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Rezime 

 

Inaktivacija ćelija melanoma ĉoveka zraĉenjem jonima ugljenika: odreĊivanje 

radiobioloških parametara i analiza signalnih puteva ćelijske smrti 

 

Zraĉenje jonima ugljenika se koristi u terapiji razliĉitih malignih oboljenja poput 

tumora glave i vrata, baze lobanje, kancera pluća, jetre, prostate itd. Zahvaljujući 

fiziĉkim svojstvima jona ugljenika ova vrsta zraĉenja ima niz prednosti u poreĊenju sa 

konvencionalnom, kao i protonskom terapijom. Pokazala je efikasnost ĉak i u 

eliminaciji radio-rezistentnih tumora. Za razliku od konvencionalnog zraĉenja, zraĉenje 

jonima ugljenika karakteriše blagi porast relativne doze u funkciji dubine prostiranja, 

koji se završava naglim rastom do maksimuma doze, oznaĉenom kao Bragg-ov vrh. 

Dosadašnja in vitro istraţivanja na HTB140 ćelijskoj liniji melanoma ĉoveka su 

pokazala da su ove ćelije visoko radio-rezistentne na γ i protonsko zraĉenje. Iz tog 

razloga je ova ćelijska linija odabrana kao model sistem za praćenje anti-tumorskog 

efekta jona ugljenika. Ćelije u eksponencijalnoj fazi rasta su ozraĉene u tri pozicije duţ 

Bragg-ove krive, koje karakterišu vrednosti linearnog transfera energije (LET) od 84.7 

(pozicija A), 197.2 (pozicija B) i 382.4 keV/µm (pozicija C). Primenjene su doze od 2, 

4, 8, 12 i 16 Gy. Radio-osetljivost HTB140 ćelija na jone ugljenika je odreĊena pomoću 

radiobioloških parametara, preţivljavanja za dozu od 2 Gy (SF2) i relativne biološke 

efektivnosti za 2 Gy u odnosu na γ-zraĉenje (RBE(2 Gy, γ)). Antitumorski efekat jona 

ugljenika je praćen i na nivou ćelijske vijabilnosti i proliferativnog kapaciteta 48 h i 7 

dana nakon ozraĉivanja ćelija. U cilju boljeg razumevanja naĉina delovanja zraĉenja 

jonima ugljenika, u pozicijama B i C je ispitivana indukcija procesa apoptoze i promena 

u propagaciji ćelija kroz faze ćelijskog ciklusa 48 h nakon ozraĉivanja. U istim 

eksperimentalnim uslovima su praćene i promene na nivou molekula ukljuĉenih u 

proces apoptoze. 

Vrednosti SF2 u svim pozicijama zraĉenja jonima ugljenika ukazuju na veoma 

visok nivo radio-rezistentnosti HTB140 ćelija melanoma ĉoveka. Vrednosti RBE(2Gy, 

γ) ukazuju na jaĉu inaktivaciju jonima ugljenika u sve tri pozicije zraĉenja u odnosu na 



 

efekat γ zraka, kao i u odnosu na protonsko zraĉenje. TakoĊe je pokazano da je zraĉenje 

jonima ugljenika dovelo do znaĉajnog smanjenja vijabilnosti i proliferativne 

sposobnosti HTB140 ćelija melanoma ĉoveka nakon 48 h i 7 dana u svim ozraĉivenim 

uzorcima. Citofluorimetrijska analiza broja apoptotskih ćelija je ukazala  na sposobnost 

jona ugljenika da eliminišu rezistentne HTB140 ćelije indukcijom apoptoze, dok je 

analiza ćelijskog ciklusa  pokazala da u ozraĉenim uzorcima dolazi  do znaĉajnog 

povećanja broja HTB140 ćelija u G2 fazi. Rezultati ove studije ukazuju da je povećan 

broj apoptoskih ćelija praćen povećanjem nivoa proteina p53, kao i odnosa Bax/Bcl-2 u 

svim ozraĉenim uzorcima u obe pozicije zraĉenja, kako na nivou proteina, tako i na 

genskom nivou. Indukcija apoptoze kod HTB140 ćelija melanoma ĉoveka nakon 

zraĉenja jonima ugljenika potvrĊena je prisustvom PARP subjedinice od 89 kDa. U 

ozraĉenim uzorcima je detektovana povećana koliĉina proteina NFκB, dok nivo 

odgovarajuće iRNK nije promenjen pod delovanjem jona ugljenika.  

Radiobiološki parametri, odreĊeni na osnovu klonogenog preţivljavanja ćelija, 

kao i rezultati dobijeni praćenjem ćelijske vijabilnosti i proliferacije su pokazali da je 

najbolji efekat zraĉenja jonima ugljenika na HTB140 ćelije melanoma ĉoveka postignut 

u poziciji B gde vrednost LET-a iznosi 197 keV/µm. Inhibitorni efekat zraĉenja jonima 

ugljenika je ostvaren zaustavljanjem ćelija u G2 fazi ćelijskog ciklusa i indukcijom 

apoptoze.  

 

Kljuĉne reĉi: melanom ĉoveka, γ-zraĉenje, zraĉenje jonima ugljenika, 

klonogeno preţivljavanje, radiobiološki parametri, apoptoza, ćelijski ciklus. 

Nauĉna oblast: Biologija 

Uža nauĉna oblast: Radijaciona biologija  

UDK broj: 613.648.4:[616-006.81:576.36] (043.3) 

 



Abstract 

 

Inactivation of human melanoma cells by carbon ion radiation: evaluation of 

radiobiological parameteres and analysis of cell death signaling pathways 

 

Carbon ion radiation is used in the treatment of various malignancies such as 

tumors of head and neck, skull base, lung cancer, liver, prostate, etc. This type of 

radiation has many advantages as compared to conventional, as well as to proton 

therapy, due to its physical properties. It is efficient even in the elimination of radio-

resistant tumors. In contrast to conventional radiation, carbon ion radiation is 

characterized by a slow increase of relative dose with depth, followed by a rise to the 

dose maximum at the Bragg peak. 

Previous in vitro studies on HTB140 human melanoma cell line showed that 

these cells are highly radio-resistant to the γ and proton radiation. For this reason, this 

cell line was chosen as a model system for the monitoring of the antitumor effect of 

carbon ions. Exponentialy growing cells were irradiated at three positions along the 

Bragg curve, characterised by the linear energy transfer (LET) of 84.7 (position A), 

197.2 (position B) and 382.4 keV/μm (position C). The applied doses were 2, 4, 8, 12 

and 16 Gy. The radio-sensitivity of the HTB140 cells after carbon ion irradiation was 

estimated by the radiobiological parameters, the surviving fraction at 2 Gy (SF2), and 

the relative biological effectiveness at 2 Gy with respect to γ-rays (RBE(2Gy, γ)). The 

anti-tumor effect of carbon ions was analysed by cell viability and proliferative capacity 

48 h and 7 days after irradiation. In order to better understand the carbon ion action, 

induction of apoptosis and analysis of cell cycle arrests 48 h after irradiation were 

studied in the positions B and C. Changes in the expression of molecules involved in the 

regulation of apoptosis were analysed under the same experimental conditions.  

The obtained values of SF2 in all irradiation positions reveal rather high level of 

radio-resistance of HTB140 melanoma cells. RBE(2Gy, γ) values indicate significant 

level of carbon ion induced cell inactivation, throughout the whole Bragg curve, 

compared to γ rays, as well as to protons. Significant decrease of cell viability and 



 

proliferation capacity of HTB140 human melanoma cells is also shown 48 h and 7 days 

after irradiation. Number of apoptotic cells evaluated by flow cytometry suggest the 

ability of carbon ions to eliminate resistant HTB140 human melanoma cells by 

induction of apoptosis, while the analysis of cell cycle phase distribution show 

significant accumulation in G2 phase in irradiated samples. Results obtained in this 

study clearly indicate that the induction of apoptosis is caused by the increase of p53 

tumor suppressor protein and Bax/Bcl-2 ratio, both on protein and gene expression 

levels. Apoptotic cell death is confirmed by the cleavage of PARP protein and presence 

of 89 kDa cleaved product. Results obtained in this study show that level of NFκB 

transcription factor is increased while level of NFκB mRNA was not changed after 

carbon ion irradiation. 

Radiobiological parameters determined by analysis of cell survival, as well as 

the results obtained by cell viability and proliferation indicate that the best effect of 

carbon ion radiation on HTB140 human melanoma cells inactivation is obtained in the 

position B with LET of 197 keV/µm. The inhibitory effect of carbon ion irradiation is 

accomplished by G2 arrest of the cell cycle as well as by induction of apoptosis. 

 

Keywords: human melanoma, γ-rays, carbon ions, clonogenic survival, 

radiobiological parameters, apoptosis, cell cycle. 

Scientific field: Biology 

Scientific subfield: Radiation biology 

UDC number: 613.648.4:[616-006.81:576.36] (043.3) 

 

 



Skraćenice 

 

AIF  faktor indukcije apoptoze (eng. apoptosis inducing factor)  

APAF-1  faktor aktivacije apoptotskih proteaza 1 (eng. apoptotic protease 

activating factor 1)  

APS amonijum persulfat 

ARF eng. alternate open reading frame 

ATCC American Type Culture Collection 

Bax  eng. Bcl-2 associated X protein  

Bcl-2  eng. B-cell lymphoma 2  

bp bazni par 

BrdU 5-bromo-2-deoksiuridin 

BSA  albumin goveĊeg seruma (eng. bovine serum albumin) 

CDK ciklin zavisna kinaza (eng. cycline-dependant kinase) 

CDKN2A ciklin zavisni kinazni inhibitor 2A (eng. cycline-dependant kinase 

inhibitor 2A) 

cDNK komplementarna DNK (eng. complementary DNA) 

CNAO Centro Nazionale di Adroterapia Oncologica 

CT kompjuterizovana tomografija (eng. computed tomography) 

DEPC  dietilpirokarbonat  

DISC  engl. death-inducing signaling complex  

DNK dezoksiribonukleinska kiselina 

dNTP deoksiribonukleotid 

DOPA 3,4-dihidroksifenilalanin 

DSB dvolanĉani prekid (eng. double strand break) 

DTIC Dakarbazin 

DTT  ditiotreitol  

ECL eng. enhanced chemiluminescence 

EDTA etilendiamino-tetrasirćetna kiselina (eng. 

ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGTA  etilenglicerol-tetrasirćetna kiselina (eng. ethylene glycol tetraacetic 

acid)  



 

ELISA eng. enzyme-linked immunosorbent assay 

EndoG  endonukleza G 

FACS eng. Fluorescence Activated Cell Sorter 

FCS  fetalni teleći serum (eng. foetal calf serum) 

FDA  eng. Food and Drug Administration 

FM  Fotemustin 

GEANT4 GEometryANd Tracking 

HIBMC Hyogo Ion Beam Medical Center 

HIT  Heidelberg Ion-Beam Therapy Center 

HR homologna rekombinacija (eng. homologous recombination) 

HRP  peroksidaza iz rena (eng. horse-radish peroxidase) 

HRS hiper radio-osetljivost pri niskim dozama (eng. low-dose hyper 

radiosensitivity) 

IAEA-TRS International Atomic Energy Agency Technical Report Series 

IAPs proteini inhibitori apoptoze (eng. inhibitor of apoptosis proteins) 

IARC International Agency for Research on Cancer 

INFN – LNS Istituto Nazionale di Fisica Nucleare, Laboratori Nazionali del Sud 

INK4A eng. inhibitor of cyclin-dependent kinase 4 

iRNK informaciona ribonukleinska kiselina 

LET linearni transfer energije (eng. linear energy transfer) 

MAP eng. Mitogen Activated Protein Kinase 

MC1-R melanokortinski receptor 1 

Mdm2  eng. mouse double minute 2 homolog  

α-MSH  α-melanocitni stimulišući hormon (eng. α-melanocyte stimulating 

hormone) 

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid 

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

NFκB  nuklearni faktor kapa B (eng. nuclear factor kappa B)  

NHEJ nehomologna rekombinacija (eng. non-homologous end joining) 

NIRS National Institute of Radiological Sciences 

OER  eng. oxygen enhancement ratio 



 

PARP  Poli (ADP-ribozil) polimeraza (eng. poly (ADP ribose) polymerase) 

PBS fosfatno puferisani fiziološki rastvor (eng. phosphate buffer saline) 

PE  efikasnost zasejavanja (eng. plating efficiency) 

PI propidijum jodid 

PMMA Polymethyl mathacrylate 

PMSF  fenilmetilsulfonil fluorid  

PUMA  eng. p53 up-regulated modulator of apoptosis 

PVDF eng. polyvinylidence difluoride 

Rb retinoblastoma protein 

RBE relativna biološka efektivnost (eng. relative biological 

effectiveness) 

RHD Rel homologni domen (eng. Rel homology domain) 

RIP eng. receptor interacting protein kinase 

RNK ribonukleinska kiselina 

SDS natrijum dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate) 

SDS-PAGE elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u prisustvu deterdţenta 

natrijum dodecil sulfata (eng. Sodium Dodecyl Sulphate 

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 

SF frakcija preţivljavanja (eng. surviving fraction)  

SOBP proširen Bragg-ov vrh (eng. spread out Bragg peak) 

SRB sulforodamin B 

SSB jednolanĉani prekid (eng. single strand break) 

TCA  trihlorsirćetna kiselina (eng. trichloroacetic acid) 

TEMED  N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 

TNFR eng. tumor necrosis factor receptor 

TPS sistem za planiranje tretmana (eng. treatment planing system) 

UV ultraljubiĉasto (eng. ultraviolet) 
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Jelena J. Ţakula Doktorska disertacija 

UVOD 1 

1. UVOD 

1.1 ZRAĈENJE JONIMA UGLJENIKA 

1.1.1 Jonizujuće zraĉenje 

Jonizujuće zraĉenje predstavlja elektromagnetno (fotonsko) i ĉestiĉno zraĉenje 

koje ima dovoljno energije da pri prolasku kroz materiju izbaci elektrone iz atoma i tako 

formira jone. Ovaj proces se zove jonizacija. Tokom jonizacije ove ĉestice gube 

energiju duţ putanje kojom se kreću interagujući sa elektronima obliţnjih atoma (Hall i 

Giaccia, 2006). Intenzitet jonizacije se izraţava pomoću linearnog transfera energije 

(eng. linear energy transfer, LET). LET oznaĉava energiju koju razliĉite vrste ĉestica 

predaju po jedinici duţine materije kroz koju prolaze, a izraţava se u 

kiloelektronvoltima po mikrometru (keV/μm). Što je koliĉina apsorbovane energije 

veća, odnosno što je jonizacija u datom volumenu gušća, to će i nastala oštećenja biti 

izraţenija (Goodhead, 1994; Nikjoo et al., 2001). U odnosu na LET zraĉenje se moţe 

podeliti na zraĉenje niskog LET-a i zraĉenje visokog LET-a (Okayasu, 2012; Hall i 

Giaccia, 2006). U zraĉenje niskog LET-a spadaju X i γ zraci. Ovo zraĉenje dovodi do 

izolovanih oštećenja na molekulu DNK, jednolanĉanih (eng. single strand breaks, SSB) 

i dvolanĉanih (eng. double strand breaks, DSB) prekida kao i oštećenja baza. Većinu 

oštećenja nastalih nakon zraĉenja niskog LET-a ćelija moţe uspešno da popravi (Pouget 

et al., 2002; Asaithamby et al., 2011). Sa druge strane, zraĉenje visokog LET-a se 

odnosi na protone i druge jone, koji na DNK molekulu dovode uglavnom do DSB kao i 

grupisanih (eng. clustred), kompleksnih oštećenja. Ona se sastoje od dva i više 

pojedinaĉnih oštećenja (SSB, DSB, i oštećenja baza) na segmentu od 20 baznih parova 

DNK molekula. Ova oštećenja ćelija znatno teţe moţe da popravi (Jenner et al., 1993; 

Blaisdell et al., 2001; Sutherland et al., 2000; Kawata et al., 2004). Dvolanĉani prekidi, 

a naroĉito grupisana kompleksna oštećenja na molekulu DNK, su za ćeliju najĉešće 

letalni dogaĊaji (Hamada et al., 2010; Sage i Harrison, 2011).  



Jelena J. Ţakula Doktorska disertacija 

UVOD 2 

Kao kvantitativna mera zraĉenja definiše se fiziĉka doza koja predstavlja 

koliĉinu apsorbovane energije po jedinici mase tkiva, dok se biološka doza izraţava kao 

proizvod fiziĉke doze i relativne biološke efektivnosti (eng. relative biological 

effectiveness, RBE) (Paganetti et al., 1997). RBE(2Gy, γ) predstavlja odnos 

apsorbovane doze od 2 Gy referentnog zraĉenja (X ili γ zraĉenje) i apsorbovane doze 

analiziranog tipa zraĉenja koja izaziva isti nivo klonogenog preţivljavanja, odnosno 

izoefekat (Belli et al., 2000). Ova definicija RBE se najĉešće koristi u radiobiologiji. 

Osim toga, koristi se i definicija RBE(2Gy, γ), koja predstavlja odnos klonogenog 

preţivljavanja ispitivanog zraĉenja i γ zraĉenja za dozu 2 Gy, odnosno izodozni efekat 

(DeLaney i Kooy, 2008). RBE se moţe definisati i kao RBE10, RBE37 i RBE60 koje 

porede doze neophodne za redukovanje preţivljavanja na 10, 37 ili 60% (Aoki-Nakano 

et al., 2014; Howell et al., 1994; Matsumoto et al., 2014). Za izraĉunavanje RBE za 

male doze zraĉenja koristi se RBEα, koji predstavlja koliĉnik α parametara (parametar 

fitovanja koji definiše poĉetni nagib krive), za krive preţivljavanja ispitivanog i γ 

zraĉenja (Paganetti et al., 1997). Pored toga biološki parametri za izraĉunavanje RBE 

mogu biti formiranje DSB i fosforilacija histona H2AX (Belli et al., 2000; Depuydt et 

al., 2013), formiranje mikronukleusa (Groesser et al., 2007; Schmid et al., 2010), 

indukcija apoptoze (Lee et al., 2008; Al-Jahdari et al., 2009), itd. RBE odreĊenog tipa 

zraĉenja zavisi od vrste ĉestice i njene energije (Belli et al., 1998), doze (Wouters et al., 

1996), tipa ćelije ili tkiva koje se ozraĉuje (Paganetti et al., 2002). Vrednost RBE raste 

sa porastom LET-a, ali samo do odreĊene granice. Kod jona ugljenika RBE dostiţe 

maksimalnu vrednost pri LET-u od oko 200 keV/µm (Ando et al., 2005; Fokas et al., 

2009; Weber i Kraft, 2009; Okayasu, 2012). OdreĊivanje RBE za odreĊeni tip zraĉenja, 

je veoma bitno za radioterapiju, jer predstavlja relativnu meru sposobnosti tog tipa 

zraĉenja, u odnosu na referentno konvencionalno zraĉenje (npr. γ zraĉenje) da inaktivira 

ćelije (Krämer et al., 2003). 

X i γ zraci, odnosno fotoni, se već decenijama koriste u terapiji malignih tumora 

i smatraju se konvencionalnom radioterapijom (Baskar et al., 2012).  

Rutherford je 1919. godine prvi ukazao na postojanje protona i time zapoĉeo 

studije razliĉitih formi jonizujućeg zraĉenja koje se sastoje od naelektrisanih ĉestica. 

Ove ĉestice obuhvataju protone (atomi vodonika kojima je oduzet jedan elektron), α 

ĉestice (jezgra helijuma) i teţe ĉestice visoke energije, kao što su na primer joni litijuma 
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(
7
Li), bora (

11
B), ugljenika (

12
C), gvoţĊa (

56
Fe), itd. (Allen et al., 2011).  

1.1.2 Fiziĉke osobine jonizujućeg zraĉenja 

Osnovne osobine razliĉitih tipova jonizujućeg zraĉenja se mogu ilustrovati na 

osnovu distribucije doze u funkciji dubine u vodi (Slika 1). Konvencionalno zraĉenje 

karakteriše brzi porast i postizanje maksimuma doze na relativno malim dubinama, 

praćen eksponencijalnim opadanjem doze sa povećanjem dubine. Boĉno rasejanje koje 

karakteriše ovo zraĉenje je veliko što u praksi dovodi do oštećenja okolnog zdravog 

tkiva (Ohno, 2013). Za razliku od konvencionalnog zraĉenja, zraĉenje protonima i teţim 

jonima karakteriše blagi porast doze u funkciji dubine prostiranja, koji predstavlja plato, 

praćen naglim usponom do maksimuma doze, koji je oznaĉen kao Bragg-ov vrh (eng. 

