансформације отрова 

пчеле и мелитина у концентрацијама 1 и 5 µg/ml, и L-аминокиселинске оксидазе у 

концентрацијама 2 и 5 µg/ml у ћелијама карцинома дебелог црева (HCT-116, SW-480 и 

HT-29), праћени су имунофлуоресцентном и квантитативном PCR методом, 24 h након 

деловања третмана. Праћена је протеинска експресија П-гликопротеина 1, PGP1 и 

глутатион-ситетазе, GSS, као и експресија иРНК гена укључених у различите фазе процеса 

биотрансформације: CYP1A1 и CYP1B1 (енгл. Cytochrome P450 Family 1 Subfamily A and B, 

Member 1), GSTP1, MRP1 и MRP2), PGP1.  

4.1. Експресија PGP1  

Протеинска експресија PGP1, детектована је имунофлуоресцентном методом. 

Експресија PGP1 у HCT-116 ћелијама приказана је на микрографијама (Слика 36). 

Резултати квантификације интензитета флуоресценце са микрографија показују да је на 

HCT-116 ћелијама експресија PGP1 смањена под утицајем отрова пчеле и мелитина у 

односу на нетретиране ћелије. Отров пчеле и мелитин доводе до статистички значајног 

смањења експресије PGP1 у односу на контролу (Графикон 35). 

На Слици 37 приказана је експресија PGP1 у SW-480 контролним и ћелијама 

третираним отровом пчеле и мелитином. У SW-480 ћелијама, такође долази до 

статистички значајног смањења експресије PGP1 под утицајем ових третмана, у односу на 

контролне ћелије (Графикон 36). 

Протеинска експресија PGP1 на HT-29 ћелијама приказана је на микрографијама 

(Слика 38). Резултати квантификације интензитета флуоресценце PGP1 показују смањење 

експресије PGP1. Протеинска експресија PGP1 се статистички значајно смањује на HT-29 

ћелијама под утицајем оба третмана, у поређењу са контролом (Графикон 37). 
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Слика 36. Интензитет протеинске експресије PGP1 у HCT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), PGP1 је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  

 

 

 

Графикон 35. Ниво протеинске експресије PGP1 у HCT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни 

интензитет флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму 

ImageЈ. * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Слика 37. Интензитет протеинске експресије PGP1 у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), PGP1 је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
 

 

 

 

Графикон 36. Ниво протеинске експресије PGP1 у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања 

отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Слика 38. Интензитет протеинске експресије PGP1 у HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), PGP1 је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
 

 

 

Графикон 37. Ниво протеинске експресије PGP1 у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања 

отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Утицај L-аминокиселинске оксидазе на протеинску експресију PGP1 у HCT-116 

ћелије, видљив је на микрографијама (Слика 39). Експресија PGP1, смањује се 

статистички значајно у односу на нетретиране ћелије, при чему је присутна и дозна 

зависност (Графикон 38). 

Резултати анализе флуоресценце на SW-480 ћелијама добијени на основу 

микрографија (Слика 40), показују значајно смањење нивоа експресије PGP1 под утицајем 

L-аминокиселинске оксидазе у односу на нетретиране ћелије. Дозна зависност није 

забележена (Графикон 39). 

Резултати утицаја L-аминокиселинске оксидазе на експресију PGP1 у HT-29 

ћелијама (Слика 41), добијени на основу обраде флуоресценце са микрографија приказани 

су на Графикону 67. На HT-29 ћелијама под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, долази 

до статистички значајног повећања експресије PGP1 у нижој концентрацији овог 

третмана. Деловањем више концентрације L-аминокиселинске оксидазе, долази до 

значајног смањења нивоа PGP1 на HT-29 ћелијама у односу на контролу (Графикон 40). 

 

Слика 39. Интензитет протеинске експресије PGP1 у HСT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије 

су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), PGP1 је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
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Графикон 38. Ниво протеинске експресије PGP1 у HT-116 ћелијама, 24 h након деловања 

L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Слика 40. Интензитет протеинске експресије PGP1 у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије 

су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), PGP1је обојен црвено (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
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Графикон 39. Ниво протеинске експресије PGP1 у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања 

L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је програмом ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Слика 41. Интензитет протеинске експресије PGP1 у HT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије 

су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), PGP1је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
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Графикон 40. Ниво протеинске експресије PGP1 у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања 

L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

4.2. Експресија иРНК гена укључених у процес биотрансформације 

 Експресија иРНК гена укључених у процес биотрансформације испитивана је на 

ћелијским линијама карцинома дебелог црева под утицајем отрова пчеле, мелитина (1 и 5 

µg/ml) и L-аминокиселинске оксидазе (2 и 5 µg/ml), 24 h након деловања третмана. Под 

утицајем отрова пчеле, експресија иРНК гена CYP1A1, CYP1B1 и GSTP1 статистички 

значајно је смањена у HCT-116 и SW-480 ћелијама у односу на контролу, док је у HT-29 

ћелијама статистички значајно повећана. Отров пчеле утиче на статистички значајно 

повећање иРНК гена MRP1 у HCT-116 и SW-480 ћелијама у односу на контролу, док је у 

HT-29 ћелијама статистички значајно смањена. Експресија иРНК MRP2 гена је под 

утицајем отрова пчеле статистички значајно повећана у HCT-116, док је у SW-480 и HT-29 

ћелијама значајно смањена, у односу на контролу. Отров пчеле је изазвао статистички 

значајно повећање експресије иРНК PGP1 гена само у нижој концентрацији на HCT-116 

ћелијама, у односу на контролу, док је у свим осталим узорцима експресија иРНК PGP1 

гена статистички значајно смањена (Табела 12).  
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Табела 12. Експресија иРНК гена укључених у процес биотрансформације у HCT-116, 

SW-480 и HT-29 ћелија, под утицајем отрова пчеле, 24 сата након третмана. 

                                       Отров пчеле (µg/ml)    

  CYP1A1 CYP1B1 GSTP1 MRP1 MRP2 PGP1 

 К 1 1 1 1 1 1 

HCT-116 1 0.21±0.01* 0.60±0.001* 0.86±0.05* 1.82±0.02* 4.58±0.90* 12.21±0.01* 

 5 0.10±0.01* 1.04±0.001 0.53±0.02* 2.20±0.01* 3.63±0.50* 0.39±0.001* 

SW-480 1 0.01±0.001* 0.01±0.001 0.28±0.01* 1.52±0.001* 0.04±0.001* 0.84±0.002* 

 5 0.08±0.001* 0.01±0.001 0.13±0.01* 1.83±0.002* 0.19±0.01* 0.53±0.01* 

HT-29 1 4.99±0.05* 2.79±0.010* 1.44±0.001* 0.88±0.001* 0.04±0.001* 0.30±0.002* 

 5 20.53±0.04* 1.54±0.010* 1.69±0.02* 0.74±0.001* 1.32±0.01* 0.05±0.01* 

Резултати су приказани као средња вредност два независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. Представљају експресију иРНК у циљном узорку, у 

односу на контролни узорак нормализован на референтни ген. Релативна експресија гена 

израчуната је по 2^(-∆ΔCt) обрасцу. 

 

Мелитин такође утиче на промену експресије иРНК гена, најпре почетних фаза 

биотрансформације, али и мембранских транспортера. Под утицајем мелитина, генска 

експресија CYP1A1, CYP1B1 и GSTP1 значајно је смањена у HCT-116 и SW-480 ћелијама, 

у односу на контролу, док су у HT-29 ћелијама експресије ових гена значајно повећане. 

Експресија иРНК MRP1 гена је под утицајем мелитина статистички значајно повећана 

само у нижим концентрацијама мелитина на HCT-116 и SW-480 ћелијама. Под утицајем 

мелитина, експресија иРНК MRP2 гена статистички значајно је повећана у HCT-116 и HT-

29 ћелијама, док је у SW-480 ћелијама снижена. Експресија иРНК PGP1 гена статистички 

значајно је повећана само у HCT-116 ћелијама под утицајем мелитина, у односу на 

контролу (Табела 13).  

 

Табела 13. Експресија иРНК гена укључених у процес биотрансформације у HCT-116, 

SW-480 и HT-29 ћелија, под утицајем мелитина, 24 сата након третмана. 
 

                                          Мелитин (µg/ml)    

  CYP1A1 CYP1B1 GSTP1 MRP1 MRP2 PGP1 

 К 1 1 1 1 1 1 

HCT-116 1 0.69±0.015* 0.14±0.001* 0.70±0.005* 1.91±0.001* 5.89±0.005* 1.01±0.01 

 5 0.94±0.045 0.05±0.001* 0.51±0.005* 0.96±0.001 1.05±0.12 1.58±0.01* 

SW-480 1 0.01±0.003* 0.01±0.024* 0.03±0.001* 2.23±0.01* 0.02±0.005* 0.36±0.001* 

 5 0.05±0.02* 0.01±0.014* 0.08±0.005* 0.79±0.001* 0.06±0.001* 0.02±0.001* 

HT-29 1 8.00±0.02* 1.97±0.01* 3.94±0.05* 0.89±0.001* 4.20±0.01* 0.02±0.001* 

 5 14.03±0.05* 1.85±0.001* 5.58±0.01* 1.07±0.02 14.83±0.05* 0.01±0.001* 

Резултати су приказани као средња вредност два независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. Представљају експресију иРНК у циљном узорку, у 

односу на контролни узорак нормализован на референтни ген. Релативна експресија гена 

израчуната је по 2^(-∆ΔCt) обрасцу. 
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 Под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, експресија иРНК гена прве две фазе 

биотрансформације CYP1A1, CYP1B1 и GSTP1 је повећана у свим испитиваним ћелијским 

линијама у односу на контролу. Експресија иРНК MRP1 гена се у HCT-116 и SW-480 

ћелијама под утицајем ниже концентрације L-аминокиселинске оксидазе значајно 

смањује, док се у вишим незначајно повећава. Статистички значајно повећање експресије 

иРНК MRP1 гена је забележено у HT-29 ћелијама. Под утицајем L-аминокиселинске 

оксидазе, експресија иРНК MRP2 гена, повећана је статистички значајно у свим ћелијским 

линијама у односу на контролу. Експресија иРНК PGP1 гена, смањена је у свим ћелијама 

у односу на контролу осим у HCT-116 ћелијама, где је статистички значајно повећана 

(Табела 14). 

 

Табела 14. Експресија иРНК гена укључених у процес биотрансформације у HCT-116, 

SW-480 и HT-29 ћелија, под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, 24 сата након 

третмана. 
 