Bragg peak) (Chu et al., 1993) (Slika 1). Iza Bragg-ovog vrha kod protona dolazi do 

 

Slika 1. PoreĊenje distribucije doze za fotone, protone i jone ugljenika (Fukumura et 

al., 2009). 

naglog pada doze na nulu, dok kod jona ugljenika doza pada, ali ne na nulu, već stvara 

takozvani dozni rep. Ova pojava je posledica fragmentacije jona ugljenika na ĉestice sa 
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manjim atomskim brojem, kao što su protoni, α ĉestice, litijum, bor, berilijum, itd. 

(Tsujii i Kamada, 2012). Odnos doze u Bragg-ovom vrhu i ulaznom regionu je veći za 

jone ugljenika u poreĊenju sa lakšim jonima (Jäkel et al., 2001). Zahvaljujući ovakvim 

karakteristikama Bragg-ove krive u celini, joni ugljenika minimalno oštećuju okolno 

tkivo. Zraĉenje jonima ugljenika karakteriše 3 puta manje boĉno rasejanje od 

protonskog zraĉenja, kao i u odnosu na ostale lakše jone od ugljenika (Amaldi i Kraft, 

2005). TakoĊe, parametar OER (eng. oxygen enhancement ratio), koji se definiše kao 

odnos doza potrebnih da proizvedu isti biološki efekat pod anoksiĉnim i aerobnim 

uslovima, je redukovan kod zraĉenja jonima ugljenika što omogućava efikasniji tretman 

hipoksiĉnih tumora (Remmes et al., 2011). 

Bragg-ov vrh je veoma uzak, tako da za potrebe terapije malignih tumora mora 

biti modifikovan, odnosno proširen. Proširenje se postiţe serijskim smanjivanjem 

energije jona koje dovodi do preklapanja, odnosno superpozicije brojnih 

monoenergetskih Bragg-ovih krivih koje imaju bliske energije (Slika 2). Tako nastali 

proširen Bragg-ov vrh (eng. spread out Bragg peak, SOBP) omogućava da cela 

zapremina tumora bude izloţen uniformnoj dozi zraĉenja (Kanai et al., 1997). Proširen 

Bragg-ov vrh karakterišu veće vrednosti LET-a u odnosu na plato, kao i postojanje 

gradijenta rasta LET-a duţ samog SOBP u pravcu dometa ĉestica (Bettega et al., 2000; 

Petrović et al., 2010).  

 

Slika 2. Prošireni Bragg-ov vrh (Chu et al., 1993). 
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RBE terapijskog protonskog zraĉenja je u opsegu od 1.1 do 1.2, a u 

eksperimentima sa ćelijskim linijama dostiţe vrednosti do oko 7 (Paganetti et al., 2002; 

Petrović et al., 2010). Zraĉenje jonima ugljenika u terapijskoj primeni karakteriše RBE 

od 2 do 3, dok su u eksperimentalnim istraţivanjima vrednosti RBE od 2 do 9.6 (Suzuki 

et al., 2000; Tsujii et al., 2007; Belli et al., 2008; Beuve et al., 2008; Hamada et al., 

2008; Ando i Kase, 2009; Frese et al., 2012). Veća vrednost RBE predstavlja glavnu 

prednost zraĉenja jonima ugljenika u odnosu na konvencionalno zraĉenje i terapiju 

protonima. Osim toga, nakon primene ovog tipa zraĉenja znatno je manja popravka 

oštećenja u molekulima DNK, kao i mogućnost regeneracije tumorskog tkiva (Tsujii i 

Kamada, 2012). 

Razlike u RBE izmeĊu fotona, protona i jona ugljenika potiĉu od razlika u 

jonizacionim putanjama koje ih karakterišu. U poreĊenju sa fotonima, snopove ĉestica 

karakteriše veća gustina jonizacije duţ putanje kojom se kreću, što dovodi do znaĉajnih 

oštećenja na DNK molekulima koja se teško ili uopšte ne mogu popraviti (Slika 3) 

(Goodhead, 1994; Goodhead, 1999; Kraft et al., 1992). Broj i prostorna raspodela DSB  

 

Slika 3. Strukture putanja X zraka, protona i jona ugljenika i oštećenja do kojih dovode 

na molekulu DNK (Murakami, 2012, www.phys.cts.ntu.edu.tw). 

http://www.phys.cts.ntu.edu.tw/
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zavise od vrste jona i deponovane energije. Snopovi jona imaju kompleksne putanje 

koje karakteriše deponovanje energije ne samo duţ primarne putanje jona, već i 

radijalno oko nje. Ovo je posledica „δ zraka“, tj. sekundarnih elektrona visoke energije 

koji mogu da prelaze rastojanja od nekoliko desetina mikrometara u biološkim 

sistemima (Fokas et al., 2009; Ballarini et al., 2008). Distribucija elektrona duţ putanje 

je razliĉita meĊu snopovima jona sa razliĉitim atomskim brojevima i energijama 

(Weyrather i Kraft, 2004). 

1.1.3 Terapija jonima ugljenika 

Opisane prednosti jona ugljenika u poreĊenju sa konvencionalnim X ili  

zraĉenjem, kao i zraĉenjem protonima, omogućavaju predavanje veće doze i bolji 

terapeutski efekat u tretmanu tumora koji se nalaze dublje u telu, uz istovremeno 

smanjenje doze i toksiĉnosti za okolno zdravo tkivo (Slika 4). 

 

 

Slika 4. Distribucija doze X-zraka i jona ugljenika u tkivu (Ohno, 2013). 
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Sistem za planiranje tretmana (eng. treatment planing system, TPS) je softver u 

kojem se planiranje zraĉenja izvodi na osnovu serije preseka kompjuterizovane 

tomografije (eng. computed tomography, CT) na kojima je moguće precizno definisanje 

kontura tumora i riziĉnih organa. Rekonstrukcijom ovih CT preseka zapravo se dobija 

trodimenzionalni anatomski model pacijenta koji sluţi kao osnova za precizno 

planiranje zraĉenja. Da bi se postiglo precizno usmeravanje snopa zraĉenja ka tumoru i 

ujedno iskljuĉilo ozraĉivanje okolnog zdravog tkiva neophodno je da poloţaj pacijenta 

bude precizno definisan i stabilan tokom snimanja CT i trajanja tretmana. Za 

pozicioniranje i imobilizaciju pacijenta koriste se razni imobilizacioni sistemi koji se 

prilagoĊavaju svakom pacijentu. TPS medicinskim fiziĉarima omogućava simulaciju 

geometrijskih odnosa izmeĊu ciljane zapremine, riziĉnih organa i snopova zraĉenja na 

osnovu kojih se definiše geometrija snopa zraĉenja. Na osnovu propisane doze 

proraĉunava se distribucija doze u odnosu na tumor i okolno zdravo tkivo. Tek kada se 

izvrši provera i potvrda terapijskog plana svi neophodni parametri se prenose na 

terapijski aparat koji emituje zraĉenje (Tsujii i Kamada, 2012; Mileusnić i Durbaba, 

2012; Fukumura et al., 2009; Jäkel et al., 2001). 

Zraĉenje jonima ugljenika se koristi u terapiji tumora glave i vrata, baze lobanje, 

pluća, jetre, prostate, kostiju i mekih tkiva, adenokarcinoma, metastatskog melanoma i 

razliĉitih tipova sarkoma. Radioterapija jonima ugljenika je u upotrebi od 1994. godine. 

Do kraja 2013. godine jonima ugljenika je tretirano više od 13000 pacijenata širom 

sveta (Jermann, 2014). Kliniĉka primena ovih jona poĉela je u Japanu u National 

Institute of Radiological Sciences (NIRS), Chiba, gde je do sada tretirano više od 8100 

pacijenata (Jermann, 2014). U Evropi su prvi pacijenti leĉeni 1997. godine u Nemaĉkoj 

u GSI Helmholtz Centre for Heavy Ion Research, Darmstadt u kome je do 2009. godine 

tretirano 440 pacijenata. U svetu postoji još pet terapijskih centara: Hyogo Ion Beam 

Medical Center (HIBMC), Hyogo, Japan od 2002. godine sa ukupno 1935 pacijenata, 

Institute of Modern Physics u Lanzhou, Kina, u kome je od 2006. godine tretirano 213 

pacijenata, Heidelberg Ion-Beam Therapy Center (HIT), Heidelberg, Nemaĉka od 2009. 

godine sa ukupno 1368 pacijenata, Gunma University Heavy Ion Medical Center, 

Gunma, Japan, od 2010. godine i 985 tretiranih pacijanata, i Centro Nazionale di 

Adroterapia Oncologica (CNAO), Pavia, Italija u kome je od 2012. tretirano 105 

pacijenata (Jermann, 2014). U toku je izgradnja 6 novih terapijskih centara za primenu 
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jona ugljenika, i to u Nemaĉkoj, Austriji, Kini i Japanu (Tsujii i Kamada, 2012).  

1.1.4 Biološki efekti zraĉenja 

Jonizujuće zraĉenje moţe dovesti do oštećenja ćelija na dva naĉina: direktnim ili 

indirektnim delovanjem (Slika 5). Prilikom direktnog delovanja zraĉenje jonizuje atome 

na molekulima u ćeliji (fosfolipidi ćelijske membrane, DNK). Svoje indirektno dejstvo 

zraĉenje ostvaruje radiolizom vode koja ĉini oko 80% citoplazme. Za razliku od 

uobiĉajene jonizacije vode, koja je u izvesnom stepenu uvek prisutna u biološkim 

sistemima i podrazumeva razlaganje vode na H
+
 i OH

-
 jon, tokom radiolize dolazi do 

stvaranja visokoaktivnih slobodnih radikala, tj. razdvajanja molekula vode na 

„akvatizovani” elektron (eaq), hidroksil radikal (OH
•
) i vodoniĉni (H

•
) radikal. Ovako 

nastali slobodni radikali imaju kratak poluţivot i mogu se ponovo rekombinovati u 

molekul vode ili dimerizovati u H2 ili H2O2. MeĊutim, prisustvo rastvorenog kiseonika 

moţe modifikovati ove reakcije i dovesti do stvaranja hidroperoksi radikala (H
·
+O2 → 

HO2
·
) i organskog peroksi radikala (R

·
+O2 → RO2

·
). Ovi radikali imaju dovoljno dug 

poluţivot i mogu izazvati seriju oštećenja u ćeliji, kao što su oštećenja nukleinskih 

kiselina, proteina i lipida (Hall i Giaccia, 2006; Valerie et al., 2007; Azzam et al., 

2012). Zajedno, direktni i indirektni efekti zraĉenja u ćeliji izazivaju seriju biohemijskih 

i molekularnih signalnih dogaĊaja koji za posledicu imaju ili aktivaciju reparacionih 

mehanizama i popravku nastalih oštećenja ili odvode ćeliju u smrt (Spitz et al., 2004).  

Zraĉenje deluje na ćelije tako što dovodi do promena na ćelijskoj membrani 

(Kolesnick i Fuks, 2003) i izaziva oštećenja na molekulu DNK (Jackson i Bartek, 2009). 

Promene na ćelijskoj membrani odnose se pre svega na promene na nivou membranskih 

proteina i poremećaja propustljivosti. Pored toga oštećenja ćelijske membrane mogu 

indukovati signalne puteve koji dovode do apoptoze. Zraĉenje direktno dovodi do 

aktivacije sfingomijelinaze na ćelijskoj membrani koja zatim hidrolizuje fosfodiestarske 

veze sfingomijelina što rezultira u stvaranju ceramida. Ceramid, kao sekundarni glasnik, 

dovodi do indukcije apoptoze (Kolesnick i Fuks, 2003). 
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Slika 5. Direktni i indirektni efekti jonizujućeg zraĉenja. Preuzeto sa internet stranice 

courses.ecampus.oregonstate.edu. 

Oštećenja na molekulu DNK koja indukuje jonizujuće zraĉenje mogu biti 

oštećenja baza, jednolanĉani i dvolanĉani prekidi, kao i kompleksna grupisana oštećenja 

(Asaithamby et al., 2011). Do prekida na DNK lancu uglavnom dolazi usled cepanja 

fosfodiestarske veze. Kada se oštećenje nalazi samo na jednom lancu, u ćeliji se vrlo 

brzo pokreću mehanizmi za popravku koji veoma efikasno zamenjuju oštećene 

nukleotide novim nukleotidima, koji su komplementarni sa nukleotidima u neoštećenom 

lancu (Watson et al., 2013). Kada zraĉenje dovede do prekida na oba lanca DNK ili 

izazove kompleksna grupisana oštećenja, kontrolni mehanizmi zaustavljaju ćelijski 

ciklus i na taj naĉin omogućavaju ćeliji da popravi nastala oštećenja. Postoje dva 

mehanizma za popravku DSB, nehomologna rekombinacija (eng. non-homologous end 

joining, NHEJ) i homologna rekombinacija (eng. homologous recombination, HR). 

NHEJ je aktivna u svim fazama ćelijskog ciklusa. Tokom ovog tipa reparacije DNK 

ligaza IV direktno povezuje prekinute krajeve DNK molekula (Budman i Chu, 2005). 

HR je aktivna u G2 fazi ćelijskog ciklusa i bazira se na popravci DNK na osnovu 

homologe sekvence na sestrinskoj hromatidi (Zahradka et al., 2006).  
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Ako su nastala oštećenja suviše kompleksna i ćelija ne moţe uspešno da ih 

popravi, dolazi do inicijacije unutarćelijskih signalnih puteva koji dovode do ćelijske 

smrti (Jackson i Bartek, 2009). Ćelijska smrt izazvana zraĉenjem se moţe podeliti na 

interfaznu i mitotiĉku (reproduktivnu). Interfazna ćelijska smrt predstavlja smrt 

ozraĉenih ćelija koja se dogaĊa pre nego što ćelije uĊu u mitozu i javlja se vrlo brzo 

nakon zraĉenja. U odgovoru na ozraĉivanje mnogo ĉešće dolazi do mitotiĉke smrti, koja 

je posledica hromozomskih oštećenja koja se ne mogu popraviti (Stevens et al., 2010).  

1.2 ĆELIJSKA SMRT 

1.2.1 Tipovi ćelijske smrti 

Ćelijska smrt ima veoma vaţnu ulogu u razvoju i homeostazi tkiva. Ovaj proces 

je, kao i procesi odgovorni za proliferaciju ćelija, strogo regulisan. Poremećaj u 

regulaciji ćelijske smrti je povezan sa mnogim bolestima kod ĉoveka, ukljuĉujući 

imunološke poremećaje, poremećaje u razvoju, neurodegeneraciju i maligne bolesti 

(Baehrecke, 2002).  

Ćelijska smrt moţe se klasifikovati prema morfološkom izgledu na nekrozu, 

apoptozu i autofagiju (Galluzzi et al., 2012). 

Nekroza predstavlja „ćelijsku smrt ubistvom“ i moţe biti izazvana razliĉitim 

stimulusima (Trump et al., 1997). Karakteriše je oštećenje i pucanje ćelijske membrane, 

bubrenje organela i izlivanje ćelijskog sadrţaja u meĊućelijski prostor što dovodi do 

inflamatorne reakcije u okolnom tkivu. Poslednjih godina pojavilo se dosta literaturnih 

podataka o tome da nekroza moţe biti regulisana. Taj tip nekroze oznaĉen je kao 

nekroptoza ili programirana nekroza (Christoffersom i Yuan, 2010). Kao potencijalne 

signalne komponente programirane nekroze identifikovane su RIP kinaza (eng. receptor 

interacting protein kinase), poli (ADP-ribozil) polimeraza-1 (eng. poly (ADP-ribose) 

polymerase-1, PARP-1), oksidaza redukovanog nikotinamid adenin dinukleotid fosfata 

(NADPH) i kalpain (Ouyang et al., 2012).  

Autofagija je evolutivno konzerviran kataboliĉki proces koji ukljuĉuje 
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degradaciju nefunkcionalnih ćelijskih komponenti kroz razgradnju u lizozomima. Ovaj 

proces zapoĉinje formiranjem autofagozoma, strukture oiviĉene dvostrukom 

membranom koja okruţuje citoplazmatske makromolekule i organele koje su 

predodreĊene da budu razgraĊene. Autofagozom se zatim spaja sa lizozomom i biva 

degradovan (Kim et al., 2005).  

Apoptoza predstavlja oblik programirane ćelijske smrti koji je odgovoran za 

fiziološku eliminaciju ćelija tokom normalnog razvoja višećelijskih organizama. 

Ćelijska smrt je, kao i rast i diferencijacija, od esencijalnog znaĉaja u ţivotnom ciklusu 

ćelije (Schwartzman i Cidlowski, 1993). Tokom procesa apoptoze smanjuje se volumen 

ćelija, ćelije se deformišu i gube kontakte sa susednim ćelijama. Kondenzaciju 

citoplazme prati i kondenzacija jedra. TakoĊe, dolazi do kondenzacije hromatina i 

njegovog pozicioniranja uz membranu jedra. Ova faza naziva se i kondenzacijska faza 

procesa apoptoze. Kasnu fazu procesa apoptoze karakteriše fragmentacija apoptotske 

ćelije i formiranje apoptotskih tela. To su kompaktne strukture oiviĉene membranom 

koje u sebi sadrţe citosol, kondenzovani hromatin i organele. Apoptotska tela bivaju 

obuhvaćena od strane makrofaga i uklonjena bez inflamacije okolnog tkiva. Ove 

morfološke promene su posledica karakteristiĉnih molekularnih i biohemijskih dogaĊaja 

u apoptotskoj ćeliji (Fink i Cookson, 2005; Elmore, 2007).  

1.2.2 Molekularni mehanizmi apoptoze 

Apoptoza moţe biti izazvana razliĉitim signalima kako iz spoljašnje sredine tako 

i unutar same ćelije. Vaţnu ulogu u procesu apoptoze imaju enzimi kaspaze (eng. 

caspase). To su aspartat specifiĉne cisteinske proteaze. Do sada je opisano ukupno 14 

kaspaza kod sisara (McIlwain et al., 2013). Kaspaze su prisutne u skoro svim 

ţivotinjskim ćelijama kao neaktivni zimogeni oznaĉeni kao prokaspaze. Mogu se 

podeliti prema svojoj ulozi koju imaju u apoptozi (kaspaza-2, -3, -6, -7, -8, -9 i -10) i 

inflamaciji (kaspaza-1, -4, -5, -12 kod ĉoveka, odnosno kaspaza-1, -11 i -12 kod 

miševa) (McIlwain et al., 2013). Kaspaza-13 je detektovana samo kod goveda i 

homologa je humanoj kaspazi-4 (Koenig et al., 2001), dok kaspaza-14 ima ulogu u 

diferencijaciji epitela (Al-Shabrawey et al., 2012). Kaspaze koje uĉestvuju u apoptozi se 

pod dejstvom razliĉitih stimulusa proteolitiĉki aktiviraju i pokreću kaskade koje vode 
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ćeliju u apoptozu. Mogu se podeliti na dve grupe: inicijatorske i efektorske. 

Inicijatorske kaspaze obuhvataju kaspaze -2, -8, -9 i -10, i one pod dejstvom signala 

uvode ćeliju u apoptotsku smrt. Efektorske kaspaze obuhvataju kaspazu-3, -6 i -7 i one 

bivaju aktivirane od strane inicijatorskih kaspaza ĉime se poĉetni signal amplifikuje 

(Elmore, 2007). 

Apoptotski put zavistan od kaspaza predstavlja klasiĉan put programirane 

ćelijske smrti i u njega su najĉešće ukljuĉene kaspaza-8, -9, -12, -7 i -3. U zavisnosti od 

toga da li signal dolazi iz spoljašnje sredine ili potiĉe iz unutrašnjosti ćelije razlikujemo 

spoljašnji i unutrašnji apoptotski put (Marsden i Strasser, 2003). 

Spoljašnji apoptotski put aktivira se posredstvom tzv. receptora smrti koji se 

nalaze na površini ćelije i prenose apoptotski signal nakon vezivanja specifiĉnih 

liganada za njih. Oni pripadaju superfamiliji TNFR (eng. tumor necrosis factor 

receptor) i ukljuĉuju TNFR-1, Fas/CD95 i TRAIL receptore DR-4 i DR-5 (Ashkenazi, 

2002). Svi ĉlanovi ove familije se sastoje od vanćelijskih domena bogatih cisteinom koji 

im omogućavaju da specifiĉno prepoznaju ligande. Vezivanje liganada dovodi do 

trimerizacije receptora a za posledicu ima aktivaciju citoplazmatskih domena receptora, 

tzv. domena smrti. Za ove domene vezuju se adaptorni proteini, kao što su FADD i 

TRADD koji dalje vezuju inaktivnu prokaspazu 8 i formiraju kompleks DISC (eng. 

death inducing signalling complex) u okviru kog se aktivira kaspaza-8 (Slika 6). 