L-аминокиселинска оксидаза (µg/ml) 

  CYP1A1 CYP1B1 GSTP1 MRP1 MRP2 PGP1 

 К 1 1 1 1 1 1 

HCT-116 2 7.52±0,04* 2.43±0.01* 1.34±0.01* 0.37±0.001* 1.55±0.01* 15.89±0.90* 

 5 8.94±0.02* 4.59±0.001* 2.36±0.005* 1.05±0.001 1.91±0.01* 20.97±1.20* 

SW-480 2 1.01±0.001 1.02±0.0001 1.22±0.001* 0.90±0.001* 1.20±0.01* 0.30±0.001* 

 5 1.00±0.0001 1.71±0.001* 1.41±0.001* 1.06±0.001 1.42±0.01* 0.34±0.001* 

HT-29 2 3.32±0.02* 3.81±0.0001* 1.08±0.001 1.74±0.001* 1.32±0.01* 0.71±0.001* 

 5 2.35±0.01* 4.56±0.001* 1.02±0.001 1.56±0.001* 1.20±0.001* 0.65±0.001* 

Резултати су приказани као средња вредност два независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. Представљају експресију иРНК у циљном узорку, у 

односу на контролни узорак нормализован на референтни ген. Релативна експресија гена 

израчуната је по 2^(-∆ΔCt) обрасца. 

 

5. Параметри редокс статуса под утицајем третмана  

Утицаја отрова пчеле, мелитина и L-аминокиселинске оксидазе на циљане 

параметре редокс статуса праћен је помоћу колориметријских метода. Испитиване су 

промене концентрације супероксид анјон радикала (O2
.-), глутатиона (GSH) и 

малондиалдехида (MDA), 24 h након дејства наведених третмана на HCT-116, SW-480 и 

HT-29 ћелијским линијама. Резултати су изражени преко процената вијабилности ћелија 

(Табеле 1-6 у Прилогу). 

 

5.1. Концентрација супероксид-анјон радикала 

Концентрација O2
.- је одрађивана колориметријским NBT тестом. Под утицајем 

отрова пчеле долази до повећања концентрације O2
.- у HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелијама 

у односу на нетретиране ћелије (Графикони 41, 42 и 43). Повећање концентрације O2
.- је 

дозно зависно у свим испитиваним линијама, на шта указују коефицијенти корелације 

(Табела 19 у Прилогу).  
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Графикон 41. Концентрација O2
.- у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

 

Графикон 42. Концентрација O2
.- у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 43. Концентрација O2
.- у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

Под утицајем мелитина, концентрација O2
.- остаје непромењена код HCT-116 

ћелија у односу на нетретиране, контролне ћелије (Графикон 44).  

Концентрација O2
.- се статистички значајно повећава услед деловања мелитина на 

SW-480 ћелијама у односу на контролу (Графикон 45), дозно зависно (Табела 8 у 

Прилогу).  

 Концентрација O2
.- се статистички значајно смањује под утицајем мелитина на HT-

29 ћелијама у односу на контролне ћелије (Графикон 46). Присутно је дозно зависно 

смањење, што потврђује корелација (Табела 8 у Прилогу). 

 

 

Графикон 44. Концентрација O2
.- у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања мелитина (М). 

* p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 45. Концентрација O2
.- у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања мелитина (М). 

* p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 

Графикон 46. Концентрација O2
.- у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања мелитина (М). * 

p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 Под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, концентрација O2
.- на HCT-116, SW-

480 и HT-29 ћелијама се значајно повећава, у односу на контролне ћелије (Графикони 47, 

48 и 49). У свим линијама се у деловању третмана уочава дозна зависност, што потврђују 

коефицијенти корелације (Табела 8 у Прилогу).  
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Графикон 47. Концентрација O2
.- у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LААО). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 

Графикон 48. Концентрација O2
.- у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LААО). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 

Графикон 49. Концентрација O2
.- у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинксе оксидазе (LААО). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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 5.2. Концентрација глутатиона 

Глутатион (GSH) је компонента антиоксидативног заштитног система у ћелији и 

његова концентрација може да укаже на изложеност ћелија оксидативном стресу. 

Концентрација GSH je одређена спектрофотометријском методом. Резултати на HCT-116, 

SW-480 и HT-29 ћелијама показују да се концентрација GSH под утицајем отрова пчеле 

повећава дозно зависно у односу на контролу (Графикон 50, 51 и 52; Табела 8 у Прилогу). 

У ћелијама HT-29, ниво GSH је нижи у поређењу са HCT-116 и SW-480 ћелијама. 

(Графикон 52). 

 

Графикон 50. Концентрација GSH у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Графикон 51. Концентрација GSH у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 52. Концентрација GSH у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

Мелитин, у односу на отров пчеле изазива блаже промене у концентрацији GSH у 

третираним ћелијама у односу на нетретиране. Резултати на HCT-116 ћелијама показују 

статистички значајну промену у концентрацији GSH под утицајем мелитина, само у 

највишој концентрацији (Графикон 53). Без обзира на мале промене у концентрацији овог 

параметра, коефицијент корелације указује на дозну зависност (Табела 8 у Прилогу).  

У SW-480 ћелијама, повећање концентрације GSH у третираним ћелијама такође 

статистички значајно у односу на контролне ћелије под утицајем мелитина (Графикон 54). 

У HT-29 ћелијама под утицајем мелитина не долази до статистички значајних 

промена нивоа GSH у односу на контролне ћелије (Графикон 55). 

 

 

Графикон 53. Концентрација GSH у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања мелитина 

(М). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 54. Концентрација GSH у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања мелитина 

(М). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

 

Графикон 55. Концентрација GSH у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања мелитина (М). 

* p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, концентрација GSH се статистички 

значајно повећава у HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелијама, у односу на нетретиране ћелије 

(Графикони 56, 57 и 58). У деловању L-аминокиселинске оксидазе се на свим линијама 

уочава дозна зависност, што потврђују и коефицијенти корелације (Табела 8 у Прилогу). 
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Графикон 56. Концентрација GSH у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 

Графикон 57. Концентрација GSH у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 58. Концентрација GSH у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

5.3. Експресија GSS  

Протеинска експресија глутатион синтетазе (GSS) на ћелијским линијама 

карцинома дебелог црева рађена је имунофлуоресцентном микроскопском методом. 

Резултати квантификације интензитета флуоресценце на микрографијама (Слика 42), 

показали су да се код HСT-116 ћелија, под утицајем отрова пчеле и мелитина, статистички 

значајно смањује експресија GSS, у односу на нетретиране ћелије (Графикон 59). 

Резултати деловања отрова пчеле и мелитина на SW-480 ћелијама, добијени су на 

основу мерења флуоресценце на микрографијама (Слика 43). Експресија GSS у SW-480 

ћелијама под утицајем отрова пчеле, значајно се повећава у односу на нетретиране ћелије. 

Мелитин у SW-480 ћелијама доводи до смањене експресије GSS у нижој концентрацији, 

док је у вишој концентрацији мелитина, експресија GSS повећана у поређењу са 

контролом (Графикон 60). 

Резултати анализе микрографија HT-29 ћелија (Слика 44), показују да је ниво 

експресије GSS статистички значајно смањен у односу на нетретиране ћелије, под 

утицајем оба третмана (Графикон 61). 

 
Слика 42. Интензитет протеинске експресије GSS у HСT-29 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), GSS је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  

 



                                                                                              Резултати истраживања   

 

106 
 

 

Графикон 59. Ниво протеинске експресије GSS у HСT-116 ћелијама, 24 h након деловања 

отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 
Слика 43. Интензитет протеинске експресије GSS у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), GSS је црвена обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
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Графикон 60. Ниво протеинске експресије GSS у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања 

отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 
 

Слика 44. Интензитет протеинске експресије GSS у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања 

отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Микрографије су добијене 

на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI боја), GSS је 

црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
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Графикон 61. Ниво протеинске експресије GSS у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања 

отрова пчеле (ОП) и мелитина (М), концентрација 1 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

Резултати утицаја L-аминокиселинске оксидазе на експресију GSS у HCT-116 

ћелијама, квантификовани су на основу интензитета флуоресценце на микрографијама 

(Слика 45). Резултати указују на статистички значајно повећање нивоа експресије GSS у 

HCT-116 ћелијама, у односу на нетретиране ћелије. Повећање експресије је значајније у 

нижој концентрацији L-аминокиселинске оксидазе (Графикон 62). 

У SW-480 ћелијама долази до повећања експресије GSS под утицајем L-

аминокиселинске оксидазе у односу на контролне ћелије, што је уочљиво и на 

микрографијама (Слика 46), при чему је повећање статистички значајно (Графикон 63). 

Ниво експресије GSS у HТ-29 ћелијама под утицајем L-аминокиселинске оксидазе 

квантификован је на основу флуоресценце на микрографијама (Слика 47). Резултати су 

показали да је експресија GSS у HТ-29 ћелијама је статистички значајно повећана у нижој 

концентрацији L-аминокиселинске оксидазе, док у вишој концентрацији не долази до 

значајне промене у експресији овог протеина у поређењу са контролом (Графикон 64). 
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Слика 45. Интензитет протеинске експресије GSS у HT-116 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије 

су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), GSS је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  

 

 

Графикон 62. Ниво протеинске експресије GSS у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања 

L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Слика 46. Интензитет протеинске експресије GSS у SW-480 ћелијама, 24 h након 

деловања L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије 

су добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), GSS је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
 

 

Графикон 63. Ниво протеинске експресије GSS у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања 

L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Слика 47. Интензитет протеинске експресије GSS у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања 

L-аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Микрографије су 

добијене на флуоресцентном микроскопу, увећање 600х. Једра су обојена плаво (DAPI 

боја), GSS је црвено обојен (секундарно антитело конјуговано са Cy3).  
 

 

Графикон 64. Ниво протеинске експресије GSS у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO), концентрација 2 и 5 µg/ml. Релативни интензитет 

флуоресценце у контролним и третираним ћелијама мерен је у програму ImageЈ. * p < 0.05 

у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

5.4. Концентрација малодиалдехида 

Концентрација малондиалдехида (MDA) указује на оштећења липида мембране, 

која настају услед хроничног оксидативног стреса. Резултати показују да се на HCT-116 

ћелијама под утицајем отрова пчеле, статистички значајно смањује концентрација MDA у 

односу на контролне ћелије (Графикон 65). Смањење концентрације је дозно зависно 

(Табела 8 у Прилогу). 

Резултати концентрације MDA под утицајем отрова пчеле у SW-480 и HT-29 
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67). У деловању третмана се на обе ћелијске линије уочава дозна зависност, потврђена 

коефицијентима корелације (Табела 8 у Прилогу). 

 

Графикон 65. Концентрација MDA у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања отрова 

пчеле (ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 
Графикон 66. Концентрација MDA у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 67. Концентрација MDA у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања отрова пчеле 

(ОП). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 Под утицајем мелитина, на HCT-116 ћелијама долази до статистички значајног 

смањења концентрације MDA у односу на контролу, осим у концентрацији мелитина од 2 

µg/ml (Графикон 68). 

 На SW-480 и HT-29 ћелијама, концентрација MDA се статистички значајно 

повећава под утицајем мелитина у односу на контролу (Графикон 69). У деловању 

третмана на SW-480 ћелијама је присутна дозна зависност, док код HT-29 ћелија није, с 

обзиром на слабу корелацију (Графикон 70, Табела 19 у Прилогу). 
 

 

Графикон 68. Концентрација MDA у HCT-116, ћелијама, 24 h након деловања мелитина 

(М). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Графикон 69. Концентрација MDA у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања мелитина 

(М). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
 

 
Графикон 70. Концентрација MDA у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања мелитина (М). 

* p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

Под утицајем L-аминокиселинске оксидазе на HCT-116 ћелијама, долази до 

статистички значајног повећања концентрације MDA, у односу на контролне ћелије 

(Графикон 71). Повећање је дозно зависно, што је потврђено присуство корелације 

(Табела 8 у Прилогу). 

Резултати показују да се под утицајем L-аминокиселинске оксидазе, на SW-480 и 

HT-29 ћелијама концентрација MDA статистички значајно смањује у односу на 

нетретиране ћелије (Графикони 72 и 73). У деловању третмана се у случају обе ћелијске 

линије уочава дозно зависно смањење (Табела 8 у Прилогу). 
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Графикон 71. Концентрација MDA у HCT-116 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

 

Графикон 72. Концентрација MDA у SW-480 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

 

Графикон 73. Концентрација MDA у HT-29 ћелијама, 24 h након деловања L-

аминокиселинске оксидазе (LAAO). * p < 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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V ДИСКУСИЈА 
 

Малигне болести су један од водећих здравствених проблема и међу најчешћим су 

узроцима смртности у људској популацији без обзира на пол (Sung и сар., 2020). Повећана 

учесталост малигнитета изискује потребу за проналаском и применом адекватних 

медикамената, али поред тога, неопходно је радити на превенцији и подизању свести људи 

о овој проблематици. Тренутно се за лечење малигних болести користе углавном 

синтетски цитостатици који имају доста нежељених ефеката, често и неселективно 

дејство, па постоји стална потреба за испитивањима и употреби нових, адекватнијих 

агенаса (Piasek и сар., 2009; Pagani, 2010). Већ више од деценијe се огромнa материјална 

средства троше на испитивање нових и модификацију постојећих цитостатика, како због 

нежељених ефеката, тако и због све чешће појаве развоја резистенције малигних ћелија на 

терапију (Mills и сар., 2018). Појава резистенције је непредвидива и не може се са 

сигурношћу одредити када ће на ћелије неког организма престати ефекат лека. Малигно 

ткиво је састављено од различитих ћелија, које се по много чему разликују, па и по 

потенцијалу да развију резистенцију на цитостатик (Pauwels и сар., 2007). Потенцијал 

ћелија пореклом из дигестивног тракта је свакако велики, с обзиром на постојање 

такозване „урођене“ резистенције, због саме физиолошке улоге овог система органа. У 

физиолошким условима, ћелије дебелог црева имају висок ниво експресије молекула који 

су укључени у метаболизам ксенобиотика (Ranhotra и сар., 2016). Развој резистенције 

умногоме зависи од одбрамбеног, метаболичког механизма и самих туморских ћелија, али 

и од врсте цитостатика који се употребљава.  

Активне супстанце пореклом из природе, било да потичу од биљака, животиња или 

других организама, показале су доста успеха у терапији, као и потенцијал за 

превазилажење проблема који се тичу развоја резистенције. У бројним преклиничким и 

клиничким испитивањима антитуморског деловања на првом месту су биљке, односно из 

њих добијени екстракти, етарска уља и изоловане супстанце биљног порекла (Dajas, 2012; 

Harlev и сар., 2012; Al-Snafi  и сар., 2016; Milutinović и сар., 2019). Многе супстанце 

биљног порекла поседују изузетан антитуморски потенцијал и показале су цитотоксично, 

проапоптотско, антимиграторно, антиинвазивно, антиангиогено дејство, као и бројне 

друге ефекте на туморским ћелијским линијама, ткивима пацијената, in vitro и in vivo 

модел системима (Gan и сар., 2020; Lin сар., 2020). Заузимају посебно место и у развоју 

нових антитуморских лекова као четврта генeрација инхибитора П-гликопротеина, једног 

од главних молекула одговорних за развој резистенције на лек. Што се тиче супстанци 

пореклом из животиња, међу којима су и отрови, претежно се могу наћи у секретима 

разних врста. С обзиром на чињеницу да производи животињског порекла и њихова 

активна једињења имају неке позитивне и корисне ефекте у терапији малигних болести 

(Milutinović и сар., 2020; Roy и Bharadvaya, 2020), неопходно је поспешивање 

истраживања оваквих третмана. Пчелињи отров, као један од најчешће испитиваних 

отрова на пољу антитуморске терапије, има показана антитуморска својства (Gajski и 
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Garaj-Vrhovac, 2013; Gajski и сар., 2016), укључујући његове проапоптотске ефекте на 

ћелије карцинома дебелог црева код људи (Zheng и сар., 2015). Змијски отрови су мање 

проучавани због своје деструктивне активности на здравим ћелијама, па у литератури 

постоји далеко мање података о антитуморским својствима њихових компоненти. О 

отровницама из Србије, према нашим сазнањима, постоји свега пар литературних навода 

који говоре о антитуморском дејству фосфолипазе А2 и металопротеиназе пореклом из 

отрова врсте Vipera ammodytes (Rodrigues и сар., 2009; Leonardi и сар., 2014).  

У оквиру ове докторске дисертације испитиван је антитуморски потенцијал 

животињских отрова, отрова пчеле и отрова змије, и једињења пореклом из ових отрова. 

Коришћени модел системи за in vitro испитивања су ћелијске линије карцинома дебелог 

црева (HCT-116, SW-480 и HT-29). Проучавањем састава отрова и прегледом 

литературних података о активности појединачних једињења, направљен је одабир 

најадекватнијих чистих супстанци присутних у њима за даља испитивања и третмане. 

Мелитин води порекло из отрова пчеле, док је L-аминокиселинка оксидаза присутна у 

сваком змијском отрову, па и у отрову поскока (Vipera ammodytes).  

Састав отрова. Приликом анализе састава пчелињег и змијског отрова методом 

електрофоретског раздвајања протеина, детектовано је неколико значајних компоненти. 

Резултати анализа су показали да је најзаступљенија компонента пчелињег отрова, 

литички пептид – мелитин. Поред мелитина, у отрову су, на основу наших резултата, 

присутни и ензими фосфолипаза и хијалуронидаза. Литературни подаци указују на то да 

највећи допринос у деловању отрова пчеле има мелитин (Gajski и Garaj-Vrhovac, 2013; 

Ceremuga и сар., 2020). Поред мелитина, који се сматра литичким пептидом, издвојени 

протеини из отрова пчеле могу се поделити у групу ензима (фосфолипаза, хијалуронидаза 

и др.), пептида (апамин, веспид и др.) и малих молекула (допамин, ацетилхолин, 

серотонин и др.) (Ali, 2012).  

Анализом састава отрова змије, откривено је неколико мањих протеина, 

одговорних за постизање токсичног дејства отрова на плен. Протеини су из групе 

протеиназа (серин протеиназе и металопротеиназе), које синергистички доводе до 

хемотоксичности отрова поскока и припадају ензимским компонентама. По литератури, у 

састав отрова поскока улазе и L-аминокиселинске оксидазе, ензими који на непознат 

начин утичу на јачину отрова приликом уједа. Поред ензимских, постоје и неензимске 

компоненте, међу којима су најприсутнији  CRISPs (Gopčević и сар., 2021), који су, између 

осталих детектовани и у нашем узорку отрова. 

Цитотоксично дејство испитиваних третмана. Антитуморско дејство отрова 

пчеле, отрова змије, мелитина и L-аминокиселинке оксидазе на имортализованим 

ћелијским линијама карцинома дебелог црева HCT-116, SW-480 и HT-29, као погодним 

моделима за in vitro истраживања, испитивано је најпре са аспекта цитотоксичности. На 

основу добијених резултата, може се закључити да отров пчеле значајно утиче на 

смањење вијабилности HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија, што показују јако ниске IC50 

вредности (Табела 3). Мелитин, такође индукује значајно смањење вијабилности 

испитиваних ћелијских линија, с тим што је цитотоксични ефекат овог третмана слабији у 

односу на укупни отров пчеле. Укупном отрову пчеле, односно његовом јачем 
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цитотоксичном ефекту могу допринети и остале присутне компоненте (хијалуронидаза, 

фосфолипаза и др), међу којима може доћи до синергистичког деловања а самим тим и до 

појачавања цитотоксичног дејства (Zhou и сар., 2013; Zhou и сар., 2021). Међутим, 

постигнути цитотоксичнни ефекти мелитина, као појединачне компоненте отрова, указују 

да је управо он у великој мери заслужан за цитотоксично дејство отрова пчеле. Најмање 

осетљива ипитивана ћелијска линија на цитотоксичност отрова пчеле и мелитина је HT-29 

ћелијска линија, са IC50 вредностима изнад највише испитиване концентрације (Табела 3), 

која и према истраживањима других аутора представља отпорнији тип ћелија (Deng и сар., 

2014; Kim и сар., 2015). Цитотоксични третмани који се користе у антитуморској терапији, 

често су неселективни и у великом проценту убијају и здраве ћелије. Резултати на здравим 

кератиноцитима HaCaT, приказују значајно цитотоксично дејство отрова пчеле и 

мелитина само у највишим концентрацијама, што потврђују и IC50 вредности, које су веће 

од највише испитиване концентрације (10 µg/ml). Ово указује на селективно дејство 

мелитина, које је потврђено и другим литературним подацима (Pandey и сар., 2010; Shaw и 

сар., 2019). Цитотоксично деловање мелитина може се повезати са његoвим литичким 

својством и механизмом лизирања мембранског двослоjа. Као амфипатски спирални 

пептид, мелитин је у стању да се угради у фосфолипидни двослој, што доводи до 

нарушавања ћелијске мембране и до интензивне цитотоксичности (Ceremuga и сар., 2020). 

Афинитет мелитина према ћелијским мембранама, испољава се, између осталих и на 

ћелијама карцинома желуца (AGS) и дебелог црева (COLO205, HCT-15), на којима доводи 

до бубрења и стварања гранулација (Soliman и сар., 2019). Отров змије и L-

аминокиселинска оксидаза такође имају значајан утицај на смањење вијабилности HCT-

116, SW-480 и HT-29 ћелија. Цитотоксични ефекат представљен IC50 вредностима, указује 

на веома јаку цитотоксичност ових третмана (Табела 4). L-аминокиселинска оксидаза има 

блаже цитотоксично дејство у односу на укупни отров змије. С обзиром на присутност 

компоненти у отрову змије које имају протеолитичке функције, јако цитотоксично дејство 

змијског отрова није неочекивано (Chakrabarty и Sarkar, 2017). Са друге стране, L-

аминокиселинска оксидаза према литературним наводима, доводи до цитотоксичног 

дејства ремећењем редокс равнотеже и иницирањем продукције слободних кисеоничних 

радикла, а у највећој мери Н2О2 (Paloschi и сар., 2018). L-аминокиселинска оксидаза 

постиже јаче цитотоксичне ефекте након дужег времена излагања третману (72 h) на свим 

испитиваним ћелијама, што је значајно са аспекта развоја резистенције.  