Aktivacija kaspaze-8 dalje pokreće proteolitiĉku kaskadu i dovodi do aktivacije 

kaspaze-3, -6 i -7 koje vode ćeliju u smrt (Hirata et al., 1998).  

Pored signala iz spoljašnje sredine stimulus za indukciju apoptoze moţe biti 

unutarćelijski, kao što su oštećenja DNK (Israels i Israels, 1999). Centralnu ulogu u 

ovom putu aktivacije apoptoze, oznaĉenom kao unutrašnji apoptotski put, imaju 

mitohondrije i Bcl-2 familija proteina. Ovi proteini omogućavaju oslobaĊanje 

apoptotskih proteina iz mitohondrija (Slika 6) promenom propustljivosti njene 

membrane i mogu se podeliti u dve grupe. Prva grupa obuhvata proteine koji aktiviraju 

kaspaze i vode ćeliju u smrt tzv. kaspazno-zavisnim putem. Ova grupa obuhvata 

proteine kao što su citohrom c i Smac/Diablo (Indran et al., 2011). Citohrom c nakon 

apoptotskog stimulusa prelazi iz mitohondrija u citosol i aktivira kaspaznu kaskadu. On 

se vezuje za apoptotski aktivator APAF-1 (eng. apoptotic protease activating factor-1) 
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koji u ATP zavisnoj konformacionoj promeni oligomerizuje u kompleks oznaĉen kao 

apoptozom. Njegovo formiranje se smatra kljuĉnim dogaĊajem ovog puta aktivacije 

apoptoze (Baliga i Kumar, 2003) i vodi aktivaciji inicijatorske kaspaze-9 (Acehan et al., 

2002). Tako aktivirana kaspaza-9 inicira kaspaznu kaskadu posredstvom aktivacije 

kaspaza -3, -6 i -7. Smac/Diablo protein se vezuje za proteine inhibitore apoptoze (eng. 

inhibitor of apoptosis proteins, IAPs) i vodi njihovoj deaktivaciji, spreĉavajući na taj 

naĉin inhibiciju procesa apoptoze (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000).  

 

Slika 6. Spoljašnji i unutrašnji put inicijacije apoptoze (Indran et al., 2011). 

Druga grupa proteina koji su ukljuĉeni u inicijaciju apoptoze tzv. kaspazno-

nezavisnim putem obuhvata pro-apoptotske proteine kao što su faktor indukcije 

apoptoze (eng. apoptosis inducing factor, AIF) i endonukleaza G (EndoG). Ovi proteini 

pod dejstvom apoptotskih stimulusa iz mitohondrija prelaze u citosol i jedro gde dovode 

do kondenzacije hromatina i degradacije DNK što rezultira programiranom ćelijskom 

smrćui (Li et al., 2001; Susin et al., 1999).  
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1.2.3 Uloga proteina Bcl-2 familije u apoptozi 

Bcl-2 familija proteina je dobila naziv po Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma 2) 

proteinu koji je prvi put identifikovan u humanim limfomima B ćelija gde je 

prekomerno eksprimiran zahvaljujući t(14;18) hromozomskoj translokaciji (Tsujimoto 

et al., 1984). Ova familija proteina obuhvata kljuĉne regulatore apoptoze, ĉija ekspresija 

je poremećena u mnogim tipovima malignih ćelija (Llambi i Green, 2011). Bcl-2 

familiju proteina ĉini veliki broj pro- i anti-apoptotskih proteina ĉija je glavna 

karakteristika posedovanje visoko konzerviranih Bcl-2 homolognih domena (eng. Bcl-2 

homology domains, BH), koji su oznaĉeni kao: BH-1, BH-2, BH-3 i BH-4 (Reed, 1998). 

Anti-apoptotski proteini, Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 i A1 poseduju sva ĉetiri domena 

(BH1-4). Ovi proteini takoĊe sadrţe i hidrofobni karboksi-terminalni domen, koji im 

omogućava pozicioniranje u spoljašnju membranu mitohondrija (Cory i Adams, 2002). 

Pokazano je da oni štite ćeliju u uslovima postojanja apoptotskog signala 

onemogućavajući formiranje pora na mitohondrijie i na taj naĉin blokiraju oslobaĊanje 

apoptotskih proteina kao što je citohrom c (Brenner et al., 2000).  

Drugu grupu Bcl-2 familije ĉine pro-apoptotski proteini Bax, Bak i Bok koji 

poseduju domene 1, 2 i 3 (BH1-3). Ovi proteini se u fiziološkim uslovima uglavnom 

nalaze u citosolu a pod dejstvom apoptotskih stimulusa prolaze konformacionu promenu 

koja im omogućava integraciju u spoljašnju membranu mitohondrija. Na 

mitohondrijalnoj membrani dolazi do homodimerizacije Bax proteina ili njegove 

heterodimerizacije sa drugim pro-apoptotskim molekulima kao što su Bak ili Bid. Na 

ovaj naĉin se formiraju pore. Kroz ove pore zatim dolazi do oslobaĊanja apoptotskih 

proteina kao što je citohrom c (Vyssokikh et al., 2002).  

Treću grupu proteina Bcl-2 familije karakteriše prisustvo samo trećeg domena 

(BH3). U ovu familiju spadaju Bim, Bad, Bmf, Bik, Noxa i Puma (eng. p53 up-

regulated modulator of apoptosis). Oni ostvaruju svoje dejstvo tako što neutralizuju 

anti-apoptotske proteine (Reed, 1998). Bim, Bad, Bmf i Puma proteini heterodimerizuju 

sa Bcl-2 i Bcl-XL proteinima i na taj naĉin vode blokiranju njihove anti-apoptotske 

funkcije u mitohondrijama (Indran et al., 2011). 
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1.2.4 Uloga p53 u apoptozi 

Protein p53 je kodiran tumor supresor genom TP53. U normalnim uslovima p53 

je kratkoţiveći protein. Kada ćelija nije izloţena stresu nivo p53 proteina se odrţava na 

niskom nivou zahvaljujući kontinuiranoj degradaciji pomoću Mdm2 proteina. Mdm2 

protein (oznaĉen i kao HDM2 kod ĉoveka), se vezuje za p53, spreĉava njegovu 

transkripcionu aktivnost i potpomaţe degradaciju od strane proteazoma (Haupt et al., 

2003). 

Nakon oštećenja DNK p53 protein se stabilizuje. U zavisnosti od stepena DNK 

oštećenja, p53 dovodi do blokiranja ćelijskog ciklusa omogućavajući ćeliji reparaciju i 

preţivljavanje ili vodi ćeliju u apoptozu (Pietenpol i Stewart, 2002). U odgovoru na 

razliĉite tipove stresa koji dovode do oštećenja u molekulu DNK, protein p53 kao 

regulatorni protein uĉestvuje u ekspresiji brojnih gena ĉiji su proteinski produkti 

ukljuĉeni u proces apoptoze, kao što su Puma, Bax, Noxa, PIG3, Killer/DR5, Fas, Perp, 

p53AIP1 (Riley et al., 2008). Pored toga p53 reguliše i tzv. transkripciono-nezavisnu 

apoptozu. U odgovoru na stres p53 se premešta u mitohondrije gde interaguje sa anti-

apoptotskim proteinima Bcl-xL i Bcl-2, inhibira ih i na taj naĉin dovodi do oslobaĊanja 

citohroma c iz mitohondrija koji vodi indukciji apoptoze (Vaseva i Moll, 2009). 

1.2.5 Nuklearni faktor kappa B i apoptoza 

Nuklearni faktor kappa B (NFκB) je proteinski kompleks koji se eksprimira u 

ćelijama sisara i evolutivno je visoko konzerviran meĊu razliĉitim vrstama. Ova familija 

proteina poznata i kao Rel familija se sastoji od pet ĉlanova, a to su: p105 (proizvod 

NFκB1 gena), p100 (proizvod NFκB2 gena), p65, c-Rel i RelB (Chen i Green, 2004). 

Sve ĉlanove ove familije karakteriše prisustvo Rel homolognog domena (eng. Rel 

homology domain, RHD) na N-terminusu koji je ukljuĉen u vezivanje za molekul DNK, 

dimerizaciju i interakciju sa IκB inhibitornim proteinima. Samo RelA, c-Rel i RelB 

poseduju transaktivacione domene (eng. transactivation domen, TAD) na C-

terminalnom regionu (Chen i Green, 2004). Proteini p105 i p100 su podloţni 

proteolitiĉkom seĉenju na p50 i p52. Svi ĉlanovi ove familije proteina formiraju 
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razliĉite kombinacije heterodimera i homodimera od kojih je najĉešći p65/p50 

heterodimer (Baldwin, 1996). NFκB je veoma bitan u regulisanju ćelijskog odgovora jer 

spada u grupu “brzo delujućih” regulatornih proteina transkripcije koji se u ćeliji nalaze 

u neaktivnom obliku i ne zahtevaju de novo sintezu. Iz tog razloga NFκB se prvi 

aktivira u odgovoru na stimuluse koji oštećuju ćeliju. U eukariotskim ćelijama NFκB 

deluje kao regulatorni protein koji uĉestvuje u regulaciji ekspresije gena koji kontrolišu 

ćelijsku smrt i proliferaciju (Baichwal 
 
i Baeuerle, 1997). Kod mnogih tumora dolazi do 

poremećaja u regulaciji NFκB, tako da on postaje konstitutivno aktivan (Munshi et al., 

2004). Aktivan NFκB pokreće ekspresiju gena koji odrţavaju proliferaciju ćelije i štite 

ćeliju od apoptoze. Blokiranje NFκB u tumorskim ćelijama moţe dovesti do 

zaustavljanja proliferacije i ćelijske smrti zahvaljujući ĉemu ćelije postaju osetljivije na 

delovanje antitumorskih agenasa (Escárcega et al., 2007). 

1.2.6 Poli (ADP-ribozil) polimeraza i apoptoza 

Poli (ADP-ribozil) polimeraza (PARP) je jedan od 18 ĉlanova super familije 

PARP proteina (Diefenbach i Burkle, 2005). Ukljuĉen je u brojne procese u ćeliji, pre 

svega u procese reparacije molekula DNK i programirane ćelijske smrti. On se aktivira 

ako u ćeliji postoje prekidi u molekulima DNK koji mogu biti indukovani razliĉitim 

stimulusima iz spoljašnje sredine ili reaktivnim kiseoniĉnim vrstama (Andrabi et al., 

2006; Virág i Szabó, 2002). U odsustvu DNK oštećenja u ćeliji je prisutan mali broj 

molekula PARP-a, dok se nakon nastanka oštećenja u molekulima DNK njegova 

koliĉina povećava i do 100 puta. Uloga PARP-a u apoptozi je povezana sa apoptotskim 

indukujućim faktorom (eng. apoptosis inducing factor, AIF) koji se oslobaĊa u 

citoplazmu nakon aktivacije PARP-a. Pod dejstvom kaspaze-3, PARP protein od 116 

kDa biva iseĉen na fragmente od 89kDa i 24kD (Kaufmann et al., 1993). Seĉenje 

PARP-a kaspazom se smatra jednim od glavnih dogaĊaja u apoptozi i detekcija 

iseĉenog PARP-a u ćeliji je dokaz njene aktivacije (Burlacu, 2003). 

S obzirom da PARP ima bitnu ulogu u reparaciji DNK prekida ukljuĉujući i 

prekide nastale pod dejstvom hemoterapeutika, inhibitori ovog enzima imaju potencijal 

da poboljšaju hemo- i radioterapiju (Southan i Szabó, 2003, Beneke et al., 2004). 
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1.3 ĆELIJSKI CIKLUS 

Ćelijski ciklus je veoma bitan i visoko koordinisan ćelijski proces koji vodi 

njenoj podeli na dve identiĉne ćerke ćelije. Sastoji se iz interfaze tokom koje se odvija 

rast ćelije i sinteza DNK, i mitoze ili M faze tokom koje se ćelija deli. Glavni dogaĊaj u 

interfazi je sinteza DNK oznaĉena i kao S faza (Slika 7). Pored S i M faze, ćelijski 

ciklus karakteriše i postojanje dve G faze (Sherr, 1996). G1 faza prethodi S fazi, dok G2 

faza prethodi mitozi. Tokom G1 faze ćelija povećava zalihe proteina, povećava broj 

organela (ribozoma i mitohondrija) i raste. U G2 fazi ćelija nastavlja da raste i priprema 

se za ulazak u deobu (Israels i Israels, 2000). 

 

Slika 7. Ćelijski ciklus sa naznaĉenim mestima aktivnosti regulatornih CDK/ciklin 

kompleksa (Vermeulen et al., 2003). 

Ćelije se pod uticajem spoljašnjih ili unutrašnjih faktora, koji u njima izazivaju 

oštećenja, mogu zaustaviti u odreĊenoj fazi ćelijskog ciklusa. Zaustavljanjem u G1 fazi 

ćelije popravljaju nastala oštećenja na DNK pre duplikacije, dok zaustavljanje u G2 fazi 

omogućava reparaciju molekula DNK pre deobe (Maity et al., 1994). 
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1.3.1 Molekularni mehanizmi regulacije ćelijskog ciklusa 

Najznaĉajniji proteini regulatori ćelijskog ciklusa su ciklini i ciklin-zavisne 

kinaze (eng. cycline-dependent kinase, CDK). CDK su serin-treonin kinaze koje se 

aktiviraju u odreĊenim vremenskim taĉkama u ćelijskom ciklusu vezivanjem za cikline. 

Ciklini se periodiĉno eksprimiraju tokom ćelijskog ciklusa. Po završetku odreĊene faze 

ciklusa ciklini se razgraĊuju i poĉinje sinteza ciklina za narednu fazu ciklusa (Sherr, 

1996). 

Ciklini D familije (D1, D2 i D3) su neophodni za ulazak ćelije u G1 fazu. Oni se 

vezuju za CDK4 i CDK6 i vode aktivaciji ovih kinaza (Georgieva et al., 2001). 

Aktivirane CDK fosforilišu tumor supresor protein Rb koji kada je u hipofosforilisanom 

stanju pravi kompleks sa transkripcionim faktorom E2F (Gottlieb i Oren, 1998). Nakon 

fosforilacije Rb proteina pomoću CDK4 i CDK6, E2F se oslobaĊa iz kompleksa sa Rb i 

dolazi do transkripcije ciljnih gena neophodnih za ulazak ćelije u S fazu (Sherr, 1996).  

Ciklin E se sintetiše nakon sinteze ciklina D. Kompleks ovog proteina sa CDK2 

je neophodan za ulazak ćelije u S fazu. Kompleks ciklin E/CDK2 se na prelazu iz G1 u 

S fazu raspada, nakon ĉega se ciklin A vezuje za CDK2. Ovaj kompleks omogućava 

sintezu DNK u S fazi. Ciklin B/CDK1 kompleks je aktivan tokom G2 faze i mitoze a 

njegova degradacija je neophodna za kompletiranje ćelijskog ciklusa (King et al., 1996). 

Pored ciklina koji regulišu aktivnost CDK, u regulaciju ćelijskog ciklusa 

ukljuĉeni su i inhibitori CDK. Podeljeni su u dve familije, INK4 i Cip/Kip (Sherr i 

Roberts, 1995). INK4 familija obuhvata p15, p16, p18 i p19 proteine koji formiraju 

stabilne komplekse sa CDK4 i CDK6 i spreĉavaju vezivanje ciklina D za ove CDK 

(Carnero i Hannon, 1998). Cip/Kip familija obuhvata p21, p27 i p57 proteine koji 

inaktiviraju kompleks CDK i ciklina (Polyak et al., 1994; Lee et al., 1995).  

Prelazak ćelije iz jedne faze ćelijskog ciklusa u drugu je moguć samo ako su svi 

procesi u prethodnoj fazi ispravno realizovani. Ako u ćeliji doĊe do oštećenja DNK 

ćelijski ciklus se zaustavlja u jednoj od kontrolnih taĉaka kako bi ćelija popravila 

nastalo oštećenje (Pietenpol i Stewart, 2002). 

Protein p53 je najznaĉajniji regulator kontrolne taĉke na prelasku iz G1 u S fazu 

ćelijskog ciklusa. Kao transkripcioni aktivator uĉestvuje u regulaciji ekspresije gena 
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koji kodira za protein p21 koji je inhibitor CDK. Na taj naĉin, dolazi do zaustavljanja 

ćelija u G1 fazi ćelijskog ciklusa u kome reper mehanizmi vrše ispravke u molekulu 

DNK. Ukoliko je stepen oštećenja visok, ćelija ne moţe da popravi oštećenje i p53 

uvodi ćeliju u apoptozu (Sherr, 1996).  

Do zaustavljanja ćelijskog ciklusa takoĊe moţe doći u G2 fazi i to kod ćelija koje 

nemaju funkcionalan p53, kao što su neke tumorske ćelije, pa se ne mogu zaustaviti u 

G1 fazi. Zaustavljanje ćelija u G2 fazi moţe nastati na dva naĉina: blokiranjem aktivacije 

CDK1 ili blokiranjem aktivacije povratne sprege ciklin B/CDK1-cdc25. Do blokiranja 

aktivacije CDK1 dolazi usled spreĉavanja defosforilacije na treoninu 14 i tirozinu 15, 

dok blokiranje aktivacije povratne sprege ciklin B/CDK1-cdc25 nastaje usled 

onemogućavanja hiperfosforilacije cdc25 (Huynh et al., 2004). Pored toga znaĉajnu 

ulogu u zaustavljanju ćelijskog ciklusa u G2 fazi ima protein GADD45 koji interaguje sa 

CDK1 i dovodi do disocijacije kompleksa ciklin B/CDK1 (Gao et al., 2005). Brojna 

istraţivanja su pokazala da p53 takoĊe uĉestvuje u zaustavljanju ćelijskog ciklusa u G2 

fazi. Pretpostavlja se da p53 nije direktno ukljuĉen u sam proces zaustavljanja ćelije u 

G2 fazi već da omogućava dugoroĉno zadrţavanje ćelije u ovoj fazi (Stark i Taylor, 

2006).  

1.4 MALIGNI MELANOM 

1.4.1 Epidemiologija i faktori rizika za nastanak malignog 

melanoma 

Maligni melanom nastaje neoplastiĉnom transformacijom melanocita i 

predstavlja jedan od najteţih oblika malignih bolesti. Melanociti su ćelije koje 

produkuju tamni pigment melanin, odgovoran za boju koţe i kose. Oni nastaju iz 

neuralne kreste u toku intrauterinog razvića odakle nakon zatvaranja neuralne tube 

migriraju u bazalni sloj epidermisa i folikule dlaka (Tsatmali et al., 2002). Poseduju 

nastavke koji po izgledu podsećaju na dendrite, pomoću kojih se melanin transportuje u 

keratinocite i tako dospeva u gornje slojeve epidermisa. Melanin akumuliran u 
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keratinocitima primarno ima ulogu u zaštiti koţe od ultraljubiĉastog (eng. ultraviolet, 

UV) zraĉenja (Brenner i Hearing, 2008). 

Sinteza melanina odvija se u specijalizovanim organelama, melanozomima. 

Osnovni prekursor u procesu sinteze melanina je tirozin. U prisustvu enzima tirozinaze 

dolazi do hidroksilacije tirozina u 3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA) kao i do oksidacije 

DOPA u dopakvinon (Hearing, 1993). Dopakvinon preko dopahroma uĉestvuje u sintezi 

dve vrste melanina, eumelanina i feomelanina. Eumelanin je crni ili braon pigment koji 

preovlaĊuje kod osoba tamnije koţe i kose i znatno je efikasniji u zaštiti od UV zraka od 

feomelanina. Feomelanin je karakteristiĉan za osobe sa svetlom i crvenom kosom i 

svetlom koţom kod kojih su tumori na koţi znatno uĉestaliji (Tsatmali et al., 2002). 

Fenotipska razlika u pigmentaciji koţe nije posledica razliĉitog broja melanocita već 

zavisi od broja i veliĉine melanozoma, koliĉine i tipa melanina i distribucije melanina u 

keratinocite (Lin i Fisher, 2007). Melanozomi osoba sa tamnijom koţom su veći, 

brojniji i izduţeni, pa je u njima degradacija melanina u keratinocitima produţena i 

samim tim je pigmentacija izraţenija (Tsatmali et al., 2002). Ove razlike u 

melanozomima se javljaju na roĊenju i nisu uslovljene spoljašnjim faktorima kao što je 

UV zraĉenje (Costin i Hearing, 2007). 

Faktori rizika koji utiĉu na nastanak melanoma su mnogobrojni. Najznaĉajnijim 

faktorom smatra se UV zraĉenje, odnosno sunĉevo zraĉenje kao njegov glavni izvor 

(Jelfs et al., 1994). TakoĊe, postoji i genetiĉka predispozicija za pojavu ove bolesti 

(Fargnoli et al., 2006). Osobe sa svetlom bojom koţe imaju 10 puta veći rizik 

oboljevanja od Afroamerikanaca. Mnogobrojni benigni nevusi koji nastaju tokom ţivota 

takoĊe povećavaju rizik od nastanka melanoma (Titus-Ernstoff et al., 2005). 