Цитотоксичност свих испитиваних третмана се може окарактерисати као веома 

јака, поређењем са ефектима комерцијално доступног цитостатика 5-флуороурацила на 

HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелијама, на ком су добијене IC50 вредности  3.2, 10.07, и 10.00 

µM на HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелије, редом, након 72 сата од деловања (Ikehata и сар., 

2014). Поређењем постигнутих цитотоксичних ефеката испитиваних третмана на 

различитим ћелијским линијама пореклом из истог органа, уочава се да је HT-29 линија 

најмање осетљива. По неким ауторима, слабију осетљивост HT-29 линије на цитостатике 

повезују са високом експресијом микроРНК 21 (Deng и сар., 2013). До разлике у 

осетљивости на цитостатик могу да доведу и различити фенотипи на основу геномских 

нестабилности (Rodrigues и сар., 1990). У многим карциномима, укључујући и 

колоректални, дешава се хромозомска нестабилност (CIN) и микросателитска 

нестабилност MIN (Bhattacharyya и сар., 1994). Ћелијске линије SW-480 и HT-29 поседују 

CIN фенотип (Loeb, 1991; Camps, 2006), мутацију у p53 гену и очуван репарациони 
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механизам, док HCT-116 имају MIN фенотип, оне су p53 wild-type, и имају оштећен 

репарациони систем (Rodrigues и сар., 1990; Yao и сар., 2005; Howells и сар., 2007). Без 

обзира на фенотипске и генотипске разлике између HCT-116 и SW-480 линија, не уочава 

се јасна разлика у деловању испитиваних третмана на њих, већ подједнака осетљивост на 

испитиване третмане.  

Индуковање ћелијске смрти под утицајем испитиваних третмана. Механизам 

цитотоксичног деловања отрова пчеле, мелитина, отрова змије и L-аминокиселинске 

оксидазе на HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелијама, даље је испитиван одређивањем типа 

индуковане ћелијске смрти. Резултати су показали да отров пчеле, мелитин и L-

аминокиселинска оксидаза индукују апоптозу у свим испитиваним ћелијским линијама са 

минималним процентом некрозе, док отров змије доминантно индукује некрозу (Табеле 5, 

6, 7 и 8). Морфолошке промене настале на ћелијама под утицајем отрова пчеле, мелитина 

и L-аминокиселинске оксидазе одговарају стадијумима ране и касне апоптозе, с тим што 

су у времену детекције ћелије у раној апоптози заступљене у значајно већем проценту. Са 

друге стране, укупни отров змије је на испитиваним ћелијама изазвао типичне некротске 

промене. Најповољнији механизам деловања цитостатика, јесте индукција апоптозе, 

ограничене на појединачну ћелију и без ефеката на суседне ћелије и ткива. Појава некрозе 

у деловању било ког лека, па и цитостатика, сматра се његовим нежељеним ефектом, с 

обзиром на то да се на појаву некрозе надовезује јак имунски одговор (Sachet и сар., 2017). 

Некроза са собом носи и инфламацију, а инфламација ствара неповољне услове за 

деловање терапије, јер ствара добру микросредину за развој резистенције (Singh и сар., 

2019). С обзиром на то, антитуморски агенс који своје цитотксично дејство постиже 

индукцијом апоптозе, вредан је детаљнијих испитивања која би водила ка његовој 

употреби у терапији. Бројни литературни подаци показују проапоптотско дејство отрова 

пчеле и мелитина на ћелијама леукемије (Ceremuga и сар., 2020), затим хепатоцелуларног 

карцинома (Wang и сар., 2009), карцинома простате (Park и сар., 2011), и других. Са друге 

стране, за L-аминокиселинску оксидазу и механизме њеног проапоптотског деловања још 

увек је недовољно информација. С обзиром на доминантну појаву некрозе у деловању 

укупног отрова змије, даља испитивања молекуларних механизама апоптозе за њега нису 

рађена.  

Механизам апоптозе 

Молекули који су укључени у процес апоптозе су бројни, и могу се поделити на 

оне који учествују у реализацији спољашњег, и оне који припадају унутрашњем 

апоптотском путу. Да би се ближе одредио механизам проапоптотског деловања неког 

лека, могуће је пратити одговарајуће молекуле укључене у овај механизам, као 

потенцијалне мете за деловање терапије, било да ли је реч о супресији или стимулацији 

неког од њих. 

Отров пчеле. Различити молекули и лиганди могу покренути апоптозу везивањем 

за мембранске рецепторе смрти као што је Fas, чиме се покреће спољашњи апоптотски пут 

(Lee и сар., 2015). Отров пчеле индукује апоптозу тако што покреће спољашњи, 

рецепторима посредован апоптотски сигнални пут у све три испитиване ћелијске линије 

(HCT-116, SW-480 и HT-29). На то указују резултати повишене протеинске експресије Fas 
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рецептора. То показују и други литературни подаци (Zheng и сар. 2015). Наиме, 

најизраженије повећање експресије Fas рецептора је у SW-480 ћелијама, што је у 

корелацији са највећим процентом апоптозе у овој ћелијској линији. Сама по себи, 

повишена протеинска експресија Fas-а може да укаже, али није сигуран знак активације 

сигналног пута. Међутим, резултат повишене активности каспазе 8 јасно показују да је 

овај сигнални пут активиран. Активација мембранског рецептора условљава формирање 

DISC комплекса и активацију прокаспазе 8 у активну каспазу која појачава апоптотски 

сигнал и иницира дисталне молекуле спољашњег апоптотског пута, ефекторне каспазе, 

или пак појачава стимулус укључивањем и активацијом компоненти унутрашњег 

апоптотског пута (Ivanisenko и Lavrik, 2019). Резултати показују да је активност каспазе 8 

значајно повећана у HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелијама. Такође, испитивана генска 

експресија каспазе 8 под утицајем отрова пчеле, показује повећање експресије у свим 

ћелијама. На основу испитивања маркера унутрашњег апоптотског пута може се 

закључити да HCT-116 и SW-480 ћелије појачавају апоптотски сигнал укључивањем 

митохондрија и додатном активацијом унутрашњег апоптотског пута, што са HT-29 

ћелијама није случај. На активацију унутрашњег пута у HCT-116 ћелијама, указује 

повећање генске експресије проапоптотског гена Bax а смањење антиапоптотског гена 

Bcl-2. У SW-480 ћелијама, долази до смањења оба гена, при чему су вредности више за 

проапоптотски Bax ген (Табела 9). Код протеина из Bcl-2 фамилије најбитнији је баланс и 

интеракцијa на протеинском нивоу, због њихове хомодимеризације, али и међусобне 

хетеродимеризације. Протеински продукти ових гена су антагонисти, и од њихове 

равнотеже зависи да ли ће апоптотски сигнал бити појачан или утишан. Антиапоптотски 

протеини имају улогу да везивањем за проапоптотске блокирају њихову способност 

транслокације у митохондрије, чиме спречавају појачавање апоптотског сигнала (Huang и 

сар., 2019; Luo и сар., 2020). Ремећење митохондријалног мембранског потенцијала и 

излазак Cyt c из митохондрија доводи до активације каспазе 9 (Yuan и сар., 2010; Singh и 

сар., 2019). Резултати показују да се услед деловања отрова пчеле повећава експресија 

каспазе 9 на генском и протеинском нивоу, што указује на активацију унутрашњег 

апоптотског пута у HCT-116 и SW-480 ћелијама. Активиране иницијаторске каспазе 

спољашњег и унутрашњег пута доводе до активације ефекторних каспаза, одговорних за 

настанк морфолошких промена специфичних за процес апоптозе, детектованих методом 

АО/ЕБ. За разлику од HCT-116 и SW-480 ћелија, у HT-29 ћелијама не долази до 

укључивања унутрашњег пута, на шта указује снижена експресије каспазе 9. С обзиром да 

је покретање унутрашњег пута регулисано односом про и антиапоптотских сигнала, 

резултати генске експресије Bax и Bcl-2 указују да не долази до ремећења пермеабилности 

митохондријалне мембране, с обзиром да су у равнотежи. Генска експресија 

антиапоптотског Bcl-2 је у након третмана вишом концентрацијом отрова пчеле значајно 

повећана што је опет у складу са претходном тврдњом, али и са резултатом смањене 

протеинске експресије каспазе 9.  

Митохондрије су кључне органеле за реализацију апоптозе, али поред тога, оне су 

и место где се у ћелији генеришу ROS. Супероксид анјон радикал, као један од 

најпотентнијих ROS, има способност да повећа пермеабилност мембране митохондрија 

што води ка ослобађању Cyt c. Тако да се O2
.- сматра једним од унутарћелијских 

иницијатора унутрашњег апоптотског пута (Galadari и сар., 2017). Такође, O2
.- може 

утицати и на активацију унутрашњег пута јер има тенденцију спречавања формирања 
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комплекса DISC (Liou и Storz, 2010). Резултати су показали да се у испитиваним линијама 

карцинома дебелог црева јављају благе промена у испитиваним циљаним концентрацијама 

за апоптозу (1 и 5 µg/ml), док се значајнија повећања дешавају у вишим концентрацијама 

отрова пчеле (10 µg/ml), на којима апоптоза није испитивана. У HT-29 ћелијама, долази до 

најмањих промена редокс статуса у поређењу са друге две ћелијске линије, што корелише 

са њиховом најмањом осетљивошћу и најмањом појавом апоптозе под утицајем отрова 

пчеле. Резузлтати процене антиоксидативне заштите ћелије која се детектује мерењем 

нивоа GSH, указују на то да ниво оксидативног стреса у испитиваним ћелијама није висок. 

Глутатион је благо повишен у свим ћелијама, али најзначајније повећање уочено је у 

највишој концентрацији отрова пчеле и у складу је са повећањем O2
.-, што може указати на 

то да више концентрације третмана делују проксидативно и изазвају оксидативни стрес у 

испитиваним ћелијама. С обзиром на уску везу између поремећаја редокс равнотеже и 

оштећења мембранских липида, отров пчеле доводи до промена у концентрацији 

малониалдехида (MDA), индикатора мембранских оштећења. Отров пчеле у SW-480 и HT-

29 ћелијама доводи до повећања мембранских оштећења,на шта указује повећање 

концентрације MDA. Под утицајем ових третмана у HCT-116 ћелијама долази до смањења 

концентрације MDA, што потенцијално значи да се цитотоксичност у овим ћелијама не 

остварује посредством оштећења мембрана. 

Мелитин. На испитиваним ћелијским линијама карцинома дебелог црева, мелитин 

показује ефекте сличне отрову пчеле. На основу добијених резултата може се рећи да је за 

активност отрова пчеле заслужан мелитин. Незнатне разлике у ефектима ова два третмана, 

могу се приписати постојању других компоненти у отрову пчеле, које својом активношћу 

или синергистичким интеракцијама са другим компонентама могу појачати дејство 

отрова. Промене испитиваних параметара који објашњавају механизам апоптозе потврђују 

његово проапоптотско дејство, и у складу су са литературним наводима (Gajski и Garaj-

Vrhovac, 2013; Zarrinnahad и сар., 2018; Varpaei и сар., 2020; Zhou и сар., 2021). 