UV zraĉenje izaziva oksidativni stres i oštećenja na molekulu DNK. Pored toga, 

poseduje mutageno i imunosupresivno dejstvo, što prouzrokuje starenje koţe i nastanak 

malignih tumora. Postoje dva tipa UV zraka: UVA i UVB zraci. UVA zraci prodiru 

dublje u koţu od UVB zraka, oštećuju ćelijsku membranu i dovode do formiranja 

slobodnih radikala. UVB zraci dovode do direktnih oštećenja u molekulu DNK 

(Narayanan et al., 2010).  

Promene u veliĉini, obliku, boji ili teksturi mladeţa i drugih lezija na koţi, kao i 

pojava novih izraslina su bitni kliniĉki znaci nastanka melanoma. Melanom se moţe 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Titus-Ernstoff%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15761869
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javiti na svim mestima u organizmu gde se nalaze melanociti. U 80% sluĉajeva javlja se 

na koţi, u 19% sluĉajeva u srednjoj oĉnoj ovojnici oka (uvealni melanom), dok se u 

mukozi digestivnog trakta, urogenitalne regije, gornjeg respiratornog trakta, mekih 

moţdanih ovojnica javlja sa uĉestalošću od 1%. Maligni melanom iako ĉini svega 4% 

svih kancera koţe, odgovoran je za 65% smrtnih sluĉajeva vezanih za maligna oboljenja 

koţe (Cummins et al., 2006). TakoĊe, veoma bitna karakteristika melanoma je sklonost 

ka ranom metastaziranju. Metastatski melanom je veoma agresivan sa preţivljavanjem 

od 6 do 9 meseci. 

1.4.2 Molekularna osnova malignog melanoma  

Proces neoplastiĉne transformacije ne obuhvata melanozome tako da se ćelije 

melanoma ne razlikuju od netrasformisanih melanocita u pogledu produkcije melanina. 

Maligno transformisane melanocite karakteriše povećanje jedra, koje dobija nepravilan 

oblik i veći broj jedaraca lociranih uz jedarni ovoj (Jara et al., 1990). 

Epidemiološko-genetiĉke studije pokazale su da više od trećine malignih 

melanoma nastaju kao posledica mutacija u genu za ciklin zavisni kinazni inhibitor 2A 

(eng. cycline-dependant kinase inhibitor 2A, CDKN2A). Ovaj gen kodira dva proteina: 

inhibitor ciklin zavisne kinaze 4 (eng. inhibitor of cyclin-dependent kinase 4, INK4A 

oznaĉen i kao p16INK4A) i ARF (eng. alternate open reading frame, p14ARF). Oba 

proteina ukljuĉena su u procese regulacije ćelijskog ciklusa. Protein p16INK4A blokira 

ćelijski ciklus u G1 fazi. Enzimski kompleks ciklin zavisne kinaze 4 (eng. cycline-

dependant kinase, CDK4) i ciklina D pozitivno reguliše ćelijski ciklus fosforilacijom 

retinoblastoma proteina (Rb). Protein p16INK4A vezuje se za CDK4, narušava ovaj 

kompleks i inhibira fosforilaciju proteina Rb ĉime negativno reguliše ćelijski ciklus 

(Sherr, 1996). Naime, nefosforilisani Rb protein inhibira biološku aktivnost 

regulatornog proteina E2F koji uĉestvuje u regulaciji ekspresije gena ĉiji su proteinski 

produkti ukljuĉeni u procese prelaska ćelije iz G1 u S fazu ćelijskog ciklusa (Ross et al., 

1999; Harbour i Dean, 2000). Gubitak funkcije p16INK4A proteina, kao posledica 

mutacija u genu koji kodira CDKN2A, dovodi do hiperfosforilacije proteina Rb i 

nekontrolisane proliferacije ćelija. Protein p14ARF ima ulogu u procesima koji dovode 

do zastoja u G1 fazi ćelijskog ciklusa i to stabilizacijom proteina p53 (Pomerantz et al., 
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1998; Zhang et al., 1998). 

Mutacije u genu CDK4, takoĊe predstavljaju faktor rizika za pojavu melanoma. 

Najĉešće, mutacije u ovom genu pogaĊaju domen odgovoran za protein-protein 

interakcije sa proteinom p16. Bez mogućnosti vezivanja p16, CDK4 formira kompleks 

sa ciklinom D, blokira fosforilaciju proteina Rb i omogućava prelazak ćelije iz G1 u S 

fazu ćelijskog ciklusa (Bloethner et al., 2009; Ortega et al., 2002). 

Protein MDM2 ima sposobnost formiranja heterodimera sa proteinom p53 što za 

posledicu ima njegovu inaktivaciju. Rezultati studija su pokazali da mutacije u genu 

koji kodira za MDM2 kod ţena ispod 50 godina starosti povećavaju rizik za nastanak 

melanoma (Firoz et al., 2009). 

Jedan od kljuĉnih proteina u procesu regulacije boje koţe i kose kod sisara je 

melanokortinski receptor 1 (MC1R) koji je lociran na plazma membrani melanocita. Za 

ovaj receptor vezuje se α-melanocitni stimulišući hormon (eng. α-melanocyte 

stimulating hormone, α-MSH). Kod ĉoveka gen MC1R sastoji se od jednog egzona 

lociranog na hromozomu 16q24.3 (Bloethner et al., 2009). Osnovna funkcija ovog 

proteina je kontrola produkcije melanina. MC1R gen je visoko polimorfan i pokazano je 

da ljudi svetle puti najĉešće poseduju p.D84E, p.R151C, p.R160W i p.D294H alele koji 

su povezani sa smanjenom produkcijom eumelanina što znaĉajno povećava rizik od 

nastanka melanoma (Beaumont et al., 2008). 

Melanom takoĊe karakteriše i aktivacija MAP (eng. Mitogen Activated Protein 

Kinase) signalnog puta koji je, pored ostalog, ukljuĉen u regulaciju procesa apoptoze 

post-translacionom fosforilacijom apoptotskih proteina kao što su Bad, kaspaza 9 i Bcl-

2 (McCubrey et al., 2007). Nekontrolisana aktivacija ovog signalnog puta je uglavnom 

posledica mutacija u genima BRAF ili N-RAS (Satyamoorthy et al., 2003). Gen BRAF je 

mutiran u brojnim malignim tumorima, kao što su melanom, karcinom debelog creva i 

karcinom jajnika (Davies et al., 2002). Geni familije RAS mutirani su u oko 30% svih 

malignih tumora kod ĉoveka. Mutacije u genu N-RAS ĉeste su kod akutnih mijeloidnih 

leukemija i melanoma (Bos, 1989). 
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1.4.3 Leĉenje malignog melanoma 

Maligni melanom predstavlja izazov za dermatologe, onkologe i molekularne 

biologe kako zbog visoke i rastuće uĉestalosti tako i zbog loše prognoze (Bhatia et al., 

2009). Pored toga, melanom karakteriše i veoma kompleksna rezistencija na primenjenu 

anti-tumorsku terapiju. U sluĉaju ovog malignog tumora nije prisutna samo tzv. steĉena 

rezistencija koja se razvija tokom ili posle terapije, već i inherentna rezistencija koja je 

posledica same maligne transformacije melanocita (Rass i Hassel, 2009).  

Tri najĉešća pristupa u leĉenju malignih oboljenja su: hirurško odstranjivanje 

tumora, hemoterapija i radioterapija. Izbor tretmana zavisi od tipa tumora i stadijuma u 

kojem se nalazi (Baskar et al., 2012).  

Hirurško odstranjivanje melanoma je veoma uspešno kod tumora 

dijagnostifikovanih u poĉetnoj fazi razvoja bolesti. Preţivljavanje duţe od 5 godina je 

konstatovano kod 90 do 95% pacijenata nakon hirurškog zahvata (Danialan et al., 

2012).  

Citostatici su hemijske supstance sa antiproliferativnim dejstvom koje se koriste 

u hemoterapiji kako bi se zaustavio rast malignih ćelija. Već više od 30 godina u terapiji 

metastatskog melanoma koristi se dakarbazin (DTIC) kao jedini hemoterapeutik 

prihvaćen od strane ameriĉke drţavne komisije za lekove i hranu (eng. Food and Drug 

Administration, FDA) u tretmanu ove bolesti. Pozitivan odgovor na tretman ovim 

citostatikom postoji kod 15 do 20% pacijenata, dok se remisija javlja kod manje od 5% 

pacijenata u trajanju od nekoliko meseci (Tentori et al., 2013). Pored njega u terapiji se 

takoĊe koristi i njegov oralni analog temozolomid, a u nekim zemljama Evrope u 

upotrebi je fotemustin (FM) (Friedman et al., 2000; Quéreux i Dréno, 2011).  

S obzirom da je odgovor melanoma na klasiĉnu hemoterapiju loš, poslednjih 

godina se intezivno radi na prouĉavanju molekularnih mehanizama i signalnih puteva 

vezanih za melanom, sa ciljem razvijanja novih strategija za prevazilaţenje rezistencije 

melanoma (Qin et al., 2006; Machnicki i Stoklosa, 2014; Homet i Ribas, 2014). 

Vemurafenib (Zelboraf, Roche) i dabrafenib (Tafinlar, GlaxoSmithKline) su BRAF 

inhibitori odobreni od strane FDA pre dve godine i nalaze se u kliniĉkoj primeni kod 

pacijenata koji nose mutaciju u genu BRAF. Trametinib (Mekinist, GlaxoSmithKline), 
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takoĊe odobren od strane FDA, predstavlja specifiĉni inhibitor kinaza signalnog puta 

MAP (MEK1 i MEK2). Rezultati skorašnje studije pokazuju da trametinib u 

kombinaciji sa dabrafenibom daje bolje rezultate u terapiji malignog melanoma u 

odnosu na primenu pojedinaĉnih agenasa (Flaherty et al., 2012). 

Radioterapija u većini sluĉajeva prati kako hiruški pristup tako i hemoterapiju. 

Primenjuje se na dva naĉina, kao spoljašnja i unutrašnja radioterapija. Spoljašnja 

radioterapija (teleterapija) podrazumeva da se izvor jonizujućeg zraĉenja nalazi na 

odreĊenoj udaljenosti od pacijenta dok se kod unutrašnje terapije (brahiterapije) izvor 

jonizujućeg zraĉenja u obliku kapsule koja sadrţi izotope postavlja u neposrednu blizinu 

tumora (Baskar et al., 2012; Fogarty i Hong, 2014).  

Cilj radioterapije je da primenjena doza zraĉenja dovede do oštećenja ćelija 

tumora uz istovremeno minimalno oštećenje okolnog zdravog tkiva (Fukumura et al., 

2009). Upravo ovakav naĉin еliminacije ćelija omogućava protonsko zraĉenje. 

Prednosti protonske terapije u odnosu na konvencionalno zraĉenje su posledica fiziĉkih 

osobina protona, kao što su dobro definisan domet, relativno malo boĉno rasejanje i 

visoka depozicija energije na samom kraju dometa. Ideja o upotrebi protona u terapiji 

kancera potiĉe još iz 1946. godine od Roberta Wilson-a. Prva kliniĉka upotreba protona 

je realizovana na Berkliju, SAD, 1954. godine u tretmanu tumora hipofize a ubrzo 

potom i u Evropi, 1957. godine u Upsali, Švedska. 1990. godine pri Loma Linda 

Univerzitetu u Kaliforniji izgraĊen je prvi medicinski centar za protonsku terapiju 

(Slater, 2006). Do kraja 2013. godine protonskoj terapiji podvrgnuto preko 105000 

pacijenta u 42 centara za protonsku terapiju širom sveta (Jermann, 2014). Trinaest 

centara za protonsku terapiju se nalazi u SAD a 29 centara u 14 drugih zemalja (Rusiji, 

Švajcarskoj, Švedskoj, Engleskoj, Francuskoj, Juţnoafriĉkoj Republici, Kanadi, 

Nemaĉkoj, Japanu, Italiji, Kini, Juţnoj Koreji i Poljskoj, Ĉeška). Još 13 postrojenja za 

protonsku terapiju je u izgradnji u Švajcarskoj, Austriji, Italiji, Kini, Nemaĉkoj, 

Tajvanu, Rusiji, Slovaĉkoj, Švedskoj i SAD (Foote et al., 2012). Pored sarkoma, tumora 

mozga, pluća, glave i vrata, dojke, prostate i drugih solidnih tumora terapija protonima 

ima znaĉajnu primenu u terapiji razliĉitih tumora oka (MacDonald et al., 2006; Foote et 

al., 2012). Upravo za tretman tumora oka protonskim snopom je dizajnirano CATANA 

(Centro di AdroTerapia e Applicazioni Nucleari Avanzate) terapijsko postrojenje u 

Istituto Nazionale di Fisica Nucleare – Laboratori Nazionali del Sud (INFN – LNS) u 
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Kataniji, u Italiji (Spatola et al., 2003). U ovom terapijskom postrojenju je od 2002. 

godine do danas tretirano oko 300 pacijenata, od ĉega je najveći broj sa melanomom 

oka. Podaci koji se odnose na pacijente koji su dalje praćeni, pokazuju da je procenat 

preţivljavanja veoma visok i iznosi 97%.  

*  *  *  *  *  * 

 

Kao model sistem u ovoj doktorskoj disertaciji korišćena je HTB140 ćelijska 

linija melanoma ĉoveka. Prethodni eksperimenti na ovoj ćelijskoj liniji su pokazali 

visok nivo rezistencije ovih ćelija na γ i protonsko zraĉenje (Petrović et al., 2006; 

Ristić-Fira et al., 2007; Ristić-Fira et al., 2008; Todorović, 2009; Petrović et al., 2010). 

Pored toga ova ćelijska linija je rezistentna i na tretmane alkilirajućim agensima 

(fotemustin i dakarbazin), kao i na kombinovane tretmane protonskim zraĉenjem sa 

ovim alkilirajućim agenasima (Petrović et al., 2007; Korićanac et al., 2007; Ristić-Fira 

et al., 2008; Ristić-Fira et al., 2009; Korićanac, 2009). S obzirom da je zraĉenje jonima 

ugljenika pokazalo efikasnost u eliminaciji radio-rezistentnih tumora (Kraft, 2009; 

Brower, 2009; Peschke et al., 2011) HTB140 ćelijska linija melanoma ĉoveka je 

odabrana za ispitivanje inhibitornog efekta jona ugljenika u in vitro uslovima. 
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2. CILJ RADA 

 

Zraĉenje jonima ugljenika ima niz prednosti u poreĊenju sa konvencionalnom i 

protonskom radioterapijom. Zahvaljujući fiziĉkim svojstvima jona ugljenika, moguće je 

vrlo precizno ozraĉivanje tumora uz veoma malo oštećenje okolnog zdravog tkiva, kako 

zbog same raspodele doze duţ Bragg-ove krive (maksimum doze predaje se u okviru 

Bragg-ovog vrha), tako i zbog malog lateralnog (boĉnog) rasejanja. Visoke RBE 

vrednosti koje postiţu joni ugljenika daju prednost ovom tipu zraĉenja, kako u odnosu 

na konvencionalno tako i na protonsko zraĉenje.  

HTB140 ćelije predstavljaju visoko radio-rezistentne ćelije sa vrednošću SF2 od 

0.93 posle ozraĉivanja γ zracima (Petrović et al., 2006; Petrović et al., 2010). Ove ćelije 

su takoĊe pokazale rezistentnost na protonsko zraĉenje, kao i na alkilirajuće agense 

dakarbazin i fotemustin (Petrović et al., 2006; Ristić-Fira et al., 2009). Najĉešći uzrok 

rezistencije ćelija predstavljaju poremećaji na nivou apoptoze i ćelijskog ciklusa. 

Imajući u vidu navedene podatke osnovni cilj ovog rada je bio ispitivanje 

inhibitornog efekta jona ugljenika na visoko radio-rezistentne HTB140 ćelije melanoma 

ĉoveka in vitro. Analiziran je uticaj jona ugljenika koji su imali razliĉite vrednosti LET-

a (84.7, 197.2 i 382.4 keV/ m) na radiobiološke parametre koji odreĊuju efikasnost 

zraĉenja u eliminaciji HTB140 ćelija melanoma ĉoveka. Uticaj zraĉenja jonima 

ugljenika je praćen na sledeće naĉine: 

 Ispitivanje i poreĊenje efekata γ zraĉenja i zraĉenja jonima ugljenika na 

klonogeno preţivljavanje HTB140 ćelija melanoma ĉoveka;  

 OdreĊivanje radiobioloških parametara HTB140 ćelija: parametara 

fitovanja α i β, koji se dobijaju iz najbolje fitovane krive korišćenjem 

linearno-kvadratnog modela, frakcije preţivljavanja za dozu 2 Gy 

(SF2) i radiobiološke efektivnosti zraĉenja (RBE); 

 Ispitivanje efekta zraĉenja jonima ugljenika na vijabilnost HTB140 
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ćelija melanoma ĉoveka; 

 Ispitivanje efekta zraĉenja jonima ugljenika na proliferativnu aktivnost 

HTB140 ćelija melanoma ĉoveka; 

 Ispitivanje distribucije ćelija po fazama ćelijskog ciklusa posle 

ozraĉivanja jonima ugljenika;  

 Ispitivanje efekta zraĉenja jonima ugljenika na indukciju apoptotske 

ćelijske smrti HTB140 ćelija melanoma ĉoveka i analiza apoptotskog 

signalnog puta indukovanog zraĉenjem jonima ugljenika.  
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1 MATERIJAL 

3.1.1 Ćelijska linija 

U ovom radu je korišćena ćelijska linija melanoma ĉoveka Hs 294T, nabavljena 

iz kolekcije ATCC (American Type Culture Collection; Manassas, VA, SAD) sa 

kataloškom oznakom ATCC
®
HTB-140

™
.  

3.1.2 Hemikalije 

Sve hemikalije korišćene u ovom radu su p.a. (pro analisi) stepena ĉistoće. Od 

firme Sigma-Aldrich Company, Chemie GmbH, Steinheim, Nemaĉka, nabavljeni su 

tripsin, etilendiamino tetrasirćetna kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, 

EDTA), etilen glikol tetrasirćetna kiselina (eng. ethylene glycol tetraacetic acid, 

EGTA), trihlorsirćetna kiselina (eng. trichloroacetic acid, TCA), propidijum jodid (PI), 

Tris baza, albumin goveĊeg seruma (eng. bovine serum albumin, BSA), natrijum 

dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate, SDS), natrijum-deoksiholat, natrijum 

ortovanadat (Na3VO4), Folin reagens, akrilamid, bisakrilamid, glicin, β-merkaptoetanol, 

brom fenol plavo, PonceauS, Tween 20 i dietilpirokarbonat (DEPC).  

Ćelije su gajene u standardnoj podlozi RPMI 1640 sa dodatkom fetalnog telećeg 

seruma (eng. foetal calf serum, FCS) i penicilin/streptomicin smeše koji su svi proizvod 

Sigma-Aldrich Company. 

Od firme SERVA electrophoresis, Heidelberg, Nemaĉka, su nabavljene sledeće 

hemikalije: ditiotreitol (DTT), spermidin, aprotinin, antipain, leupeptin, 

fenilmetilsulfonil hlorid (PMSF), amonijum persulfat (APS) i N,N,N',N'-

tetrametiletilendiamin (TEMED). 
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Komercijalni kompleti kompanije Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, 

Nemaĉka, su korišćeni za praćenje ćelijske vijabilnosti (Cell Proliferation Kit I, MTT 

esej) i za test proliferacije (Cell Proliferation ELISA, BrdU-colorimetric). Za praćenje 

ćelijske vijabilnosti je takoĊe korišćena i boja sulforodamin B (MP Biomedicals, 

Eschwege, Nemaĉka). 

Totalna RNK je izolovana iz ćelija korišćenjem Qiagen RNeasy Total RNA 

Preparation Kit (Qiagen, Hilden, Nemaĉka). Za prepisivanje RNK u cDNK korišćen je 

The RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit firme Fermentas, Vilnius, Litvanija. 

Hemikalije korišćene za kvantitativnu lanĉanu reakciju polimeraze u realnom vremenu 

(eng. Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR) su proizvodi firme Applied Biosystems, 

Foster City, CA, SAD, a korišćeni „prajmeri” su proizvodi firme Metabion, Martinsried, 

Nemaĉka. 

Za hemiluminiscentnu detekciju proteina korišćen je ECL (eng. enhanced 

chemiluminescence) supstrat ĉiji sastojci, luminol i p-kumariĉna kiselina su proizvodi 

firme Sigma Chemical Company. 

Metanol, sirćetna kiselina, sumporna kiselina i glicerol su nabavljeni od firme 

Zorka Pharma a.d., Šabac, Srbija, dok je Giemsa proizvod Alkaloid a.d., Skopje, 

Makedonija. 

3.1.3 Antitela 

Antitela korišćena u Western blot analizi su od sledećih proizvoĊaĉa: zeĉija 

poliklonska antitela na Bax (#2772), Bcl-2 (#2876), p53 (#9282), NFκB p65 (#3034) i 

PARP (#9542) su proizvod firme Cell Signaling, Technology, Inc. Danvers, MA, SAD. 

Zeĉije poliklonsko antitelo na β-aktin (A2066) je proizvod firme Sigma-Aldrich 

Company. Sekundarno kozje anti-zeĉije IgG antitelo (#7074) obeleţeno peroksidazom 

iz rena (eng. horse-radish peroxidase, HRP) je takoĊe proizvod firme Cell Signaling.  
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3.1.4 Puferi 

Fosfatno puferisani fiziološki rastvor (eng. phosphate buffer saline, PBS), pH 

7.4: 0.137 M NaCl, 1.5 mM KH2PO4, 16.3 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCl. 

2 x Laemmli pufer: 0.125 M Tris-HCl pH 6.8, 0.4% β-merkaptoetanol, 4% SDS, 

1% brom fenol plavo i 20% glycerol. 

SDS pufer za elektroforezu: 25 mM Tris baza, 192 mM glicin i 0.1% SDS. 

Transfer pufer: 25 mM Tris-HCl, 192 mM glicin i 20% metanol. 

PBS-T pufer: 0.1% Tween 20 u PBS puferu. 

Svi puferi su pripremani po procedurama navedenim u knjizi Molecular 

Cloning- A Laboratory Manual (Sambrook et al., 1989).  

3.2 METODE 

3.2.1 Gajenje ćelija u kulturi 

Melanomske HTB140 ćelije ĉoveka su gajene kao jednoslojne kulture u RPMI 

1640 podlozi sa dodatkom 10% FCS i smeše penicilina (5000U) i streptomicina (5 

mg/ml u 0.9% natrijum hloridu), u vlaţnoj atmosferi (95%) sa 5% CO2 na temperaturi 

od 37 °C (Haeraus, Manheim, Germany). Za gajenje ćelija korišćeni su plastiĉni 

flaskovi površine 25 cm
2
 (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Nemaĉka). U ovim 

uslovima efikasnost zasejavanja za HTB140 ćelije je 62 ± 7.3%. Konfluentne ćelije su 

od površine flaska odvajane pomoću smeše 0.25% tripsina i 0.53 mM EDTA u PBS-u i 

subkultivisane dva puta nedeljno.  

3.2.2 Uslovi zraĉenja 

Za zraĉenje su korišćeni joni ugljenika koji su ubrzani na energiju od 62 MeV/n 

u superprovodnom ciklotronu u Istituto Nazionale di Fisica Nucleare, Laboratori 
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Nazionali del Sud (INFN - LNS), Katanija, Italija. Neposredo ozraĉivanje je uraĊeno na 

kanalu 0˚, koji je jedan od 12 eksperimentalnih linija za transport jonskih snopova za 

primene u fizici, hemiji, biologiji i medicini (Slika 8).  

 

 

Slika 8. Šematski prikaz eksperimentalnih linija za transport jonskih snopova u INFN-

LNS. Preuzeto sa internet stranice www.lns.infn.it. 

Flaskovi sa konfluentnim monoslojem HTB140 ćelija su fiksirani, u vertikalnom 

poloţaju normalnom na pravac snopa. Za ovu namenu projektovan je poseban nosaĉ 

koji se pomoću elektromotora automatski pomera u horizontalnom i vertikalnom pravcu 

(Slika 9). Preciznost pomeranja je 50 μm. Sva ozraĉivanja su izvedena na sobnoj 

temperaturi.  
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Slika 9. Eksperimentalna linija za zraĉenje jonima ugljenika sa prikazom posebno 

dizajniranog nosaĉa u kome su flaskovi sa ćelijskim monoslojem fiksirani 

tokom zraĉenja, u vertikalnom poloţaju normalnom na pravac snopa 

(fotografije Tanje Bulat). 

 

Poloţaji na Bragg-ovoj krivoj u kojima su ćelije ozraĉene su dobijeni 

postavljanjem Perspex ploĉa (Polymethyl mathacrylate – PMMA) razliĉite debljine 

izmeĊu finalnog kolimatora i ćelijskog monosloja. Tako su dobijena tri poloţaja na 

dubinama od: 6.0 mm (A), 7.7 mm (B) i 7.9 mm (C), koja su prikazana na slici 10.  



Jelena J. Ţakula Doktorska disertacija 

MATERIJAL I METODE 33 

 

Slika 10. Raspodela doze u funkciji dubine prodiranja snopa jona ugljenika od 62 

MeV/n u Perspex-u. Strelice pokazuju pozicije zraĉenja koje odgovaraju 

vrednostima LET-a od 84.7 keV/µm (pozicija A), 197.2 keV/µm (pozicija B) i 

382.4 keV/µm (pozicija C). 

Odgovarajuće ralativne doze u pozicijama A, B i C iznosile su 22.1±1.4 %, 

49.0±3.9 % i 87.5±5.7 %. U ovim pozicijama vrednosti LET-a su iznosile: 84.7, 197.2 i 

382.4 keV/µm. Energija (E) i LET vrednosti su izraĉunate numeriĉkim simulacijama 

GEANT4 (GEometryANd Tracking) raĉunarskim programom (GEANT4, 1998) i 

prikazane su u tabeli 1.  

Tabela 1. Procenat doze, energija i LET u pozicijama A, B i C na Bragg-ovoj krivoj 

     
Pozicija 

zraĉenja 

Dubina u PMMA 

(mm) 

Relativna doza     

(%) 

E 

(MeV/n) 

LET 

(keV/μm) 

     
A 6.0 22.1±1.4 328.7±6.3 84.7±0.8 

B 7.7 49.0±3.9 117.1±2.6 197.2±1.8 

C 7.9 87.5±5.7 56.4±1.1 382.4±3.2 

 

Referentna dozimetrija je izvedena pomoću Markusove jonizacione komore 
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(Advanced Markus Chamber, 0.02 cm
2
, Type 34045, 

PhysikalischTechnischeWerkstätten - PTW Freiberg, Nemaĉka) koja je kalibrisana 

prema pravilima International Atomic Energy Agency Technical Report Series (IAEA-

TRS-398, 2000; Cirrone et al., 2004; Petrović et al., 2006). Primenjene su doze od 2, 4, 

8, 12 i 16 Gy. Proseĉna brzina doze je iznosila 11.03 ± 0.27 Gy/min.  

S obzirom da je Bragg-ov vrh veoma uzak, preciznost postavljanja uzoraka u 

izabrane poloţaje je proveravana, pre i posle ozraĉivanja, korišćenjem GafChromic HS 

(high sensitivity) filmova (Signal Processing - ISP Technologies, Wayne, New Jersay, 

SAD) umesto ćelijskog monosloja. Relativne optiĉke gustine ozraĉenih filmova 

oĉitavane su pomoću aparata Epson Scan Expression 1680, koristeći transmisionu 

tehniku oĉitavanja (tabela 2). 

Tabela 2. GafChromic HS filmovi i relativna optiĉka gustina za razliĉite poloţaje 

ozraĉivanja unutar Bragg-ove krive. 

GafChromic 

HS filmovi       

       
Pozicija 

zraĉenja 
 A B C   

       
PMMA (mm) 1.1 6.0 7.7 7.9 8.1 8.2 

       
Relativna 

optiĉka 

gustina 

0.29 0.40 0.56 0.66 0.15 0 

 

Ozraĉivanje HTB140 ćelija γ zracima obavljeno je na 
60

Co izvoru u Institutu za 

nuklearne nauke Vinĉa u Beogradu. Ćelije su ozraĉene na sobnoj temperaturi dozama 

od 2 do 16 Gy, pri brzini doze od ~ 1 Gy/min. 

3.2.3 OdreĊivanje klonogenog preživljavanja 

Klonogeni esej predstavlja standardni radiobiološki esej za praćenje efekata 
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zraĉenja na preţivljavanje ćelija. Nakon ozraĉivanja jonima ugljenika ili γ zracima, 

HTB140 ćelije su tripsinizovane i zasejavane u flaskove površine 25 cm
2
. Ćelije su 

zatim inkubirane 7 dana u standardnim uslovima na 37°C. Posle isteka perioda 

inkubacije od minimum 6 vremena dupliranja, ćelije su fiksirane hladnim metanolom i 

bojene rastvorom Giemsa-e. Kao kolonije su brojane grupe od 50 i više ćelija. 

3.2.4 Linearno kvadratni model i odreĊivanje relevantnih 

parametara zakrivljenja fitovane krive (α i β), frakcije 

preživljavanja za dozu 2 Gy (SF2) i relativne biološke 

efektivnosti (RBE) 

Podaci o klonogenom preţivljavanju HTB140 ćelija melanoma ĉoveka dobijeni 

su brojanjem formiranih kolonija 7 dana nakon ozraĉivanja ćelija.  

Frakcija preţivljavanja (eng. surviving fraction, SF), koja predstavlja jedan od 

kriterijuma za odreĊivanje radio-osetljivosti normalnih i maligno transformisanih ćelija, 

odreĊena je na osnovu formule: 

 

U ovoj formuli PE oznaĉava efikasnost zasejavanja (eng. plating efficiency) i 

predstavlja odnos broja formiranih kolonija i zasejanih ćelija u neozraĉenim kulturama.  

Krive preţivljavanja predstavljaju najbolje fitovanje eksperimentalnih taĉaka 

frakcija preţivljavanja pomoću linearno kvadratne jednaĉine: 

 

U ovoj formuli S predstavlja frakciju preţivljavanja za dozu D, a α i β su 

parametri fitovanja. Parametar α definiše poĉetni nagib krive, dok parametar β definiše 
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njen završni deo (Fowler, 2005). Frakcija preţivljavanja za dozu od 2 Gy (SF2) 

dobijena je iz najbolje fitovane krive preţivljavanja. 

Na osnovu dobijenih podataka o ćelijskom preţivljavanju odreĊena je RBE 

vrednost zraĉenja jonima ugljenika u odnosu na γ zraĉenje od 2 Gy. 

3.2.5 OdreĊivanje ćelijske vijabilnosti pomoću MTT eseja 

Za optimizaciju uslova eksperimenta korišćen je kolorimetrijski MTT (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) esej. Esej je raĊen po uputstvu 

proizvoĊaĉa (Roche) a zasniva se na sposobnosti metaboliĉki aktivnih ćelija da prevedu 

ţutu tetrazolijumsku so MTT u purpurne kristale formazana. Razliĉite gustine ćelija (1 x 

10
3
 – 10 x 10

3
) su zasejavane u bunare na ploĉi sa 96 bunara (Greiner Bio-One). Ćelije 

su zatim gajene u standardnim uslovima na 37 °C, u vlaţnoj atmosferi sa 5% CO2. Po 

isteku odgovarajućeg vremena inkubacije (1-9 dana) u bunare je dodavan rastvor MTT-

a, a nakon 4 h na 37 °C i rastvaraĉ (Solubilisation Solution, 10% SDS u 0.01 M HCl). 

Ploĉe sa ćelijama su ostavljene preko noći u standardnim uslovima u CO2 inkubatoru. 

Apsorbanca uzoraka je merena na ELISA (eng. enzyme-linked immunosorbent assay) 

ĉitaĉu (Wallac, Victor2 1420 Multilabel counter, PerkinElmer, Turku, Finland) na 

talasnoj duţini od 550 nm. Referenta vrednost je merena na talasnoj duţini od 690 nm. 

3.2.6 OdreĊivanje ćelijske vijabilnosti pomoću SRB eseja 

Za odreĊivanje vijabilnosti ćelija nakon ozraĉivanja jonima ugljenika korišćen je 

kolorimetrijski sulforodamin B (SRB) esej koji je izveden po proceduri Skehan-a i 

saradnika (Skehan et al., 1990). Ovaj esej se zasniva na merenju mase ukupnih ćelijskih 

proteina koja je proporcionalna broju ćelija. SRB boja se vezuje za bazne amino kiseline 

u proteinima omogućavajući njihovu kolorimetrijsku detekciju. Ćelije su nakon 

ozraĉivanja odvajane od površine flaska smešom tripsina i EDTA i po 3 x 10
3
 ćelija je 

zasejavano u svaki bunar na ploĉi sa 96 bunara (Greiner Bio-One). Ćelije su zatim 

gajene u standardnim uslovima na 37 °C, u vlaţnoj atmosferi sa 5% CO2. Nakon isteka 

vremena inkubacije od 48 h ili 7 dana ćelijski monosloj je fiksiran hladnom (+4 °C) 
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10% TCA a zatim obojen rastvorom 0.4% SRB-a u 1% sirćetnoj kiselini. Posle 15 min 

višak boje je odstranjen ispiranjem monosloja 5 puta 1% sirćetnom kiselinom. Vezana 

boja je rastvorena u 10 mM Tris-u i izmerena je apsorbanca u ELISA ĉitaĉu (Wallac, 

Victor2) na 550 nm. Referenta vrednost je merena na talasnoj duţini od 690 nm. 

3.2.7 OdreĊivanje ćelijske proliferacije 

Za odreĊivanje ćelijske proliferacije je korišćena metoda koja se bazira na 

merenju inkorporacije 5-bromo-2-deoksiuridina (BrdU) u toku sinteze DNK. Prisustvo 

BrdU je odreĊivano kolorimetrijski, pomoću komercijalnog kompleta (Roche). Ćelije u 

eksponencijalnoj fazi rasta su ozraĉivane jonima ugljenika. Nakon ozraĉivanja ćelije su 

prebacivane u ploĉe sa 96 bunara (Greiner Bio-One) i gajene u standardnim uslovima na 

37 °C, u vlaţnoj atmosferi sa 5% CO2. Dva sata pre isteka vremena inkubacije od 48 h 

ili 7 dana, ćelije su obeleţene BrdU-om finalne koncentracije 10 µM. Ćelije su zatim 

fiksirane i inkubirane u prisustvu anti-BrdU-POD antitela 90 min. Nakon inkubacije 

odstranjeno je nevezano antitelo a u svaki bunar je dodat rastvor supstrata i inkubiran na 

sobnoj temperaturi ~15 minuta, tj. do razvijanja boje za fotometrijsku reakciju. Reakcija 

je stopirana rastvorom 1 M H2SO4. Apsorbanca je merena u roku od 5 min na 450 nm, 

sa referentnom talasnom duţinom na 690 nm, na ELISA ĉitaĉu (Wallac, Victor2).  

3.2.8 Analiza ćelijskog ciklusa i apoptoze 

Za analizu distribucije ćelija po fazama ćelijskog ciklusa korišćena je 

citofluorimetrijska metoda. Metoda se zasniva na ĉinjenici da ćelije u razliĉitim fazama 

ćelijskog ciklusa sadrţe razliĉitu koliĉinu DNK. Za obeleţavanje ćelija je korišćena 

fluorescentna boja PI, koja se ugraĊuje u molekul DNK i fluorescira u narandţasto-

crvenoj boji. Intenzitet fluorescencije PI proporcionalan je sadrţaju DNK u ćeliji i 

ukazuje u kojoj fazi ćelijskog ciklusa se ćelija nalazi. TakoĊe, modifikacija ove metode 

poznata kao Nicoletti esej se koristi za detekciju i merenje apoptoze, analizom ćelija sa 

sadrţajem DNK manjim od 2n (sub-G1 ćelije). Ovakve ćelije su uglavnom rezultat 

fragmentacije DNK tokom apoptoze, od strane ćelijskih endonukleaza (Nicoletti et al., 
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1991). Zbog toga se na grafiĉkom zapisu FACS (eng. Fluorescence Activated Cell 

Sorter) analize moţe uoĉiti vrh ispred G0/G1 ćelija, oznaĉen kao sub-G1. Na ovaj naĉin 

se istovremeno sa analizom ćelijskog ciklusa dobijaju i podaci o procentu apoptotiĉnih 

ćelija. 

Prvi korak u pripremi uzoraka je permeabilizacija ćelijske membrane fiksacijom 

preko noći u etanolu, jer većina boja koje se vezuju za DNK nije sposobna da proĊe 

kroz nju. Nako toga su ćelije bojene pomoću PI u prisustvu Ribonukleaze A, enzima 

koji razgraĊuje RNK. Na ovaj naĉin se PI vezuje samo za DNK i onemogućava se 

stvaranje laţnih rezultata vezivanjem PI za RNK. Ćelije su nakon toga analizirane 

pomoću citofluorimetra (Coulter EPICS XL; Beckman Coulter). Za svaki uzorak je 

analizirano pribliţno 10000 ćelija. Dobijeni podaci su obraĊeni pomoću XL SYSTEM II 

programa za analizu uzoraka. 

3.2.9 Izolacija ukupnih ćelijskih proteina  

Izolacija ukupnih proteina iz HTB140 ćelija izvoĊena je u puferu za liziranje 

koji sadrţi 50 mM TRIS-HCl, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 0.5% Na-

deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM Na3VO4 i proteazne 

inhibitore (0.15 mM spermidin, 5 µg/ml aprotinin, 5 µg/ml leupeptin, 5 µg/ml antipain i 

10 mM PMSF). Ćelije su nakon tretmana zraĉenjem prikupljane a zatim inkubirane 1 h 

na ledu (+4 °C) u puferu za liziranje i nakon toga lizirani uzorci su centrifugirani 20 

minuta na 13000 g na temperaturi od +4 °C.  

3.2.10  OdreĊivanje koncentracije proteina 

Koncentarcija proteina u uzorcima odreĊivana je metodom po Lowry-ju (Lowry 

et al., 1951). Ova metoda se koristi kada je oĉekivana koncentracija proteina u uzorku u 

opsegu od 5 do 50 µg/ml. Standard za odreĊivanje koncentracije proteina je BSA, od 

koga je pripremljen osnovni rastvor koncentracije 50 µg/ml. Od ovog rastvora je 

pripremljeno pet razblaţenja koncentracija 5, 10, 20, 30 ,40 i 50 µg/ml. Zatim su za 

svaki uzork i razliĉita razblaţenja standarda uraĊena po tri merenja. Merenja su uraĊena 
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dodavanjem 2.5 ml reagensa A (reagens A - 1 ml 1% CuSO4, 1 ml 2% KNa-tartarata i 

98 ml 2% Na2CO3 u 0.1 M NaOH) u 1 ml uzorka ili standarda, nakon ĉega je smeša 

inkubirana 15 min na sobnoj temperaturi. U tu smešu je nakon inkubacije dodato 160 µl 

Folin-Ciocalteau reagensa i inkubirano 30 min na sobnoj temperaturi. Po isteku 

inkubacije oĉitana je apsorbanca na 750 nm (OD750nm). Od oĉitanih vrednosti standarda 

je konstruisana standardna kriva i sa nje je odreĊena koncentracija proteina u uzorku na 

osnovu proĉitane OD750nm za uzorak. 

3.2.11  Natrijum dodecil sulfat elektroforeza na 

poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) 

Prvi korak u imuno-blot proceduri je elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u 

prisustvu deterdţenta natrijum dodecil sulfata (eng. Sodium Dodecyl Sulphate 

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE), po modifikovanoj metodi Laemmli-

ja (Laemmli, 1970). Ova specifiĉna elektroforetska tehnika obezbeĊuje razdvajanje 

proteina po molekulskoj masi. Proteini su razdvajani na 10% poliakrilamidnom 

denaturišućem gelu (1.5M Tris-HCl pH 8.95, akrilamid, bisakrilamid, SDS, APS, 

TEMED i H2O) u puferu za elektroforezu. Uzorci proteina (20 µg) su pripremani u 

jednakoj zapremini 2 x Laemmli pufera, zagrevani 5 min na ~100 °C kako bi se proteini 

potpuno denaturisali. Ovako pripremljeni uzorci su nanošeni u bunariće i razdvajani 

SDS-PAGE elektroforezom na aparatu Mini Protein Electrophoresis Cell (Bio-Rad, 

Hercules, CA, SAD) pri konstantnom naponu od 100 V. Posle elektroforeze gelovi su 

korišćeni za imuno blot analizu. Radi lokalizovanja ispitivanih proteina po završetku 

elekrtoforeze kao molekulski marker korišćen je Page Ruler™ Plus Prestained Protein 

Ladder (Fermentas), koji se sastoji od 9 proteina razliĉitih molekulskih masa (250, 130, 

100, 70, 55, 35, 25, 15 i 10 kDa). 