Протеинска експресија Fas рецептора се под утицајем мелитина повећава у свим 

испитиваним линијама, а најзначајније повећање је у SW-480 ћелијама. Овај резултат 

потврђује проапоптотско дејство и чињеницу да се апоптоза у овим ћелијама одвија 

спољашњим путем посредованим мембранским рецепторима. У складу са овим 

резултатом је и резултат повећане активности каспаза 8 протеина као и генске експресије 

каспазе 8, где такође долази до повећања у свим линијама (сем у вишој концентрацији на 

HCT-116), што указује на да мелитин утиче на активацију спољашњег апоптотског пута у 

свим испитиваним ћелијама карцинома дебелог црева. Индукција апоптозе спољашњим 

путем посредством мелитина је већ позната и наши резултати су у складу са литературним 

налазима за HCT-116 и SW-480 ћелијске линије (Zheng и сар., 2015). Једино у HCT-116 

ћелијама долази до смањења генске експресије каспазе 8, мада резултати активности 

каспазе 8 показују повећање, што свакако говори о активацији спољашњег пута у овој 

ћелијској линији.  Повећање протеинске експресије каспазе 9 указује и на активацију 

унутрашњег апоптотског пута у HCT-116 и SW-480 ћелијама. Резултати неподударања 

детектоване генске и протеинске експресије каспазе 9 у HCT-116 и SW-480 ћелијама се 

могу објаснити временом њихове детекције у експерименталним истраживањима. Наиме, 

24 сата након деловања третмана повишена експресија каспазе 9 је детектована на 

протеинском нивоу, што указује на потребу укључивања оба апоптотска пута као акутни 

одговор на третман. Експерименталном методом је показано да након 24 сата долази до 
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смањења генске експресије каспазе 9 и искључивања унуташњег апоптотског пута у 

деловању третмана. У прилог томе говоре и IC50 вредности, које су ниже на 24 сата, у 

односу на 72 када је сигнал за укључивање унутрашњег пута, гледајући генску експресију 

каспазе 9, могуће прекинут. У HCT-116 и SW-480 линијама долази и до смањења 

регулатора унутрашњег апоптотског пута, Bax и Bcl-2 гена. У литератури постоје подаци 

који говоре о способности мелитина да деполарише мембрану митохондрија и активира 

ефекторне каспазе (Ceremuga и сар., 2020). За разлику од HCT-116 и SW-480 ћелија, у HT-

29 ћелијама, долази до смањења каспазе 9 и на генском и на протеинском нивоу, до 

повећања проапоптотског гена Bax, али и до много значајнијег повећања антиапоптотског 

Bcl-2 гена. С обзиром на важност равнотеже између ових параметара, могуће је да долази 

до ремећења равнотеже, али у корист антиапоптотског протеина. Овај резултат указује на 

неактивност унутрашњег апоптотског пута у овој ћелијској линији. Резултати испитивања 

редокс зависне индукције апоптозе, у корелацији су са резултатима укупног отрова пчеле. 

Под утицајем мелитина долази до још блажих промена у концентрацији редокс 

параметара у свим тестираним ћелијским линијама него код укупног отрова пчеле. Ово 

указује да је механизам проапоптотског дејства мелитина редокс независтан и више везан 

за неке друге окидаче. Према литератури, липидни пероксиди се под утицајем мелитина 

могу образовати као последица његовог уласка у ћелије, јер долази до ремећења 

интегритета мембране. Наиме, пролазак мелитина кроз ћелијску мембрану доводи до 

повећане продукције MDA у ћелијској лнији меланома A375 и карцинома дојке MCF7 , у 

односу на ћелије које нису третиране (Shaw и сар., 2019). Ово може такође довести до 

повећања параметара липидне пероксидације у ћелијама, поред оксидативног стреса. То 

би могло објаснити повећања концентрације MDA у SW-480 и HT-29 ћелијама. 

L-аминокиселинска оксидаза. Према нашим сазнањима, у литератури постоји јако 

мало података о механизму проапоптотског деловања L-аминокиселинске оксидазе, на 

карциному дебелог црева (Zainal Abidin и сар., 2018). L-аминокиселинска оксидаза доводи 

до активације спољашњег апоптотског пута у свим испитиваним линијама карцинома 

дебелог црева (HCT-116, SW-480 и HT-29), с обзиром на значајно повећање протеинске 

експресије Fas рецептора и генске експресије каспазе 8, чија је активност такође 

повишена. Генска експресија каспазе 8 снижена је само у HT-29 ћелијама, међутим 

повећање активности протеина указују на активност спољашњег апоптотског пута. Јасне 

промене у одговарајућим маркерима унутрашњег апоптотског пута указују на његову 

активацију у SW-480 ћелијама, где је повећана генска експресија Bax и Bcl-2, у корист 

проапоптотског Bax-a, затим и протеинска и генска експресија каспазе 9. С обзиром да у 

SW-480 ћелијама повећање активности каспазе 8 није статистички значајно у односу на 

контролне ћелије, и упркос повећању протеинске експресије Fas-а може се закључити да је 

у овим ћелијама доминантно активиран унутрашњи апоптотски пут под утицајем L-

аминокиселинске оксидазе. У литератури постоји податак да L-аминокиселинска оксидаза 

пореклом из врсте змије Cryptelytrops purpureomaculatus, утиче на смањење 

антитапоптотског протеина и до активације ефекторне каспазе 3, на SW-480 и SW-620 

ћелијским линијама карцинома дебелог црева (Zainal Abidin и сар., 2018). У HCT-116 

ћелијама, резултати указују на велику предност антиапоптотског гена, те је могуће да 

долази до прекида сигнала, с обзиром на супресију каспазе 9 на генском нивоу. L-

аминокиселинска оксидаза показује значајну разлику у деловању на HT-29 ћелијама у 

односу на претходно објашњене третмане. Овај третман генерално доводи до промена на 
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митохондријама у HT-29 ћелијама, до повећања експресије проапоптског Bax, док је 

антиапоптотски Bcl-2 снижен и до повећања каспазе 9 на генском нивоу у нижој 

концентрацији, која још увек није детектована на протеинском нивоу.  

У случају овог третмана можемо говорити о редокс зависној индукцији апоптозе и 

оксидативном стресу као механизму одговорном за њено покретање. У литератури постоје 

подаци да је најчешћи механизам деловања L-аминокиселинских оксидаза, управо 

ремећење редокс равнотеже и повећање Н2О2 (Paloschi и сар., 2018). Повећање 

концентрације O2
.- у ћелијама третираним L-аминокиселинском оксидазом указују на 

њено прооксидативно дејство и иде у прилог претпоставци других аутора да је ремећење 

редокс равнотеже један од главних механизама деловања ових ензима (Paloschi и сар., 

2018). Повећањем концентрација O2
.-, L-аминокиселинска оксидаза умногоме доприноси 

индукцији апоптозе. Такође значајна повећања у нивоу GSH, указују да у случају 

деловања овог третмана долази до повећања нивоа оксидативног стреса, за разлику од 

претходних третмана.  Ово повећање глутатиона значи да долази до његове синтезе de 

novo и вероватно повећања и оксидоване форме. На основу резултата повећане протеинске 

експресије GSS, може се закључити да се у овим третманима глутатион de novo синтетише 

услед потребе да одбрани ћелије од оксидативног стреса. Протеин GSS је битан учесник у 

путу синтезе ћелијског GSH, јер каталише реакцију спајања γ-глутамилцистеин и глицина 

(Bansal и Simon, 2018). Са друге стране, GSH може да индукује апоптозу тако што његово 

трошење доводи до активације каспаза (Trachootham и сар., 2008), што је у складу са 

добијеним резултатима његове повишене концентрације под утицајем L-аминокиселинске 

оксидазе. Оксидативног стрес може довести до оштећења ћелија и ћелијских компоненти, 

као што су липиди у ћелијској мембрани (Avery, 2011). Концентрација малондиалдехида 

(MDA), значајно је повећана у ћелијама HCT-116 третираним L-аминокиселинске 

оксидазе, у поређењу са контролом, док није примећено код SW-480 и HT-29 ћелија, што 

указује да у њима нема оштећења мембране.  

 

Биотрансформација третмана и потенцијална употреба за превазилажење 

резистенције 

Метаболизам лекова у туморским ћелијама одређује даљу судбину антитуморских 

супстанци у смислу стварања мање или више токсичних једињења, која ће се задржати у 

ћелијама или бити елиминисана (Gao и сар., 2013; Housman и сар., 2014). У овој 

докторској дисертацији је за ћелије карцинома дебелог црева, третиране отровом пчеле, 

мелитином и L-аминокиселинском оксидазом, по први пут дат профил генске експресије 

одговарајућих ензима који учествују у метаболизму ксенобиотика и мембранских 

транспортера одговорних за њихову елиминацију. Генерално, промене у нивоима ових 

ензима и мембранских транспортера могу бити одговорне за појаву резистенције 

малигних ћелија.  

Отров пчеле. Експресија гена за ензиме укључене у процесе прве и друге фазе 

биотрансформације ксенобиотика, CYP1A1, CYP1B1, и GSTP1, значајно је смањена под 

утицајем отрова пчеле на HCT-116 и SW-480 ћелијама. Смањење ових параметара указује 

на чињеницу да не долази до значајне метаболичке обраде отрова пчеле, с обзиром да су 

по литератури CYP1A1 и CYP1B1 одговорни за оксидовање ксенобиотика (Katzung, 2018), 
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а GSTP1 за његово конјуговање са глутатионом (Bedford и сар., 2012). Поред тога, 

показано је да управо инхибиција ових ензима може бити терапијска мета, сходно томе да 

је њихова појачана активност један од кључних механизама туморских ћелија да развију 

резистенцију на цитостатик (Mansoori и сар., 2017; Bulus и сар., 2019). У том смислу могу 

бити употребљени као комбинована терапија са одоварајућим цитостатиком, са циљем 

инхибиције генске експресије ових ензима.  

На основу литературних података, у карциному дебелог црева постоји повећана 

експресија П-гликопротеина, а затим и протеина MRP1 и MRP2 (Berggren и сар., 2007). У 

нашим резултатима, повећање генске експресије АВС транспортера у HCT-116 ћелијама, 

MRP1 и MRP2, указује на могућност да се преко њихових протеинских продуката избацује 

ксенобиотик из HCT-116 ћелијa. У SW-480 ћелијама долази до повећања MRP1 а до 

смањења MRP2. Међутим, смањена експресија GSTP1, као и благе промене у нивоу GSH, 

указују да у овим ћелијама не долази до конјугације отрова са глутатионом, те могуће да 

се његово избацивање преко ових експортних пумпи не дешава, без обзира на повећање 

њихове генске експресије. Са друге стране, у HCT-116 и SW-480 ћелијама долази до 

значајног смањења генске и протеинске експресије PGP1, који има широку супстратну 

специфичност. Његова инхибиција је јако битна за потенцијално отклањање развоја 

резистенције. Заправо, све чешћа су истраживања нових супстанци пореклом из природе 

које ће деловати инхибиторно на PGP1, његове експресије и/или активности овог 

транспортера (Abdallah и сар., 2015).  