3.2.12  Imuno blot (Western blot) 

Po završetku razdvajanja proteina elektroforezom na gelu, izvoĊena je imuno 

blot (Western blot) analiza za prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF (eng. 
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Polyvinylidence Difluoride) membranu (Immobilon-P Transfer Membrane, veliĉine 

pora 0.45 µm, Millipore Corporation, Bedford, SAD) i detekciju specifiĉnih proteina u 

proteinskim lizatima melanomskih ćelija ĉoveka. Identifikacija ispitivanih proteina u 

uzorcima je vršena na osnovu reakcije sa specifiĉnim antitelima.  

Elektrotransfer razdvojenih proteina sa gelova na memabrane vršen je tokom 

noći pri struji konstantnog intenziteta od 80 mA na +4°C pomoću sistema za transfer 

(Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad). PVDF membrane su neposredno pre transfera 

aktivirane 15 s u metanolu, ispirane u vodi a potom u hladnom transfer puferu. 

Efikasnost prenosa proteina proveravana je bojenjem membrana 1% rastvorom 

PonceauS u 3%-noj sirćetnoj kiselini, tokom jednog minuta. Po vizuelizaciji crveno 

obojenih proteinskih traka, boja PonceauS je ispirana destilovanom vodom i PBS-T 

puferom. Membrane su zatim inkubirane tokom sat vremena na sobnoj temperaturi, u 

puferu za blokiranje (5% nemasno mleko u PBS puferu) kako bi se umanjilo 

nespecifiĉno vezivanje antitela za PVDF membranu. 

Nakon blokiranja, membrane su presecane u nivou traka koje oznaĉavaju 

odreĊene molekulske teţine i inkubirane preko noći na +4°C sa primarnim antitelima na 

PARP, NFkB, p53, Bax, Bcl-2 i β- aktin. Sva antitela su bila razblaţena u PBS-T puferu 

sa 2.5% mlekom.  

Po završenoj inkubaciji sa primarnim antitelom, membrane su ispirane 3 puta po 

10 min PBS-T puferom na sobnoj temperaturi uz blago mućkanje. Nakon ispiranja 

membrane su inkubirane 2 h, uz stalno mućkanje, sa sekundarnim kozjim anti-zeĉijim 

antitelom konjugovanim sa HRP. Sekundarna antitela razblaţivana su do odgovarajućih 

koncentracija (1:5000 za Bax, Bcl-2, NFkB, PARP i β – aktin i 1:7500 za p53) u 2.5% 

nemasnom mleku u PBS-T puferu. Nakon inkubacije, membrane su opet ispirane 3 puta 

po 10 min u PBS-T puferu, nakon ĉega je na membrane nanošen reagens za 

hemiluminescenciju, ECL supstrat. On se dobija mešanjem istih zapremina luminola, p-

kumariĉne kiseline i rastvora vodonik-peroksida, koji u prisustvu HRP enzima na 

sekundarnom antitelu dovodi do hemijske reakcije (oksidacije luminola) i do 

oslobaĊanja energije u obliku svetlosti. Membrane su inkubirane u ECL supstratu 5 

min, nakon ĉega su osušene, pokrivene tankom providnom folijom i postavljene u 

kasete za detekciju (Hypercassette, Amersham Life Science, SAD). Detekcija je vršena 
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u mraĉnoj sobi sa crvenom svetlošću. Na pokrivene membrane su postavljani rendgen 

filmovi (AGFA, Medical X-ray film, Belgija), pri ĉemu je duţina ekspozicije varirala 

od nekoliko sekundi do nekoliko minuta. Intenzitet signala na filmu odgovara 

intenzitetu emitovane svetlosti, a ona koliĉini specifiĉnog proteina u analiziranim 

uzorcima. Kvantifikacija signala je vršena denzitometrijski. Filmovi su skenirani, a 

optiĉka gustina detektovanih proteinskih traka kvantifikovana je pomoću raĉunarskog 

programa Image J 1.37 V. software (http://rsb.info.nih.gov).  

3.2.13  Izolovanje i elektroforetska provera kvaliteta RNK 

Izolacija ukupne RNK je obavljena u sterilnim uslovima, na sobnoj temperaturi 

pomoću komercijalnog kompleta (RNeasy mini kit, Qiagen) prema uputstvu 

proizvoĊaĉa. Metoda se zasniva na specifiĉnom vezivanju RNK za membranski sistem 

sa silika gelom u specijalnim kolonama. Nakon zraĉenja ćelije su gajene 48 h u 

flaskovima površine 25 cm
2 

pod standardnim uslovima. Ćelijski monosloj je ispiran 

sterilnim PBS-om, ćelije su lizirane RLT puferom i lizat je nanošen na kolonu. Na 

kolonu je zatim nanošen 70% etanol u dietil pirokarbonat (DEPC) vodi i kolone su 

centrifugirane 1 min na 15300 g (Eppendorf Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg, 

Nemaĉka). Kolone su potom ispirane RW1 puferom i centrifugirane 1 minut na 15300 g 

nakon ĉega su sledila dva ispiranja RPE puferom praćena centrifugiranjem 1 minut na 

10600 g. Finalno, RNK je isprana sa kolone u sterilnu tubu dodavanjem 50 µl DEPC 

vode i centrifugiranjem 1 minut na 15300 g. Ovako izolovana RNK je ĉuvana na -70°C. 

Koncentracija RNK je odreĊena spektrofotometrijski na aparatu Nano Drop 1000 

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) merenjem apsorbance uzorka na 

260 nm. Za odreĊivanje ĉistoće izolovane RNK je korišćen odnos apsorbance na 260 i 

280 nm (OD260/280) dok je za proveru integriteta dobijene RNK raĊena elektroforeza 

ukupne RNK na 2% agaroznom gelu u trajanju od 30 minuta pri konstantnoj voltaţi od 

80 V. 
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3.2.14  Reverzna transkripcija 

Za prepis RNK u komplementarnu DNK (eng. Complementary DNA, cDNK) 

korišćen je komplet za sintezu cDNK: The RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis 

Kit (Fermentas). Ukupna RNK izolovana iz kontrolnih i ozraĉenih HTB140 ćelija (1 µg) 

inkubirana je sa 1 µl (0.2 µg/µl) heksamera (Random Hexamer Primer) 5 minuta na 70 

°C. Nakon toga dodavano je 4 µl pufera (5 x Reaction Buffer for M- MuLV Reverse 

Transcriptase), 1 µl (20 U/µl) inhibitora RNAze (RiboLock-Ribonuclease inhibitor) i 2 

µl 10 mM deoksiribonukleotida (dNTP) po uzorku i inkubirano 5 minuta na 25°C. 

Nakon toga dodavano je 2 µl (200 U/μl) reverzne transkriptaze (Revert Aid
TM

 M- 

MuLV Reverse Transcriptase) i inkubirano 1 h na 60 °C. Reakcija je zaustavljana 

grejanjem na 70 °C u trajanju od 10 minuta. Dobijena cDNK je ĉuvana na -20 °C i 

korišćena je za kvantifikaciju ekspresije gena za Bax, Bcl-2 i NFκB. 

3.2.15  Kvantifikacija ekspresije gena 

Posle prepisivanja RNK u cDNK uraĊena je relativna kvantifikacija ekspresije 

gena za Bax, Bcl-2 i NFκB metodom qRT-PCR. Metoda se zasniva se na standardnoj 

PCR metodi, u kojoj se ţeljena sekvenca DNK umnoţava u ciklusima, tako da poĉetni 

broj kopija sekvence raste eksponencijalno do 10
9
 puta, uz pomoć „prajmera” 

(oligonukleotidi specifiĉni za poĉetak i kraj DNK sekvence koju umnoţavamo) i enzima 

DNK polimeraze, pri ĉemu se promene u temperaturi koriste za denaturaciju DNK, 

kontrolu vezivanja „prajmera” za jednolanĉanu DNK i kontrolu aktivnosti DNK 

polimeraze. U svakom ciklusu nakon denaturacije, „prajmer” prepoznaje 

komplementarnu sekvencu i vezuje se za nju. Nakon što se „prajmer” veţe, zapoĉinje 

aktivnost DNK polimeraze. U odnosu na standardni PCR, osnovna prednost ove metode 

je mogućnost da se PCR amplifikacija prati u realnom vremenu, odnosno informacije o 

koliĉini ciljnog molekula se dobijaju u svakom ciklusu amplifikacije, a ne samo na kraju 

procesa. 

Reakcija qRT-PCR je izvoĊena u qRT-PCR aparatu (7500 Real-time PCR 

System, Applied Biosystems) u ploĉama sa 96 bunara (MicroAmp Optical, Applied 
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Biosystems). U svaki bunar je dodavano 5 µl 2 x Power SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems), 50 ng uzorka i uzvodni i nizvodni „prajmeri“ za Bax, Bcl-2, 

NfkB i Rpl19 (Metabion) u finalnoj koncentraciji od 50 nm. Ploĉe su zatvarane 

optiĉkim adhezivnim filmom (Applied Biosystems) i centrifugirane 1 minut na 3000 g, 

a zatim smeštane u qRT-PCR aparat. Temperaturni profil reakcije u qRT-PCR aparatu 

je obuhvatao 2 minuta na 50 °C, 10 minuta na 95 °C, zatim 40 ciklusa u trajanju od po 

15 sekundi na 95 °C i po minut na 60 °C. Apsolutne vrednosti ekspresije informacione 

RNK (iRNK) svih uzoraka su normalizovane u odnosu na ekspresiju Rpl19 gena. Pri 

svakoj reakciji podešavani su uslovi za odreĊivanje krive topljenja PCR produkta, koja 

se radi u cilju provere specifiĉnosti PCR produkta: 15 sekundi na 95 °C, 1 minut na 60 

°C, 30 sekundi na 95 ° C i 15 sekundi na 60 °C. 

U qRT-PCR reakciji korišćeni su specifiĉni „prajmeri“ (Tabela 3) za 

amplifikaciju Bax, Bcl-2 i NFkB gena i Rpl19 kao endogene kontrole. 

Tabela 3. Sekvence „prajmera” korišćenih u analizi ekspresije gena za Bax, Bcl-2, 

NFkB i Rpl19. 

cDNK 

produkt 
Sekvenca “prajmera” 

Temperatura 

hibridizacije 

(ºC) 

Dužina 

PCR 

produkta 

(bp) 

Reference 

Bax 

Uzvodni 5’GGGGACGAACTGGACAGTAA -3’ 

59 122 
Yoon i Roh, 

2012 Nizvodni 5’- CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA -3’ 

Bcl-2 

Uzvodni 5’- ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA -3’ 

58 136 
Yoon i Roh, 

2012 Nizvodni 5’- ACAGTTCCACAAAGGCATCC -3’ 

Rpl 19 

Uzvodni 5’- TCGCCAATGCCAACTCTC -3’ 

63 118 
Bergenheim, 

2007 Nizvodni 5’- AGCCCGGGAATGGACAGT -3’ 

NFκB 

Uzvodni 5’-AAACACTGTGAGGATGGGATC-3’ 

60 141 
Cavalcante, 

2010 Nizvodni 5’- CGAAGCCGACCACCATGT -3’ 

 

Standardne krive za svaki par „prajmera“ su odreĊene i korišćene u cilju procene 

efikasnosti amplifikacije. Efikasnost PCR reakcije je bila sliĉna za sve parove 

„prajmera“ i kretala se u opsegu 0.96–0.99. Kvantifikacija relativne koliĉine 

transkripata je odreĊena korišćenjem 2
-ΔΔCT

 metode (Livak i Schmittgen, 2001) i 
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rezultati su izraţeni kao stepen promene u odnosu na kontrolu. Rezultati su analizirani 

korišćenjem Standard 7500 sistema. 

3.2.16  Statistiĉka obrada podataka 

Eksperimenti u kojima je praćeno klonogeno preţivljavanje su izvedeni u 

duplikatu i ponovljeni najmanje ĉetiri puta. Svi ostali eksperimenti su raĊeni najmanje u 

duplikatu i ponovljeni su bar dva puta. Dobijeni rezultati su izraţeni kao srednje 

vrednosti sa standardnim devijacijama (SV ± SD). Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu 

eksperimentalnih grupa odreĊena je Studentovim t-testom sa granicom znaĉajnosti 

p<0.05.  
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4. REZULTATI 

Rezultati koji su prikazani u ovoj doktorskoj disertacji su deo istraţivaĉkog 

programa u koji su ukljuĉeni Institut za nuklearne nauke „Vinĉa”, Univerziteta u 

Beogradu, Srbija i Istituto Nazionale di Fisica Nucleare, Laboratori Nazionali del Sud 

(INFN-LNS), Katanija, Italija. U okviru ovih eksperimenata praćena je inaktivacija 

ćelija melanoma ĉoveka zraĉenjem jonima ugljenika u kulturi.  

Kao model sistem u ovom radu je korišćena HTB140 ćelijska linija melanoma 

ĉoveka koja je izolovana iz metastaza u limfnim ĉvorovima pacijenta muškog pola 

starog 56 godina (Creasey et al., 1979). 

4.1 Optimizacija uslova rasta ćelija 

Prvi korak u optimizaciji uslova eksperimenta je podrazumevao optimizaciju 

gustine zasejavanja ćelija u cilju praćenja njihovog rasta. Za potrebe ovog eksperimenta 

HTB140 ćelije su gajene u mikrotitar ploĉama sa 96 bunara. Poĉetni broj ćelija se 

kretao u rasponu od 1000 do 10000 po bunaru. Rast ćelija je praćen pomoću MTT eseja 

tokom 9 dana, tj. do ulaska ćelija u plato fazu (Slika 11). 
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Slika 11. Kriva rasta HTB140 ćelija melanoma ĉoveka 

MTT esej karakteriše linearna zavisnost apsorbance od broja ćelija, za vrednosti 

apsorbance do 1. S obzirom na ovu ĉinjenicu za dalja istraţivanja je izabrana poĉetna 

gustina od 3000 ćelija po bunaru kao najveća analizirana gustina ćelija pri kojoj 

apsorbance ne prelaze vrednost 1 do 7. dana, do kada su praćeni efekti zraĉenja. 

4.2 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na klonogeno preživljavanje 

Frakcije preţivljavanja HTB140 ćelija melanoma ĉoveka, koje su dobijene 

praćenjem klonogenog preţivljavanja 7 dana posle ozraĉivanja γ zracima i jonima 

ugljenika prikazane su na slici 12. Na slici su prikazane i najbolje fitovane krive, 

dobijene fitovanjem frakcija preţivljavanja pomoću linearno-kvadratne jednaĉine: S = 

exp (- αD - βD
2
), gde S predstavlja frakciju preţivljavanja za dozu D, dok su α i β 

parametri fitovanja. Kako β parametar ima veoma malu vrednost za sve fitovane krive, 
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linearno-kvadratna jednaĉina je redukovana samo na njen linearni deo.  

Sve primenjene doze u analiziranim pozicijama zraĉenja jonima ugljenika 

izazivaju veću inaktivaciju ćelija u odnosu na γ zraĉenje (Slika 12). Najbolji efekat jona 

ugljenika na smanjenje preţivljavanja ćelija se moţe konstatovati u poziciji B (LET 

197.2 keV/µm). Najmanja efikasnost jona ugljenika u eliminaciji malignih ćelija je 

dobijena u poziciji A (LET 84.7 keV/µm). Efikasnost ozraĉivanja jonima ugljenika 

analiziranih vrednosti LET-a je ilustrovana parametrom α koji iznosi 0.163 Gy
-1

 u 

poziciji A, 0.246 Gy
-1

 u poziciji B i 0.201 Gy
-1

 u poziciji C. Vrednost parametra α za 

primenjeno γ zraĉenje je 0.036 Gy
-1

 (Tabela 4).  

Analiza podataka o preţivljavanju ćelija u okviru svake primenjene pozicije 

zraĉenja pokazuje relativno visok gradijent inaktivacije ćelija za doze do 8 Gy. Primena 

većih doza je dovela do dalje inaktivacije ćelija, ali sa manjim gradijentom. Gradijent 

inaktivacije ćelija za doze manje od 8 Gy je najveći u poziciji B, a najmanji u poziciji 

A. Ćelijsko preţivljavanje nakon primene većih doza zraĉenja se ne razlikuje znaĉajno u 

analiziranim pozicijama. Postojanje dva razliĉita gradijenta inaktivacije ćelija za manje i 

veće doze prouzrokovalo je smanjenu preciznost fitovanja krivih. Koeficijent 

odreĊenosti (r
2
) definiše se kao koliĉnik sume kvadrata odstupanja opisanih 

regresionom funkcijom i sume kvadrata odstupanja podataka od aritmetiĉke sredine, ili 

kao 1 - koliĉnik sume kvadrata odstupanja koja nisu opisana regresinom funkcijom i 

sume kvadrata odsupanja podataka od aritmetiĉke sredine. 

Ovaj koeficijent predstavlja relativnu meru preciznosti fitovanja 

eksperimentalnih podataka. Vrednost r
2 

u našem eksperimentu je 0.874 u poziciji A, 

0.926 u poziciji B i 0.898 u poziciji C. 
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Slika 12. Klonogeno preţivljavanje HTB140 ćelija melanoma ĉoveka 7 dana posle 

ozraĉivanja γ zracima i jonima ugljenika. Pozicija A odgovara vrednosti LET-

a od 84.7 keV/µm, pozicija B vrednosti LET-a od 197.2 keV/µm, a pozicija C 

vrednosti LET-a od 382.4 keV/µm Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 

16 Gy. 

Frakcija preţivljavanja je dobijena iz najbolje fitovanih krivih preţivljavanja uz 

pomoć kompjuterskog programa TableCurve 2D v5.00 (AISN Software). Odgovarajuće 

vrednosti parametra fitovanja α koji definiše nagib krive, koeficijent odreĊenosti (r
2
) i 

standardna greška fitovanja su prikazani u Tabeli 4. TakoĊe su prikazane i vrednosti 

frakcije preţivljavanja za dozu od 2 Gy (SF2), koja predstavlja meru radio-osetljivosti 

ćelija. Ove vrednosti su odreĊene sa krivih preţivljavanja. Najviša SF2 vrednost od 

0.93±0.01 je dobijena nakon ozraĉivanja γ zracima. Visoke SF2 vrednosti dobijene su i 

u sve tri pozicije ozraĉivanja jonima ugljenika (A, B i C) i iznose 0.72±0.01, 0.61±0.02 

i 0.67±0.02, redom. Ovako dobijene SF2 vrednosti ukazuju na visoku radio-

rezistentnost HTB140 ćelija.  
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Još jedan vaţan radio-biološki parametar D10, koji predstavlja dozu koja 

redukuje klonogeno preţivljavanje na 10%, odreĊen je za HTB140 ćelije. Vrednost D10 

posle ozraĉivanja jonima ugljenika, u poziciji A je 14.12 Gy, u poziciji B 9.35 Gy, a u 

poziciji C iznosi 11.44 Gy.  

Odnos α parametara za krive preţivljavanja posle ozraĉivanja jonima ugljenika i 

γ zracima (α/αγ) predstavlja efektivnost zraĉenja za male doze i definisana je kao RBEα. 

RBEα za HTB140 ćelije u poziciji A je 4.53±0.48, u poziciji B 6.83±0.43 a u poziciji C 

iznosi 5.58±0.46 (Tabela 4). 

Tabela 4. Parametri fitovanja, SF2 i RBEα za HTB140 ćelije melanoma ĉoveka nakon γ 

zraĉenja i zraĉenja jonima ugljenika. 

Vrsta zraĉenja α(Gy
-1

) r
2
 St. greška 

fitovanja 

SF2 RBEα 

γ zračenje 

 0.036±0.009 0.928 0.046 0.93±0.01 1.00 

Joni ugljenika 

Pozicija zraĉenja    

A 0.163±0.069 0.874 0.134 0.72±0.01 4.53±0.48 

B 0.246±0.088 0.926 0.111 0.61±0.02 6.83±0.43 

C 0.201±0.079 0.898 0.125 0.67±0.02 5.58±0.46 

      
 

Biološki efekat jona ugljenika u odnosu na γ zraĉenje je procenjen pomoću RBE 

vrednosti odreĊene u odnosu na izoefekat za  zraĉenje od 2 Gy. Ova vrednost oznaĉena 

je kao RBE(2Gy, γ) i predstavlja koliĉnik doze 2Gy γ zraĉenja i doze jona ugljenika 

koja dovodi do istog nivoa inaktivacije ćelija kao i referentno γ zraĉenje od 2 Gy 

(Tabela 5). Najveća vrednost RBE(2Gy, γ) je konstatovana u poziciji B i iznosi 

7.06±0.18. U tabeli 3 su takoĊe prikazane i vrednosti RBE(Doza, γ) izraĉunate prema 

istoj definiciji kao i RBE(2Gy, γ) za doze 4 Gy, 8 Gy, 12 Gy i 16 Gy. Sa povećanjem 

doze od 2 do 16 Gy vrednosti RBE(Doza, γ) su vrlo ujednaĉene i kreću se od 4.55±0.17 
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do 4.58±0.15 u poziciji A, 6.87±0.19 do 7.06±0.18 u poziciji B i 5.58±0.12 do 

5.65±0.14 u poziciji C. To potvrĊuju fitovane krive s obzirom da je njihov nagib 

proporcionalan dozi (Slika 12). 

Tabela 5. RBEα i RBE(Doza, γ) vrednosti za HTB140 ćelije melanoma ĉoveka. 

Pozicija 

zraĉenja 
RBEα 

RBE 

(2Gy, γ) 

RBE 

(4Gy, γ) 

RBE 

(8Gy, γ) 

RBE 

(12Gy, γ) 

RBE 

(16Gy, γ) 

A 4.53±0.48 4.56±0.16 4.58±0.15 4.57±0.18 4.55±0.17 4.56±0.15 

B 6.83±0.43 7.06±0.18 6.92±0.20 6.93±0.17 6.88±0.16 6.87±0.19 

C 5.58±0.46 5.58±0.12 5.62±0.15 5.65±0.14 5.63±0.12 5.62±0.11 

       

4.3 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na vijabilnost HTB140 ćelija 

Efikasnost zraĉenja jonima ugljenika na inaktivaciju rezistentnih melanomskih 

HTB140 ćelija ĉoveka je praćena na nivou ćelijske vijabilnosti koja je odreĊena SRB 

metodom 48 h i 7 dana nakon zraĉenja. 

Dobijeni rezultati pokazuju da je vijabilnost HTB140 melanomskih ćelija 

znaĉajno smanjena 48 h nakon ozraĉivanja jonima ugljenika u svim analiziranim 

pozicijama zraĉenja. Procenat vijabilnih ćelija u ovim uzorcima je od 76.1 – 92.6% u 

poziciji A (p<0.05), 55.3 – 62% u poziciji B (p<0.001) i 53.5 – 73.2% u poziciji C 

(p<0.001) (Slika 13). 
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Slika 13. Vijabilnost HTB140 ćelija melanoma ĉoveka odreĊena SRB metodom 48 h 

nakon ozraĉivanja jonima ugljenika, izraţena u odnosu na kontrolu. Vrednost 

kontrole normirana je na 100%. Pozicija A odgovara vrednosti LET-a od 84.7 

keV/µm, pozicija B vrednosti LET-a od 197.2 keV/µm, a pozicija C vrednosti 

LET-a od 382.4 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. * 

- statistiĉka znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 

<p < 0.01; *** - p < 0.001. 

Produţenje inkubacije do 7 dana nakon ozraĉivanja ćelija je dovelo do 

smanjenja broja vijabilnih ćelija u odnosu na vremensku taĉku 48 h. Najbolji efekat na 

inaktivaciju ćelija u ovoj vremenskoj taĉki postignut je ozraĉivanjem jonima ugljenika u 

poziciji B (LET 197.2 keV/µm). Nivo inaktivacije ozraĉenih ćelija u odnosu na 

neozraĉene je znaĉajano povećan u celom opsegu primenjenih doza u svim pozicijama 

zraĉenja (p<0.001). Procenat vijabilnih ćelija u ovim uzorcima je od 32.3 – 82.7% u 

poziciji A, 31.7 – 38.9% u poziciji B i 37.1 - 56.6% u poziciji C (Slika 14).  
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Slika 14. Vijabilnost HTB140 ćelija melanoma ĉoveka odreĊena SRB metodom 7 dana 

nakon ozraĉivanja jonima ugljenika, izraţena u odnosu na kontrolu. Vrednost 

kontrole normirana je na 100%. Pozicija A odgovara vrednosti LET-a od 84.7 

keV/µm, pozicija B vrednosti LET-a od 197.2 keV/µm, a pozicija C vrednosti 

LET-a od 382.4 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. * 

- statistiĉka znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 

<p < 0.01; *** - p < 0.001. 

4.4 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na proliferativnu sposobnost 

HTB140 ćelija 

Proliferativni kapacitet HTB140 ćelija praćen je 48 h i 7 dana nakon ozraĉivanja 

jonima ugljenika merenjem ugradnje BrdU u molekul DNK tokom ćelijske proliferacije. 

Na slici 15 je prikazan nivo ćelijske proliferacije u funkciji doze u tri pozicije 

zraĉenja duţ Bragg-ove krive 48 h nakon ozraĉivanja ćelija. Smanjena proliferativna 

sposobnost ćelija je detektovana nakon zraĉenja jonima ugljenika u sve tri pozicije 

zraĉenja. Proliferativni kapacitet ćelija je najviši u poziciji A (LET 84.7 keV/µm) pri 

primeni doza od 2 i 4 Gy i iznosi 95.4 i 83.3% (p<0.05) dok se sa primenom većih doza 
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proliferacija znaĉajno smanjuje i iznosi od 52.5 – 70.7% u odnosu na kontrolu 

(p<0.001). U pozicijama B (LET 197.2 keV/µm) i C (LET 382.4 keV/µm) nivo 

proliferacije ćelija je u sliĉnom opsegu, od 59.3 – 78.8% u poziciji B (p<0.001), 

odnosno 58.5 – 70.5% u poziciji C (p<0.001).  

 

Slika 15. Proliferativna aktivnost HTB140 ćelija melanoma ĉoveka 48 h nakon 

ozraĉivanja jonima ugljenika odreĊena BrdU metodom. Vrednost kontrole 

normirana je na 100%. Pozicija A odogovara vrednosti LET-a od 84.7 

keV/µm, pozicija B vrednosti LET-a od 197.2 keV/µm, a pozicija C vrednosti 

LET-a od 382.4 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. * 

- statistiĉka znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 

<p < 0.01; *** - p < 0.001. 

Nivo proliferacije ćelija 7 dana nakon ozraĉivanja je znaĉajno smanjen u odnosu 

na neozraĉene ćelije i ne prelazi 35% (slika 16). Najviši nivo proliferacije detektovan je 

u poziciji A, 23.1 - 32.8% (p<0.001). U pozicijama B i C detektovani nivo proliferacije 

ćelija je u sliĉnom opsegu i iznosi 14.1 - 24.8% u poziciji B (p<0.001), odnosno 13.2 - 

23.9% u poziciji C (p<0.001).  
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Slika 16. Proliferativna aktivnost HTB140 ćelija melanoma ĉoveka 7 dana nakon 

ozraĉivanja jonima ugljenika odreĊena BrdU metodom. Vrednost kontrole 

normirana je na 100%. Pozicija A odogovara vrednosti LET-a od 84.7 

keV/µm, pozicija B vrednosti LET-a od 197.2 keV/µm, a pozicija C vrednosti 

LET-a od 382.4 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. * 

- statistiĉka znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 

<p < 0.01; *** - p < 0.001. 

* * * * * * * * * * 

Za praćenje efekata zraĉenja jonima ugljenika na distribuciju ćelija po fazama 

ćelijskog ciklusa i indukciju apoptoze odabrane su pozicije B i C. Eksperimentalno 

odreĊeni radiobiološki parametri su pokazali da je najbolji efekat zraĉenja jonima 

ugljenika na HTB140 ćelije postignut u poziciji B (LET 197.2 keV/µm). Dalje 

povećanje vrednosti LET-a do vrednosti od 382.4 keV/µm (pozicija C) nije imalo bolji 

inhibitorni efekat na ćelije, ali je efekat ovog LET-a analiziran u daljim eksperimentima 

u cilju ispitivanja promena na molekularnom nivou do kojih je dovelo zraĉenje jonima 

ugljenika a koje bi mogle biti uzrok lošijeg anti-tumorskog efekta u poziciji C. 
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4.5 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na distribuciju ćelija po fazama 

ćelijskog ciklusa 

Zbog smanjene proliferativne sposobnosti HTB140 ćelija uoĉene nakon zraĉenja 

jonima ugljenika u daljim eksperimentima praćene su promene na nivou ćelijskog 

ciklusa. Distribucija HTB140 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa praćena je 48 h nakon 

ozraĉivanja jonima ugljenika i prikazana je na slici 17. Citofluorimetrijskom metodom, 

bojenjem pomoću PI pokazano je da je u kontrolnom uzorku 71 % ćelija u G1 fazi, 4 % 

ćelija u S fazi i 17 % ćelija u G2 fazi. Ozraĉivanje jonima ugljenika u obe pozicije i pri 

svim primenjenim dozama je indukovalo statistiĉki znaĉajno povećanje broja ćelija u G2 

fazi (p<0.05), praćeno smanjenjem broja ćelija u G1 fazi. Broj ćelija u S fazi nije 

znaĉajno promenjen u ozraĉenim uzorcima. U poziciji B procenat ćelija u G2 fazi je u 

opsegu 23 do 29 %, dok je u poziciji C izmeĊu 21.8 i 26.2 %. Dozna zavisnost nije 

izraţena ni u jednoj od analiziranih pozicija zraĉenja. 
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Slika 17. Grafiĉki prikaz raspodele HTB140 ćelija melanoma ĉoveka po fazama 

ćelijskog ciklusa 48 h nakon zraĉenja jonima ugljenika. Primenjene su doze 

zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. Pozicija B odgovara vrednosti LET-a od 197.2 

keV/µm, a pozicija C vrednosti LET-a od 382.4 keV/µm. 

4.6 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na indukciju apoptoze 

Citofluorimetrijska metoda bojenjem pomoću PI je korišćena i za detekciju 

apoptoze nakon ozraĉivanja HTB140 ćelija jonima ugljenika. Procenat apoptotskih 

ćelija i vrednosti apoptotskog indeksa, koji predstavlja odnos procenta apoptoze 

ozraĉenih ćelija i kontrolnih ćelija, su odreĊeni 48 h nakon zraĉenja. Dobijene vrednosti 

su predstavljene u Tabeli 6. U uzorcima koji su bili izloţeni ozraĉivanju jonima 

ugljenika broj ćelija u sub-G1 fazi je znaĉajno povećan i nalazi se u opsegu od 8 do 

21.8% u poziciji B, odnosno 6.4 do 15.4% u poziciji C. Odgovarajući apoptotski indeksi 

iznose 3.5 do 9.6 u poziciji B i 2.8 do 6.8 u poziciji C. Dozno zavisno povećanje nivoa 

apoptoze detektovano je u svim ozraĉenim uzorcima, sa najvećim vrednostima 

dobijenim nakon primene doze od 16 Gy. U ovim uzorcima procenat apoptoze iznosi 

21.8 ± 0.16 u poziciji B i 15.4 ± 0.04 u poziciji C (p<0.001).  
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Tabela 6. Procenat apoptotskih ćelija 48 h nakon zraĉenja jonima ugljenika. 

Pozicija 

zraĉenja 
Doza (Gy) Apoptoza (%) 

Statistiĉka 

znaĉajnost 

Apoptotski 

indeks 

     

B 

0 2.26±0.12  1 

2 7.99±0.21 * 3.5 

4 10±0.18 ** 4.4 

8 11.84±0.19 ** 5.2 

12 19.6±0.26 *** 8.7 

16 21.8±0.16 *** 9.6 

     

C 

0 2.26±0.12  1 

2 6.44±0.05 * 2.8 

4 6.98±0.11 * 3.1 

8 15.1±0.02 *** 6.7 

12 12.8±0.08 ** 5.7 

16 15.4±0.04 *** 6.8 

Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. Pozicija B odgovara vrednosti LET-

a od 197.2 keV/µm, a pozicija C vrednosti LET-a od 382.4 keV/µm. * - statistiĉka 

znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; *** - p < 

0.001. 
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4.7 Analiza apoptotskog signalnog puta indukovanog zraĉenjem 

jonima ugljenika 

Kako je citofluorimetrijska analiza pokazala da sve primenjene doze u obe 

pozicije zraĉenja HTB140 ćelija jonima ugljenika dovode do znaĉajnog povećanja broja 

apoptotskih ćelija, dalji eksperimenti su bili usmereni na kljuĉne molekule ukljuĉene u 

proces apoptoze.  

Promene nivoa apoptotskih regulatornih proteina p53, Bax i Bcl-2, kao i isecanje 

PARP proteina praćene su Western blot tehnikom. TakoĊe je praćena i ekspresija 

transkripcionog faktora NFκB koji ima ulogu u negativnoj regulaciji apoptoze. 

Ekspresija Bax, Bcl-2 i NFκB gena je praćena qRT-PCR metodom. Efekat zraĉenja 

jonima ugljenika na sve ispitivane proteine i gene je praćen 48 h nakon zraĉenja. 

4.7.1 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na nivo p53 proteina 

Analiza p53 proteina je pokazala znaĉajno povećanje nivoa ovog proteina kod 

HTB140 ćelija nakon ozraĉivanja jonima ugljenika. Dozno zavisno povećanje je 

konstatovano u obe pozicije zraĉenja.  

U poziciji B nivo p53 proteina u svim ozraĉenim uzorcima je znaĉajno povećan. 

Reprezentativni filmovi za p53 protein i β-aktin, dobijeni Western blot tehnikom su 

prikazani na slici 18–I. Uoĉeno povećanje je dozno zavisno i kreće se od 327.3 do 

737.5% u odnosu na kontrolne, neozraĉene ćelije (p<0.05 za 2 Gy; p<0.01 za 4 i 8 Gy; 

p<0.001 za 12 i 16 Gy) (Slika 18-II). 
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Slika 18. Reprezentativni Western blot za p53 protein 48 h nakon ozraĉivanja HTB140 

ćelija melanoma ĉoveka jonima ugljenika (I). Relativna kvantifikacija nivoa 

p53 proteina (II). β-aktin je korišćen kao kontrola nanošenja jednake koliĉine 

proteina u svim uzorcima. Pozicija B odgovara vrednosti LET-a od 197.2 

keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost merenja ± SD. * - statistiĉka znaĉajnost u 

odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; *** - p < 

0.001. 

U poziciji C nivo proteina p53 kod ćelija ozraĉenih dozama od 2 i 4 Gy nije 

znaĉajno promenjen u odnosu na kontrolu. Reprezentativni filmovi za p53 protein i β-

aktin, dobijeni Western blot tehnikom su prikazani na slici 19–II. Ozraĉivanje većim 

dozama dovelo je do znaĉajnog povećanja nivoa p53 proteina u opsegu od 180 do 

295.5% (p<0.05 za dozu od 8 Gy; p<0.01 za doze od 12 i 16 Gy) (Slika 19-II). 
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Slika 19. Reprezentativni Western blot za p53 protein 48 h nakon ozraĉivanja HTB140 

ćelija melanoma ĉoveka jonima ugljenika (I). Relativna kvantifikacija nivoa 

p53 proteina (II). β-aktin je korišćen kao kontrola nanošenja jednake koliĉine 

proteina u svim uzorcima. Pozicija C odgovara vrednosti LET-a od 382.4 

keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost merenja ± SD. * - statistiĉka znaĉajnost u 

odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; *** - p < 

0.001. 

4.7.2 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na relativni odnos Bax i 

Bcl-2 proteina 

Nivo pro-apoptotskog proteina Bax i anti-apoptotskog proteina Bcl-2 je odreĊen 

Western blot tehnikom 48 h nakon ozraĉivanja HTB140 ćelija jonima ugljenika i 

izraţen kao odnos Bax/Bcl-2.  

Reprezentativni filmovi dobijeni Western blot metodom za Bax i Bcl-2 protein u 
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poziciji B su prikazani na slici 20–I. Izraĉunati odnosi pokazali su dozno zavisno 

povećanje Bax/Bcl-2 u poziciji B u odnosu na kontrolu (Slika 20-II). Bax/Bcl-2 kod 

ćelija ozraĉenih dozom od 2 Gy karakteriše povećanje na 1.2 (p<0.05), dok je primena 

većih doza povećala ovaj odnos na 2 do 3.4 (p<0.01 za 4 Gy; p<0.001 za 8 do 16 Gy). 

 

Slika 20. Reprezentativni Western blot za Bax i Bcl-2 proteine 48 h nakon ozraĉivanja 

HTB140 ćelija melanoma ĉoveka jonima ugljenika (I). Relativni odnos Bax i 

Bcl-2 proteina (II). Pozicija B odgovara vrednosti LET-a od 197.2 keV/µm. 

Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. Rezultati su predstavljeni 

kao srednja vrednost merenja ± SD. * - statistiĉka znaĉajnost u odnosu na 

kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; *** - p < 0.001. 

Reprezentativni filmovi dobijeni Western blot metodom za Bax i Bcl-2 protein u 

poziciji C su prikazani na slici 21–I. U poziciji C Bax/Bcl-2 odnos je smanjen u odnosu 

na kontrolu pri primeni malih doza zraĉenja od 2 i 4 Gy (p<0.05 i p<0.01). Pri primeni 

većih doza relativni odnos Bax i Bcl-2 proteina je znaĉajno povećan i iznosi 1.6 do 2.5 
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(p<0.01 za 12 Gy; p<0.001 za 8 i 16 Gy) (Slika 21-II). 

 

Slika 21. Reprezentativni Western blot za Bax i Bcl-2 proteine 48 h nakon ozraĉivanja 

HTB140 ćelija melanoma ĉoveka jonima ugljenika (I). Relativni odnos Bax i 

Bcl-2 proteina (II). Pozicija C odgovara vrednosti LET-a od 382.4 keV/µm. 

Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. Rezultati su predstavljeni 

kao srednja vrednost merenja ± SD. * - statistiĉka znaĉajnost u odnosu na 

kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; *** - p < 0.001. 

4.7.3 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na PARP protein 

PARP ima veoma vaţnu ulogu u programiranoj ćelijskoj smrti. To je protein od 

116 kDa koji pod dejstvom kaspaza biva iseĉen što predstavlja jedan od kljuĉnih 

dogaĊaja u apoptozi. Detekcija iseĉenog PARP proteina od 89 kDa je dokaz indukcije 

apoptoze u ćeliji . 
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Prisustvo iseĉenog PARP proteina je konstatovano u svim uzorcima HTB140 

ćelija ozraĉenim jonima ugljenika i posebno je izraţeno pri primeni doza od 4 do 16 Gy 

(Slika 22). 

 

Slika 22. Reprezentativni Western blot za PARP (116 kD) protein i iseĉeni PARP (89 

kD) protein, 48 h nakon ozraĉivanja HTB140 ćelija melanoma ĉoveka jonima 

ugljenika. Pozicije B i C odgovaraju vrednostima LET-a od 197.2 i 382.4 

keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. 

4.7.4 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na nivo nuklearnog 

faktora kappa B (NFκB) 

NFκB je transkripcioni faktor koji ima veoma vaţnu ulogu u regulaciji 

apoptotskih gena. Western blot metodom je praćen nivo njegove transkripciono aktivne 

subjedinice p65.  

Reprezentativni filmovi za NFκB protein i β-aktin, dobijeni Western blot 

tehnikom u poziciji B su prikazani na slici 23-I. Konstatovano je povećanje nivoa ovog 

proteina u svim ozraĉenim uzorcima od 246 do 410 % u odnosu na kontrolu (p<0.05; 

p<0.01) (Slika 23-II). 
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Slika 23. Reprezentativni Western blot za p65 subjedinicu NFκB proteina 48 h nakon 

ozraĉivanja HTB140 ćelija melanoma ĉoveka jonima ugljenika (I). Relativna 

kvantifikacija nivoa NFκB (p65) proteina (II). β-aktin je korišćen kao kontrola 

nanošenja jednake koliĉine proteina u svim uzorcima. Pozicija B odgovara 

vrednosti LET-a od 197.2 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 

16 Gy. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja ± SD. * - 

statistiĉka znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p 

< 0.01; *** - p < 0.001. 

Kao što je prikazano na slici 24-II nivo p65 subjedinice NFκB proteina u poziciji 

C je znaĉajno povećan u svim ozraĉenim uzorcima i iznosi od 277 do 340 % u odnosu 

na kontrolu (p<0.001). Reprezentativni filmovi za NFκB protein i β-aktin, dobijeni 

Western blot tehnikom u poziciji C su prikazani na slici 24-I. 
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Slika 24. Reprezentativni Western blot za p65 subjedinicu NFκB proteina 48 h nakon 

ozraĉivanja HTB140 ćelija melanoma ĉoveka jonima ugljenika (I). Relativna 

kvantifikacija nivoa NFκB (p65) proteina (II). β-aktin je korišćen kao kontrola 

nanošenja jednake koliĉine proteina u svim uzorcima. Pozicija C odgovara 

vrednosti LET-a od 382.4 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 

16 Gy. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja ± SD. * - 

statistiĉka znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p 

< 0.01; *** - p < 0.001. 