Са друге стране, отров пчеле показује другачије ефекте на HT-29 ћелије у смислу 

експресије испитиваних гена, што може бити узрок њихове слабије осетљивости на 

третман у поређењу са HCT-116 и SW-480 ћелијама. На основу резултата значајно 

повећане експресије гена CYP1A1, CYP1B1, и GSTP1, може се претпоставити да у њима 

долази до активног метаболисања овог третмана. Метаболисање ксенобиотика у ћелијама 

је процес којим могу настати слабији или јачи метаболити од почетне супстанце (Orhan и 

сар., 2021). Са тим у вези, могућ је настанак мање активних метаболита у HT-29 ћелијама, 

где се активне супстанце метаболизмом мењају и не испољавају свој максимални ефекат у 

односу на друге две ћелијске линије. Међутим, у HT-29 ћелијама долази до значајне 

супресије свих АВС транспортера, што указује на акумулацију метаболисаних супстанци 

отрова пчеле у овим ћелијама. Управо овај резултат даје могућост за употребу отрова 

пчеле као инхибитора АВС транспортера, који представљају главне елиминаторе 

цитостатика из туморских ћелија.  

Мелитин. Мелитин, као доминантна компонента отрова пчеле, показује јако 

сличне ефекте на испитиване гене као и сам отров. Разлици у деловању највероватније 

доприноси мешовити састав отрова. Мелитин, такође, доводи до смањења експресије 

метаболичких гена у HCT-116 и SW-480 ћелијама, што указује да не представља супстрат 

за деловање њихових протеинских продуката. Обзиром на инхибицију гена за ензиме прве 

фазе метаболизма, инхибиран је и ген за ензим из друге фазе - GSTP1, што све комплетно 

говори да нема конјугације метаболита мелитина са GSH. Због тога повећање генске 

експресије MRP1 (у обе линије у нижој концентрацији мелитина) и MRP2 (само у HCT-

116) вероватно не доводи до избацивања мелитина из ћелије. Снижена експресија PGP1 

гена у SW-480 и HT-29 представља значајан резултат у смислу могуће терапијске 
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примене.  Експресија PGP1 је повећана на генском нивоу само у HCT-116 ћелијама, али је 

на протеинском нивоу снижена, што може указати на задржавање третмана у овим 

ћелијама и испољавања његовог антитуморског дејства.  

У HT-29 ћелијама долази до активног метаболисања мелитина, с обзиром на 

значајно повећање свих метаболишућих гена (CYP1A1, CYP1B1, и GSTP1). Такође, 

значајно је повећан и MRP2 на генском нивоу што указује на могућност метаболисања и 

избацивања конјугата путем овог транспортера што објашњава слабију активност 

мелитина на овим ћелијама у поређењу са друге две ћелијске линије.  

L-аминокиселинска оксидаза. С обзиром на цитотоксични ефекат L-

аминокиселинске оксидазе, као и оксидативни стрес који изазива у ћелијама очекивано је 

да ће ћелије карцинома дебелог црева реаговати на третман  тако што активирају 

метаболичке ензиме и покушавају да се изборе избацивањем L-аминокиселинске оксидазе 

из ћелије. На активни метаболизам у свим тестираним ћелијама указују значајна повећања 

метаболичких гена CYP1A1, CYP1B1, и GSTP1, као и значајно повећање GSH у циљаним 

коцентрацијама (2 и 5 µg/ml). Повећање MRP2 у свим ћелијама указује на потенцијално 

избацивање L-аминокиселинске оксидазе као конјугата претходно метаболисаног 

једињења у првој фази биотрансформације, конјугованих са GSH уз помоћ GSTP1, чија је 

генска експресија такође повишена. Смањење експресије PGP1 на генском (осим у 

ћелијама HCT-116) и протеинском нову у свим ћелијама указује да L-аминокиселинска 

оксидаза није супстрат за PGP1 и последично на њену потенцијалну примену. Генерално 

смањење протеинске експресије PGP1 у SW-480 и НТ-29 ћелијама под утицајем L-

аминокиселинске оксидазе је добар резултат, у смислу њеног потенцијалног развоја као 

инхибитора овог мембранског транспортера и превазилажења резистенције, с обзиром да 

се овај транспортер највише доводи у везу са њеним развојем. 

Многе природне супстанце, углавном феноли из биљака, поседују ову способност, 

да смање експресију или активност ефлукс пумпи, које се могу користити за побољшање 

ефикасности цитостатика (Sjostedt и сар., 2017; Milutinović и сар., 2019). Прекомерна 

експресија метаболичких гена и мембранских транспортера у туморским ћелијама 

одговорна је за акумулацију, дистрибуцију и избацивање многих хемиотерапеутика 

(Akhdar и сар., 2012; Bukowski и сар., 2020). Без обзира на порекло из истог органа ових 

ћелијских линија, уочавају се различити профили, у смислу осетљивости и реаговања на 

третман, као и могућности развоја или спречавања настанка резистенције. Испитивани 

третмани имају добру основу да се детаљније испитају у овом правцу, који би довео до 

евентуалне примене ових једињења у комбинацији са одговарајућим цитостатицима. 

 



                                                                                                                             Закључци   

 

126 
 

 

 

 

VI ЗАКЉУЧЦИ  

На основу добијених резултата у оквиру ове докторске дисертације, могу се извести 

 

Општи закључци: 

 

 Испитивани третмани отрова пчеле (Apis meliffera) и отрова змије (Vipera 

ammodytes), као и мелитин (заступљен у отрову пчеле) и L-аминокиселинска 

оксидаза (заступљена у отрову змије), делују цитотоксично на ћелијске линије 

карцинома дебелог црева (HCT-116, SW-480 и HT-29). Ћелијска линија HT-29 је 

најмање осетљива на све третмане, у поређењу са друге две ћелијске линије 

пореклом из истог органа, HCT-116 и SW-480, које показују сличну осетљивост 

на испитиване третмане. Најбољу цитотоксичност на испитиваним линијама 

постигао је отров змије, као и L-аминокиселинска оксидаза. Испитивани 

третмани најмању цитотоксичност испољавају на здравим ћелијама (HaCaT), 

што указује на селективност у њиховом деловању. 

 

 Отров пчеле, мелитин и L-аминокиселинска оксидаза делују проапоптотски, што 

је добар резултат за потенцијалну примену и даље проучавање третмана обзиром 

да апоптоза представља жељени тип ћелијске смрти изазване третманом. Отров 

змије, за разлику од претходних третмана, цитотоксичне ефекте постиже 

изазивањем некрозе.  

 

 Отров пчеле и мелитин доводе до покретања спољашњег и унутрашњег пута 

апоптозе у HCT-116 и SW-480 ћелијама, док је у HT-29 ћелијама активиран само 

спољашњи апоптотски пут. L-аминокиселинска оксидаза изазива активацију и 

спољашњег и утрашњег апоптотског пута у све три испитиване ћелијске линије, 

док је у SW-480 ћелијама доминантано активиран унутрашњи апоптотски пут.  

 

 Отров пчеле и мелитин доводе до промена у концентрацији параметара редокс 

статуса, у зависности од коришћених концентрација, али су оне благе и нису 

пресудне у покретању апоптозе на испитиваним ћелијским линијама карцинома 

дебелог црева. За разлику од њих, L-аминокиселинска оксидаза показује 

прооксидативну активност и доводи до редокс зависне модулације процеса 

апоптозе.  

 

 Испитивани третмани показују значајне ефекте на експресију гена прве и друге 

фазе биотрансформације (CYP1A1, CYP1B1 и GSTP1) и на експресију АВС 
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транспортера на генском (PGP1, MRP1 и MRP2) и протеинском нивоу (PGP1), 

као молекула који играју важну улогу у метаболисању ксенобиотика у ћелијама, 

али и развоју резистенције туморских ћелија. Ефекти различитих третмана се 

међусобно разликују, а уочене су и разлике у одговорима на третмане међу 

ћелијским линијама. Добијени резултати инхибиторне активности на гене 

појединих фаза метаболисања лека даје значајан допринос за даља испитивања 

ових супстанци као потенцијалних инхибитора у појединачним или 

комбинованим третманима са одговарајућим цитостатицима.  

 

Специфични закључци: 

 

 Отров пчеле показује значајну цитотоксичност на испитиваним линијама 

карцинома дебелог црева, као и селективност обзиром на слабију 

цитотоксичност на здравим ћелијама у испитиваним концентрацијама. Отров 

пчеле показује проапототску активност, при чему се молекуларни механизми 

апоптозе разликују на HT-29 ћелијама, код којих је апоптоза активирана само 

преко спољашњег пута, које показују највећу стабилност у одржавању редокс 

равнотеже и самим тим најмању осетљивост на дејство третмана. Спољашњи 

апоптотски пут је активиран у све три ћелијске линије, на шта указује повишена 

експресија Fas рецептора на мембранама и повишена активност каспазе 8. 

Унутрашњи апоптотски пут је активиран у HCT-116 и SW-480 ћелијама, на шта 

указују промене у експресији гена из Bcl-2 фамилије и повишена експресија 

каспазе 9. Отров пчеле доводи до смањења метаболичких гена прве и друге фазе 

биотрансформације, као и PGP1 у испитиваним линијама, па је погодан за даља 

испитивања у смеру комбинованих третмана у циљу смањења ризика од појаве 

резистенције. 

 

 Мелитин испољава нешто блаже цитотоксично и проапоптотско дејство у 

односу на укупни отров, али је механизам деловања исти. Остале компоненте 

отрова доприносе јачем ефекту, али би се на основу резултата могло закључити 

да је за цитотксичну активност отрова заправо одговоран мелитин. Повољни 

резултати указују на то да је и мелитин, као чиста супстанца погодан за даља 

испитивања у  циљу превазилажењa проблема резистенције, обзиром да доводи 

до инхибиције метаболичких ензима, као и протеинске експресије PGP1 у HCT-

116 и SW-480 ћелијама.  

 

 L-аминокиселинска оксидаза показује најјачу временски зависну цитотоксичну и 

проапоптотску активност у поређењу са осталим третманима, али и слабију 

селективност. Механизам њихове проапоптотске активности је повезан са 

изазивањем оксидативног стреса у испитиваним ћелијама, за разлику од осталих 

третмана. У HT-29 ћелијама долази до промена на митоходнријама и активирања 

унутрашњег апоптотског пута, али су отпорније на дејство L-аминокиселинске 

оскидазе у поређењу са осталим линијама пореклом из карцинома дебелог црева. 

Експресија гена за метаболичке ензиме је повишена као одговор на третман, па 
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се може претпоставити да је L-аминокиселинска оскидаза супстрат за њихово 

деловање. Генерално постоји тренд смањења протеинске експресије PGP1, што 

овом третману даје могућност даљег испитивања као инхибитора експресије 

и/или активности ове пумпе. 

 

Коначан закључак: 

На основу добијених и дискутованих резултата у оквиру ове докторске дисертације, 

може се закључити да су животињски отрови и супстанце које улазе у њихов састав 

мало испитиване, а показују изузетан антитуморски потенцијал. Отров пчеле, 

мелитин и L-аминокиселинска оскидаза, као супстанце са јаким цитотоксичним 

активностима, које своју цитотоксичност постижу индукцијом апоптозе, 

представљају супстанце са високим потенцијалом за даље фазе испитивања. На 

примеру отрова змије, показана је и разликa у ефектима укупног отрова и 

појединачне супстанце (L-аминокиселинске оксидазе), што нам сугерише да отрове 

не треба занемарити због њихове токсичне природе, јер су извор многих 

компоненти са повољним биолошким ефектима и са великим потенцијалом у сврху 

лечења. Посебан значај добијених резултата се односи на инхибиторне ефекте 

експресије појединих гена за метаболичке ензиме и мембранске транспортере, као 

потенцијалне мете, обзиром да им се приписује главна улога у развоју резистенције 

туморских ћелија. Даља евалуација ових маркера, као и испитиваних третмана је 

посебно важна, обзиром да се велике наде полажу у супстанце природног порекла и 

њихов потенцијал у спречавању развоја резистенције тумора. 
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VIII ПРИЛОГ 
 

 

 

Табела 1. Проценат вијабилних HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија под утицајем отрова 

пчеле, 24 и 72 h од третмана. 

О
т
р

о
в

 п
ч

ел
е 

µ
g

/m
l HCT-116 SW-480 HT-29 

24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 

0.1 100.00±1.52 100.00±8.72 82.50±3.19* 85.12±5.61* 97.74±0.45 100.00±2.07 

1 83.59±1.52* 100.00±2.76 81.08±0.83* 87.56±3.17* 93.24±0.45* 100.00±0.42 

2 80.68±1.52* 93.58±2.75* 76.42±0.54* 79.26±2.19* 94.59±0.90* 100.00±0.01 

5 77.66±1.52* 54.13±10.09* 79.87±0.89* 67.56±0.24* 72.53±4.05* 100.00±0.83 

10 8.83±1.82* 34.41±1.38* 6.77±0.32* 10.49±1.22* 70.27±0.91* 100.00±0.83 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Табела 2. Проценат вијабилних HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија под утицајем мелитина, 

24 и 72 h од третмана. 

М
ел

и
т
и

н
 

µ
g

/m
l HCT-116 SW-480 HT-29 

24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 

0.1 100.00±9.49 100.00±0.25 100.00±0.01 100.00±0.05 100.00±0.05 100.00±0.10 

1 100.00±4.32 100.00±4.39 76.54±1.92* 74.25±0.25* 100.00±13.59 89.12±1.62* 

2 91.48±2.38* 92.64±0.23* 100.00±2.70 93.50±5.50* 100.00±6.79 90.93±0.20* 

5 82.18±0.77* 88.17±3.35* 90.77±1.54* 79.50±0.50* 100.00±3.40 96.98±3.03* 

10 81.42±1.54* 87.5±2.68* 36.16±1.54* 50.50±1.00* 81.56±7.76* 84.88±2.22* 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Табела 3. Проценат вијабилних HaCaT ћелија под утицајем отрова пчеле и мелитина, 24 и 

72 h од третмана. 
HaCaT 

О
т
р

о
в

 п
ч

ел
е 

µg/ml 24 h 72 h 

M
ел

и
т
и

н
 

µg/ml 24 h 72 h 

0.1 100.00±1.01 100.00±0.50 0.1 100.00±0.50 100.00±0.13 

1 83.76±4.27* 100.00±0.14 1 87.18±10.26* 100.00±0.21 

2 98.29±4.27 100.00±1.07 2 100.00±10.26 100.00±0.17 

5 100.00±1.28 100.00±0.17 5 96.16±3.85* 96.99±0.16* 

10 91.03±2.14* 68.42±1.11* 10 78.10±1.28* 57.89±0.03* 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Табела 4. Проценат вијабилних HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија под утицајем отрова 

змије, 24 и 72 h од третмана. 

О
т
р

о
в

 з
м

и
је

 µ
g
/m

l HCT-116 SW-480 HT-29 

24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 

0.1 100.00±11.70 100.00±0.94 45.38±2.31* 93.50±0.13* 78.83±2.25* 100.00±3.31 

1 100.00±4.90 79.85±0.24* 59.23±0.05* 87.50±0.14* 83.33±2.25* 80.99±1.65* 

2 11.66±0.56* 4.61±0.24* 23.08±0.03* 59.50±0.19* 76.13±1.36* 70.25±0.01* 

5 2.78±0.55* 0.99±0.03* 6.92±0.01* 1.50±0.006* 55.86±0.91* 7.03±0.42* 

10 2.66±0.33* 0.68±0.01* 1.54±0.03* 1.00±0.001* 19.37±0.45* 0.79±0.05* 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

Табела 5. Проценат вијабилних HCT-116, SW-480 и HT-29 ћелија под утицајем LAAO, 24 

и 72 h од третмана. 

L
A

A
O

 

µ
g

/m
l HCT-116 SW-480 HT-29 

24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h 

0.1 100.00±7.76 99.03±0.49 100.00±1.61 100.00±0.06 100.00±4.49 100.00±9.26 

1 100.00±0.87 38.78±3.17* 92.31±1.54* 96.00±2.50* 100.00±16.02 94.76±3.63* 

2 9.22±0.01* 0.70±0.07* 35.00±2.69* 12.25±0.75* 100.00±11.65 5.04±0.20* 

5 3.23±0.16* 0.52±0.03* 4.62±0.77* 3.25±0.25* 86.90±1.46* 8.87±2.02* 

10 2.59±0.86* 0.71±0.03* 4.62±0.10* 1.50±0.005* 4.37±0.49* 2.36±0.61* 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 
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Табела 6. Проценат вијабилних HaCaT ћелија под утицајем отрова змије и LAAO, 24 и 72 

h од третмана. 
HaCaT 

О
т
р

о
в

 з
м

и
је

 

µg/ml 24 h 72 h 

L
A

A
O

 

µg/ml 24 h 72 h 

0.1 100.00±1.67 100.00±3.40 0.1 100.00±4.93 100.00±2.43 

1 100.00±1.17 99.25±0.14 1 100.00±10.67 95.49±1.12* 

2 100.00±6.41 48.87±1.01* 2 97.01±2.14 60.90±1.50* 

5 61.11±2.14* 22.56±1.07* 5 85.05±2.14* 29.32±0.10* 

10 38.47±2.57* 9.02±0.05* 10 26.07±2.14* 11.28±0.05* 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. * p 

< 0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама. 

 

 

Табела 7. Коефицијенти Пирсонове корелације за цитотоксичност третмана, након 24 и 72 

сата.  
 

 

Ћелијске 

линије 

24 h 72 h 

Коефицијент (r) Опис корелације Коефицијент (r) Опис корелације 

О
т
р

о
в

 п
ч

ел
е HCT-116 -0.829* веома јака, негативна  -0.878* веома јака, негативна 

SW-480 -0.785 јака, негативна -0.855* веома јака, негативна 

HT-29 -0.907* веома јака, негативна / нема корелације 

HaCaT -0.241 слаба, негативна  -0.655 јака, негативна 

М
ел

и
т
и

н
 

HCT-116 -0.927** веома јака, негативна -0.931** веома јака, негативна 

SW-480 -0.688 јака, негативна -0.809 веома јака, негативна 

HT-29 -0.655 јака, негативна -0.706 јака, негативна 

HaCaT -0.637 јака, негативна -0.691 јака, негативна 

О
т
р

о
в

 з
м

и
је

 HCT-116 -0.895** веома јака, негативна  -0.920** веома јака, негативна  

SW-480 -0.929** веома јака, негативна -0.939** веома јака, негативна 

HT-29 -0.911** веома јака, негативна -0.936** веома јака, негативна 

HaCaT -0.843* веома јака, негативна -0.940** веома јака, негативна 

L
A

A
O

 

HCT-116 -0.891* веома јака, негативна -0.916* веома јака, негативна 

SW-480 -0.939** веома јака, негативна -0.907* веома јака, негативна 

HT-29 -0.722 јака, негативна -0.893* веома јака, негативна 

HaCaT -0.762 јака, негативна -0.950** веома јака, негативна 

Критеријуми за значајност корелације *р > 0.05; **р > 0.01 
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Табела 8. Коефицијенти Пирсонове корелације за утицај третмана на параметре редокс 

статуса, након 24 сата. 

2
4

 h
 Ћелијске 

линије 

O2
.- GSH MDA 

r Опис корелације r Опис корелације r Опис корелације 

О
т
р

о
в

 п
ч

е
л

е
 HCT-116 0.723*  јака, позитивна  0.731* јака, позитивна -0.913** веома јака, позитивна 

SW-480 0.718* јака, позитивна 0.719* јака, позитивна 0.756* јака, позитивна 

HT-29 0.925** веома јака, позитивна 0.959** веома јака, позитивна 0.780* јака, позитивна 

М
ел

и
т
и

н
 HCT-116 0.465 умерена, позитивна 0.888** веома јака, позитивна -0.132 веома слаба, негативна 

SW-480 0.704* јака, позитивна 0.648* јака, позитивна 0.799** јака, позитивна 

HT-29 -0.847** веома јака, негативна 0.658* јака, позитивна 0.231 слаба, позитивна 

L
A

A
O

 HCT-116 0.953* веома јака, позитивна 0.938* веома јака, позитивна 0.778** јака, позитивна 

SW-480 0.894* веома јака, позитивна 0.892* веома јака, позитивна -0.620 јака, негативна 

HT-29 0.711 јака, позитивна 0.719 јака, позитивна -0.893* веома јака, негативна 

Критеријуми за значајност корелације *р > 0.05; **р > 0.01 

 

 
Слика 1. Протеински профил отрова пчеле добијен методом електрофорезе на гелу; 0-

иницијални узорак, mwm- молекуларна тежина маркера, масе су у килодалтонима (kDa); а) 

неидентификовано; b) хијалуронидаза; c) фосфолипаза А; d) мелитин.  
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Слика 2. Протеински профил отрова змије добијен методом електрофорезе на гелу; 4.-

узорак отров змије концентрације 50 µg/ml, mwm- молекуларна тежина маркера, масе су у 

килодалтонима (kDa); а) металопротеиназе РII; b) металопротеиназе РI; c) серин 

протеазе/CRISPs. 
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ABC - ATP Binding Cassette 

AIC - Аpoptosis Inhibitory Сomplex 

AIF - Apoptosis Inducing Factor 

Apaf-1 - Apoptotic Рrotease Аctivation Factor-1 

APS – Ammonium Persulfate 

ATCC - American Type Culture Collection  

ATP - Adenosine Triphosphate 

Bcl-2 - B-cell Lymphoma 2 

BCRP - Breast Cancer Resistance Protein 

BH - Bcl-2 Нomology Domain 

Bid - BH3 Interacting-domain Death-agonist 

BSA - Bovine Serum Albumin 

CAD - Caspase Activated DNAse 

CARD - Caspase Activation and Recruitment Domain 

CEA - Carcinoembryonic Antigen 

CIMP - CpG Island MethylatorPhenotype 

CIN - Chromosomal Instability 

c-Jun - Cellular Ju-nanna 

CRISP - Cisteine-Rich Secretory Proteins  

CYP - Cytochrome P450 

Cyt c - Cytochrome С 

DAPI - Diamidino-2-Phenylindole 

DCC - Deleted in Colon Cancer 

DD - Death Domain 

DED - Death Effector Domain 

DISC - Death Inducing Signaling Complex 

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO - Dimethyl Sulfoxide  

DR - Dead Receptor 

DTNB - 5,5'-Dithiobis-(2-Nitrobenzoic Acid) 

EDTA – Ethylenediaminetetraacetic Acid 

ETC - Еlectron Тransport Сhain 

FAD - Flavin Adenine Dinucleotide 

FADD - Fas Asociated Death Domain Protein 

Fas - First Apoptosis Signal 

FasL - First Apoptosis Signal Ligand 

FBS - Fetal Bovine Serum 

FBXW7 - F-box/WD Repeat-Containing Protein 7 

GR - Glutathione Reductase 

GSH - Glutathione - γ-glutamyl-cysteinyl-glycine 

GSS - Glutathione Synthetase 



 

GSSG - Glutathione Disulfide 

GST - Glutathione S-transferase 

GS-X - ATP-dependent Glutathione S-conjugate Export Pump 

H2O2 - Hydrogen Peroxide 

HCA - Heterocyclic Amines 

HCl - Hydrochloric Acid 

HIF-1α - Hypoxia-Inducible Factor-1α 

HNC - Head and Neck Cancer 

HNPCC - Hereditary Non-Polyposis Colon Cancer 

IAPs - Inhibitor of Аpoptosis Рroteins 

ICAD - Caspase Activated DNAse Inhibitor 

KRAS - Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog 

LAAO - L-amino acid oxidase 

NH3 - Ammonia  

MDA - Malondialdehyde 

MIN - Microsatellite Instability 

MLH1 - MutL Homolog 1 

MOATs - Multispecific Organic Anion Transporters  

MRPs - Multidrug Resistance-Associated Proteins 

MSH2 - MutS Homolog 2 

MTT - Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 

NADPH - Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate 

NBT - Nitro Blue Tetrazolium 

NF-kB - Nuclear Factor Kappa-light-chaine B 

NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) - NF-kappaB  

NGF - Nerve Growth Factor 

Nrf2 - Nuclear (Erythroid-derived 2)-like Factor 2  
1O2 - Singlet oxygen  

O2
.- - Superoxide anion radical 

OH – Hydroxyl radical 

PAH - Polycyclic Aromatic Hydrocarbons 

PAPS - 3′-Phosphoadenosine 5′-Phosphosulfate 

PBS - Phosphate Buffer Saline 

PCR - Polymerase Chain Reaction 

PDGFRs - Platelet-Derived Growth Factors Receptors 

PDGFs - Platelet-Derived Growth Factors  

PGP1- Multidrug resistance related P-glycoprotein 

PLA2 - Phospholipase Isoenzymes  

POR - Сytochrome P450 Оxidoreductase 

PTEN - Phosphatase and TENsin Homolog 

RCS - Reactive Carbonyl Species 

RNS - Reactive Nitrogen Species 

ROO. - Peroxyl radical 



 

ROOH - Lipid hydroperoxide  

ROS - Reactive Oxygen Species 

RSeS - Reactive Selenium Species  

RSS - Reactive Sulfur Species 

SDS - Sodium Dodecyl Sulfate  

SMAC - Second Mitochondria-derived Activator of Caspase 

SMAD2, SMAD3, SMAD4 - Mothers Against Decapentaplegic Homologs 

SNACLEC - C-type lectins 

SPI - Serine Protease Inhibitors  

SSA- Sulfosalicylic Acid 

SVMP - Snake Venom Metalloproteinases 

SVSP - Snake Venom Serine-Proteinases  

TBA - Thiobarbituric Acid 

tBid - truncated Bid 

TCA - Trichloroacetic Acid 

TCF7L2 - Transcription Factor 7-`like 2 

TEMED - N′-Tetramethylethylenediamine   

TL - Trombin-like proteinases  

TNF - Tumor Necrosis Factor 

TRAIL - TNF Related Apoptosis Inducing Ligand 

TXN1, 2 - Thioredoxin 1, 2 

UGT - Uridine 5′-Diphosphate (UDP)-Glucuronosyl Transferases 

VDAC -Voltage-Dependent Anion Channel 

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor 

XIAP - X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein 

XME - Xenobiotic-Metabolizing Enzymes 

АPAF-1 - Apoptosis Protease Activating Factor-1 

mRNA - messenger RNA 

ММR - DNA mismatch repair genes  

МТТ - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

РРР - Penthose Phosphate Pathway 
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ABSTRACT
This study provides data about anticancer properties of bee venom and its dominant com-
pound, melittin on colorectal carcinoma cells (HCT-116 and SW-480) in regard to their proapop-
totic activity and expression of genes involved in biotransformation process. Based on results,
they are strong cytotoxins, where the melittin showed also selectivity against cancer cells com-
pared to normal, HaCat. They induce proapoptotic activity by affecting apoptosis signaling mol-
ecules (Fas receptors, caspase 9, and members of Bcl-2 family of proteins) and mainly suppress
expression of genes involved in their biotransformation, suggesting their ability to develop the
resistance of colorectal cancer cells.
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Introduction

Colorectal carcinoma most frequently occurs due to
malignant transformation of epithelial cells of the
gastrointestinal tract (Torre et al. 2015). At the molecu-
lar level, hereditary factors play a crucial role, followed
by diet, obesity, smoking, and physical activity (Anti�c
2014). Various genetic mutations of oncogenes and
tumor suppressor genes, especially the APC, KRAS, and
p53 genes as most prominent and together with epi-
genetic mutations are crucial molecular mechanisms
in colorectal carcinoma development (Guanti 2000).

The discovery and design of novel anticancer sub-
stances, especially of natural origin, that are less harm-
ful than the commercially available cytostatics and
development of targeted strategy to improve current
therapy are desirable. One of the strategies could be
induction of apoptosis due to activation of the exter-
nal, death receptor-mediated pathway, targeting the
specific caspases, by affecting the mitochondria and
regulators of mitochondria membranes permeability
such as members of Bcl-2 protein family, etc. (Mayer
and Oberbauer 2003). Although plants are considered
the most common resource of bioactive substances,
the accelerated research of new natural products
includes animal products as well (Gomes et al. 2010).

Bee venom is used in the treatment of different dis-
eases like rheumatoid arthritis and inflammatory dis-
eases due to its impact on various proinflammatory
molecules (Son et al. 2007). Anticancer effects of bee
venom were also investigated (Premratanachai and
Chanchao 2014). Their effectiveness is mainly medi-
ated by the induction of apoptosis via activation of
initiator and effector caspases and death receptor
expression, such as Fas (First apoptosis signal) (Lee
et al. 2015). Bee venom is a mixture of compounds
that have diverse effects individually (Bogdanov 2017).
Melittin, as a dominant constituent of bee venom,
induces apoptosis and eliminates tumor cells without
initiating an immune response (Zheng et al. 2015).
There are some literature data which confirm that
melittin leads to apoptosis by activating cell mem-
brane death receptors on the human ovarian cancer
cells SKOV3 and PA-1 (Jo et al. 2012) and significantly
reduces the level of mitochondrial potential and indu-
ces apoptosis in MCF-7 cells (Ip et al. 2008).

One of the most common problems in cancer ther-
apy is development of cancer cell resistance which
occurs through various mechanisms, like impossible
entry of the anticancer substance into the cell, their
biotransformation, increased efflux from the cell, abil-
ity of cancer cells to avoid apoptosis, and many others
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A B S T R A C T   

This study evaluated the potential of antitumor activity of snake venom from Vipera ammodytes and L-amino acid 
oxidase from Crotalus adamanteus on different colorectal cancer cell lines through determination of cytotoxic 
activity by MTT assay, pro-apoptotic activity by acridine orange/ethidium bromide staining, and concentrations 
of redox status parameters (superoxide, reduced glutathione, lipid peroxidation) by colorimetric methods. The 
expression of genes involved in the biotransformation process and metabolite efflux was determined by qPCR 
method, while protein expression of glutathione synthetase and P-glycoprotein were analysed by immunocyto-
chemistry. The analysis of cell death shows that snake venom dominantly leads cells to necrosis. Induction of 
apoptosis by L-amino acid oxidase was in correlation with oxidative disbalance in cancer cells. Gene expression 
profile of membrane transporters and CYP genes were different in each cell line and in correlation with their 
sensitivity of treatment. Our results show that L-amino acid oxidase from snake venom is a potent cytotoxic 
substance with pronounced pro-apoptotic activity. The inhibition of P-glycoprotein suggests that L-amino acid 
oxidase is a good substance for furter research of antitumor effect, with unexpressed potential for occurrence of 
drug resistance in vitro.   

1. Introduction 

There is an increased incidence of colorectal cancer globally, taking 
the third position in frequency ranking among the most common cancers 
according to the data of World Health Organization (Sung et al., 2020). 
The conventional treatment of this disease is demanding, and in addition 
to standard procedure requires the examination of new therapeutic 
agents. Recently, due to their numerous favourable pharmacological 
effects, additional therapies with substances of natural origin have 
proved to be excellent. Among them, animal products mainly from an-
imal venoms have been increasingly investigated (Roy and Bharadvaja, 
2020). 

Snake venom is a mixture of many substances with numerios side 
effects on humans; however, some of them can be useful. Nose-horned 
viper (Vipera ammodytes) is the most venomous snake in Europe (Lat-
inović et al., 2016). It belongs to the subfamily of Viperinae, charac-
terized by venoms, composed of a combination of neuro and chemo 

toxins (Latinović et al., 2016). It contains many active compounds 
mostly of protein structure such as proteinases, lipases, disintegrins, 
L-amino acid oxidases, and other molecules (Georgieva et al., 2008). 
L-amino acid oxidase is a flavoprotein, the enzyme that catalyzes 
oxidation of L-amino acids. On antitumor investigation, L-amino acid 
oxidases are only reported to induce apoptosis and disbalance of redox 
status in cancer cells by producing hydrogen peroxide (Izidoro et al., 
2014). Thus, they are a good starting point in preclinical testing of 
anticancer properties of snake venom, regardless of the fact that they are 
not a predominant component of the venom, with destructive effects on 
human cells (Du and Clemetson, 2002). 

In anticancer treatment, one of the main mechanism of action of 
natural products is their ability to induce apoptosis (Wang et al., 2018; 
Milutinović et al., 2019; Nikodijević et al., 2019). Cancer cells avoid 
apoptosis, which may be associated with the development of resistance 
to potential anticancer agents. Numerous intracellular mechanisms can 
lead to resistance such as avoiding apoptosis, biotransformation of drug, 
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