4.7.5 Relativni odnos ekspresije Bax i Bcl-2 gena nakon zraĉenja 

jonima ugljenika  

Osim praćenja promena relativnog odnosa Bax i Bcl-2 proteina, praćen je i 

efekat jona ugljenika na relativni odnos ekspresije gena za Bax i Bcl-2 proteine qRT-

PCR metodom. Detektovano povećanje Bax/Bcl-2 iRNK je dozno zavisno (Slika 25). 

Povećanje Bax/Bcl-2 iRNK u poziciji B je u opsegu od 1.7 do 3.5 (p<0.01 za 4 Gy; 
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p<0.001 za 8 - 16 Gy).  

 

Slika 25. Relativni odnos Bax i Bcl-2 iRNK 48 h nakon ozraĉivanja HTB140 ćelija 

melanoma ĉoveka jonima ugljenika. Pozicija B odgovara vrednosti LET-a od 

197.2 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost merenja ± SD. * - statistiĉka znaĉajnost u 

odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; *** - p < 

0.001. 

U pozicijii C odnos Bax/Bcl-2 je takoĊe pokazao doznu zavisnost i nalazi se u 

opsegu od 1.7 do 2.9 (p<0.05 za 2 Gy; p<0.001 za 4 - 16 Gy) (Slika 26). 
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Slika 26. Relativni odnos Bax i Bcl-2 iRNK 48 h nakon ozraĉivanja HTB140 ćelija 

melanoma ĉoveka jonima ugljenika. Pozicija C odgovara vrednosti LET-a od 

382.4 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. Rezultati su 

predstavljeni kao srednja vrednost merenja ± SD. * - statistiĉka znaĉajnost u 

odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; *** - p < 

0.001. 

4.7.6 Efekat zraĉenja jonima ugljenika na ekspresiju NFκB 

gena 

Istovremeno sa praćenjem nivoa proteina NFκB kod HTB140 ćelija nakon 

ozraĉivanja jonima ugljenika, praćen je i nivo iRNK za p65 subjedinicu NFκB proteina. 

Dobijeni rezultati pokazuju da nivo iRNK za p65 nije znaĉajno promenjen u uzorcima 

HTB140 ćelija izloţenim primenjenim dozama u obe analizirane pozicije zraĉenja 

(Slika 27 i 28). 
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Slika 27. Relativna promena nivoa iRNK za NFκB 48 h nakon ozraĉivanja HTB140 

ćelija melanoma ĉoveka jonima ugljenika. Pozicija B odgovara vrednosti LET-

a od 197.2 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja ± SD. * - statistiĉka 

znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; 

*** - p < 0.001. 
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Slika 28. Relativna promena nivoa iRNK za NFκB 48 h nakon ozraĉivanja HTB140 

ćelija melanoma ĉoveka jonima ugljenika. Pozicija C odgovara vrednosti LET-

a od 382.4 keV/µm. Primenjene su doze zraĉenja od 2, 4, 8, 12 i 16 Gy. 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost merenja ± SD. * - statistiĉka 

znaĉajnost u odnosu na kontrolu; * - 0.01 <p < 0.05; ** - 0.001 <p < 0.01; 

*** - p < 0.001 
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5. DISKUSIJA 

Jonizujuće zraĉenje produkuje širok spektar lezija na molekulu DNK, kao što su 

oštećenja baza, jednolanĉani i dvolanĉani prekidi (Sutherland et al., 2000; Kawata et al., 

2004; Hamada et al., 2010). Najznaĉajnije posledice po ćeliju ima indukcija 

dvolanĉanih prekida molekula DNK (Belli et al., 2000; Rothkamm i Löbrich, 2003; 

Barnard et al., 2013). Rezultati eksperimentalnih istraţivanja pokazuju da je ćelijsko 

preţivljavanje u korelaciji sa brojem ovih prekida (Belli et al., 2002). Zraĉenje visokog 

LET-a indukuje kompleksnija oštećenja u molekulu DNK, kao što su grupisani prekidi 

DNK (eng. cluster), koji se znatno teţe repariraju (Goodhead, 1995). To je razlog što 

ovaj tip zraĉenja poseduje znatno veći potencijal u eliminaciji malignih ćelija u odnosu 

na konvencionalno zraĉenje (Hada i Georgakilas, 2008).  

Izuĉavanje biološkog efekta zraĉenja visokog LET-a je od velikog interesa, kako 

na polju fundamentalne nauke, tako i za kliniĉku primenu. Terapija jonima ugljenika se 

efikasno primenjuje u leĉenju malignih oboljenja glave i vrata, tumora baze lobanje, 

karcinoma pluća, jetre, prostate, kostiju itd. (Ando i Kase, 2009). Zraĉenje visokog 

LET-a, kao što je zraĉenje jonima ugljenika pokazalo je svoju efikasnost i u tretmanu 

radio-rezistentnih tumora (Kraft, 2009; Brower, 2009; Peschke et al., 2011). 

HTB140 ćelije predstavljaju visoko radio-rezistentne ćelije sa SF2 vrednošću od 

0.93 za γ zraĉenje (Petrović et al., 2006; Petrović et al., 2010). Kriterijum za poreĊenje 

ćelija u pogledu radio-osetljivosti, odnosno radio-rezistentnosti, je frakcija 

preţivljavanja posle ozraĉivanja dozom od 2 Gy (SF2). Ćelije koje imaju SF2 vrednost 

manju od 0.35 smatraju se radio-osetljivim, dok one ĉija je SF2 veća od ove vrednosti 

su oznaĉene kao radio-rezistentne (McIlwrath et al., 1994; Ismail et al., 2004). HTB140 

ćelije pokazuju visok stepen rezistentnosti i na protonsko zraĉenje (Petrović et al., 2006; 

Ristić-Fira et al., 2007; Petrović et al., 2010; Ristić-Fira et al., 2011a), kao i na 

kombinovane tretmane protonima i alkilirajućim agensima (Petrović et al., 2007; Ristić-

Fira et al., 2009; Ristić-Fira et al., 2011b; Korićanac et al., 2012). 

U ovoj studiji praćen je efekat jona ugljenika, koje karakterišu vrednosti LET-a 

od 84.7, 197.2 i 382.4 keV/µm, na radio-rezistentne HTB140 ćelije melanoma ĉoveka. 
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Vrednost LET-a od 84.7 keV/µm odgovara poziciji na platou Bragg-ove krive (pozicija 

A), dok vrednosti LET-a od 197.2 i 382.4keV/µm odgovaraju pozicijama na 

proksimalnom, odnosno rastućem delu Bragg-ovog vrha (pozicija B i pozicija C). 

Vrednost LET-a od 197.2 keV/µm je izabrana imajući u vidu rezultate prethodnih 

istraţivanja koji ukazuju da je najveća biološka efikasnost jona ugljenika pri 

vrednostima LET-a od ~200 keV/µm (Ando et al., 2005; Fokas et al., 2009; Weber i 

Kraft, 2009; Okayasu, 2012). Vrednosti LET-a od 84.7 i 382.4 keV/µm su odabrane u 

cilju ispitivanja inhibitornih efekata jona ugljenika, za vrednosti LET-a koje su manje i 

veće od one koja postiţe maksimalnu efikasnost u eliminaciji ćelija. Sam izbor ćelijske 

linije koja se nalazi na gornjoj granici radio-rezistencije je sam po sebi interesantan za 

istraţivanje. 

Primenjene doze zraĉenja su bile u opsegu od 2 do 16 Gy. S obzirom na izraţenu 

radio-rezistentnost HTB140 ćelija (Petrović et al., 2006; Petrović et al., 2010), doze 

zraĉenja koje su korišćene u ovom radu su prilagoĊene specifiĉnosti ove ćelijske linije i 

zbog toga su veće u odnosu na one koje se uobiĉajeno koriste za analizu inhibicije 

ćelijskog rasta. Ove doze odgovaraju dozama koje se primenjuju u terapiji metastatskog 

melanoma jonima ugljenika (Fogarty i Hong, 2014).  

Radio-osetljivost HTB140 ćelija na jone ugljenika je odreĊena pomoću 

radiobioloških parametara, preţivljavanja za dozu od 2 Gy (SF2) i relativne biološke 

efektivnosti za 2 Gy (RBE(2 Gy, γ)). 

Za praćenje klonogenog preţivljavanja ćelija korišćen je klonogeni esej koji se 

bazira na sposobnosti pojedinaĉne ćelije da formira koloniju. Uobiĉajeno vreme za 

praćenje formiranja kolonija je 7 do 21 dan (Franken et al., 2006; Fiebig et al., 2004). S 

obzirom da su prethodne studije na HTB140 ćelijama melanoma ĉoveka pokazale da 

nema znaĉajne razlike u formiranju kolonija nakon 7 i 14 dana (Petrović et al., 2006), u 

ovom radu praćeno je klonogeno preţivljavanje ovih ćelija 7 dana nakon ozraĉivanja 

jonima ugljenika. Pokazano je dozno zavisno smanjenje klonogenog preţivljavanja u 

svim analiziranim pozicijama zraĉenja. TakoĊe se zapaţa prisustvo dva razliĉita 

gradijenta inaktivacije ćelija, jedan za manje i drugi za veće doze zraĉenja jonima 

ugljenika. Postojanje ova dva gradijenta inaktivacije podseća na efekat hiper radio-

osetljivosti pri niskim dozama zraĉenja (eng. low-dose hyper radiosensitivity, HRS), ali 
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za opseg doza koje su za red veliĉine veće. Poznato je da HRS karaketriše povećana 

osetljivost pojedinih ćelijskih linija na ubijanje zraĉenjem, dozama manjim od 1 Gy ili 

ĉak manjim od 0.5 Gy. Ovaj fenomen je detektovan kod ~80% neizmenjenih i maligno 

transformisanih ćelijskih linija ĉoveka (Marples i Joiner, 1993; Tsoulou et al., 2001; 

Beauchesne et al., 2003). Moţe se objasniti odsustvom aktivacije reparacionih 

mehanizama u analiziranim ćelijama nakon primene manjih doza, dok veće doze 

dovode do oštećenja koja pokreću mehanizme popravke i povećavaju radio-

rezistentnost ćelija (Joiner et al., 1993; Lambin et al., 1996; Marples i Joiner, 2000). 

Kod HTB140 ćelija melanoma ĉoveka doze jona ugljenika koje su dovele do povećane 

senzitivnosti bile su ispod 8 Gy. Za doze iznad 8 Gy primetno je zasićenje inaktivacije 

ćelija. To se moţe pripisati takozvanom „overkill” efektu koji se pojavljuje kod većih 

doza (Ando et al., 2005). Vrlo sliĉno ponašanje HTB140 melanomskih ćelija ĉoveka 

zabeleţeno je i nakon primene protonskog zraĉenja duţ SOBP (Petrović et al., 2010).  

Prikazane SF2 vrednosti za γ zraĉenje (~0.93) i za zraĉenje jonima ugljenika u 

svim pozicijama predstavljaju frakcije preţivljavanja ćelija nakon primene doze od 2 

Gy dobijene sa fitovanih krivih. Vrednosti SF2 u svim pozicijama zraĉenja jonima 

ugljenika ukazuju na visok nivo radio-rezistentnosti HTB140 ćelija melanoma ĉoveka. 

Posmatrano duţ Bragg-ove krive, SF2 vrednost opada sa 0.72, koliko iznosi u poziciji A 

(LET 84.7 keV/µm), na 0.61 u poziciji B (LET 197.2 keV/µm). U poziciji C (LET 

382.4 keV/µm), SF2 vrednost iznosi 0.67. Ovakvo ponašanje HTB140 ćelija u 

odgovoru na zraĉenje jonima ugljenika je u saglasnosti sa rezultatima koji ukazuju da 

jone ugljenika karakteriše najveća efikasnost pri vrednostima LET-a od ~200 keV/µm 

(Ando et al., 2005; Fokas et al., 2009; Weber i Kraft, 2009; Okayasu, 2012).  

Iako SF2 vrednosti ukazuju na veoma visoku radio-rezistentnost HTB140 ćelija, 

vrednosti RBE pokazuju da su joni ugljenika doveli do znaĉajne inaktivacije ovih ćelija 

u poreĊenju sa γ zraĉenjem. Najniţa vrednost je u poziciji A i iznosi 4.56±0.16, dok je 

njena najveća vrednost u poziciji B, 7.06±0.18, pa onda pada u poziciji C, gde je 

5.58±0.12. Ovako visoke vrednosti RBE su posledica veoma niske inaktivacije γ 

zraĉenjem. Vrednost RBE(Doza, γ) se ne menja znaĉajno sa povećanjem doze u svakoj 

od tri pozicije, što pokazuje da za svaku poziciju ozraĉivanja RBE ne zavisi od doze i 

predstavlja jedinstvenu vrednost. Sliĉne vrednosti RBE za zraĉenje jonima ugljenika sa 

LET vrednostima bliskim onima koje su primenjene u ovoj studiji, su dobijene i za 
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ćelije karcinoma glave i vrata, adenokarcinoma pluća i glioblastoma (Beuve et al., 

2008; Suzuki et al., 2000). Ove vrednosti su više od vrednosti RBE(2Gy, γ) koje su za 

istu ćelijsku liniju dobijene posle zraĉenja protonima duţ Bragg-ove krive (Petrović et 

al., 2006; Petrović et al., 2010). 

Vrednost doze koja redukuje preţivljavanje na 10% (D10) posle ozraĉivanja 

jonima ugljenika je u opsegu od 9.35 do 14.12 Gy. Ovu dozu praktiĉno nije moguće 

oĉitati sa fitovane krive preţivljavanja za γ zraĉenje, u opsegu doza ni do 24 Gy, s 

obzirom da ima znatno manji nagib u odnosu na fitovane krive za zraĉenja jonima 

ugljenika. Teoretski je moguće izvršiti ekstrapolaciju iz krive preţivljavanja i tako 

dobiti D10 za γ zraĉenje. MeĊutim, ranije studije na HTB140 ćelijskoj liniji melanoma 

ĉoveka pokazuju neslaganje u vrednostima D10 dobijenim u eksperimentalnim 

merenjima i vrednostima dobijenim ekstrapolacijom iz krive preţivljavanja. Vrednost 

D10 dobijena iz krive preţivljavanja za opseg primenjenih doza od 8 do 44 Gy iznosila 

je 39.4 Gy, dok je izmerena eksperimentalna vrednost iznosila 36 Gy. Parametri 

fitovanja u ovom eksperimentu imali su vrednost α=0.0183±0.0069 i β=0.0010±0.0005. 

D10 koja je dobijena ekstrapolacijom iz krive preţivljavanja za opseg doza od 8 do 24 

Gy je bila oko 45 Gy, a vrednosti parametara α i β su 0.0171±0.0084 i 0.0010±0.0005. 

Ovakvi rezultati ukazuju da kada α i β parametri imaju niske vrednosti, što je sluĉaj kod 

visoko radio-rezistentnih ćelijskih linija, i male varijacije parametara fitovanja mogu 

dovesti do velikih promena u vrednostima D10. Iz tog razloga se vrednosti D10 dobijene 

ekstrapolacijom iz fitovane krive ne mogu smatrati pouzdanim (Petrović et al., 2006). 

Antitumorski efekat jona ugljenika je praćen i na nivou ćelijske vijabilnosti i 

proliferativnog kapaciteta 48 h i 7 dana nakon ozraĉivanja ćelija. Vremenska taĉka 48 h 

je karakteristiĉna za praćenje biološkog odgovora ćelije na tretman, dok vremenska 

taĉka 7 dana odgovara vremenu u kome je ispoljen efekat zraĉenja, što odgovara 

vremenu od najmanje 6 ćelijskih deoba (Ristić-Fira et al., 2009).  

Prvi korak u optimizaciji uslova za ELISA eseje za koje su ćelije gajene u 

ploĉama sa 96 bunara imao je za cilj definisanje rasta HTB140 ćelija melanoma ĉoveka 

u in vitro uslovima. Vijabilnost netretiranih melanomskih ćelija je praćena pomoću 

MTT eseja kojim je odreĊena apsorbanca uzoraka na talasnoj duţini od 550 nm. 

Apsorbanca je linearno zavisna od broja ćelija za vrednosti koje nisu veće od 1 (Van de 
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Loosdrecht et al., 1994). Na osnovu dobijenih rezultata ove studije zakljuĉeno je da je 

gustina od 3000 ćelija po bunaru najveća od analiziranih pri kojoj apsorbanca ne prelazi 

vrednost 1 tokom prvih 7 dana praćenja rasta ćelija i ova gustina ćelija je izabrana za 

dalje eksperimente. 

Za procenu ćelijske vijabilnosti 48 h i 7 dana posle ozraĉivanja jonima ugljenika 

korišćen je SRB esej. Pokazano je da zraĉenje jonima ugljenika dovodi do umerenog 

smanjenja broja ćelija u poziciji A 48 h nakon zraĉenja. U pozicijama B i C nivo 

inaktivacije HTB140 ćelija je sliĉan i veći u odnosu na inaktivaciju HTB140 ćelija 

ozraĉivanjem u poziciji A. Smanjenje vijabilnosti u analiziranim pozicijama nije 

linearno u odnosu na primenjene doze, što se moţe objasniti ĉinjenicom da HTB140 

ćelije, koje su u razliĉitim stadijumima diferencijacije, razliĉito reaguju na zraĉenje 

jonima ugljenika. Broj preţivelih ćelija je znaĉajno manji 7 dana nakon zraĉenja jonima 

ugljenika u odnosu na broj ćelija preţivelih 48 h posle ozraĉivanja. Efekat zraĉenja 

jonima ugljenika na ćelijsku vijabilnost u ovoj vremenskoj taĉki je najizraţeniji u 

poziciji B. 

Proliferativni kapacitet HTB140 ćelija omogućava razlikovanje ćelija koje se 

nalaze u fazi replikacije molekula DNK od ćelija koje su mrtve ili onih zaustavljenih u 

nekoj od faza ćelijskog ciklusa, a u cilju popravke oštećenja koja su nastala delovanjem 

zraĉenja. Analiza proliferativne sposobnosti HTB140 ćelija pokazuje da zraĉenje 

znaĉajno inhibira ćelijsku proliferaciju već posle 48 h, ali da se puni efekat zraĉenja 

ostvaruje nakon 7 dana, tj. posle nekoliko ćelijskih deoba. Paralelno ispitivanje ćelijske 

vijabilnosti, klonogenog preţivljavanja ćelija i njihovog proliferativnog kapaciteta u 

ispitivanim pozicijama 7 dana nakon zraĉenja omogućava bolji uvid u naĉin eliminacije 

melanomskih ćelija nakon zraĉenja jonima ugljenika. Rezultati ovih eseja pokazuju da 

je broj preţivelih ćelija veći od broja proliferativno aktivnih ćelija, kao i ćelija koje 

formiraju kolonije, što ukazuje da je kod HTB140 ćelija došlo do zaustavljanja u nekoj 

od faza ćelijskog ciklusa kako bi popravile oštećenja u molekulu DNK izazvana 

zraĉenjem. 

Najznaĉajniji uzroci inhibicije rasta malignih ćelija mogu biti indukcija procesa 

apoptoze i promena u propagaciji ćelija kroz faze ćelijskog ciklusa. Poremećaji na nivou 

regulacije ovih procesa su veoma znaĉajni kako u razvoju i progresiji melanoma, tako i 
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u odgovoru melanomskih ćelija na anti-tumorske tretmane (Sekulic et al., 2008). U cilju 

boljeg razumevanja naĉina delovanja zraĉenja jonima ugljenika, ispitivano je da li oni 

dovode do indukcije procesa apoptoze i promena u propagaciji ćelija kroz faze ćelijskog 

ciklusa. Apoptoza se u radio-osetljivim malignim ćelijama obiĉno indukuje veoma brzo 

posle ozraĉivanja, u okviru prvih 24 h. MeĊutim, za većinu ćelija u kulturi, apoptoza se 

ne odigrava tako brzo, već se moţe dogoditi posle jedne ili više ćelijskih deoba. 

Maksimalan broj apoptotskih ćelija u in vitro uslovima najĉešće se moţe konstatovati 

48 h posle ozraĉivanja (Dewey et al., 1995). Na osnovu ovih podataka za detekciju 

apoptoze je odabrana vremenska taĉka od 48 h nakon zraĉenja. 

Za ove eksperimente odabrane su samo pozicije koje se nalaze u oblasti Bragg-

ovog vrha (pozicije B i C). U poziciji B (LET 197.2 keV/µm) je, prema svim 

radiobiološkim parametrima koji su eksperimentalno odreĊeni, pokazan najbolji efekat 

zraĉenja jonima ugljenika na HTB140 ćelije. Dalje povećanje vrednosti LET-a u 

poziciji C (LET 382.4 keV/µm) nije imalo bolji inhibitorni efekat na ćelije, ali je efekat 

ovog LET-a analiziran u daljim eksperimentima u cilju ispitivanja promena na 

molekularnom nivou do kojih je dovelo zraĉenje jonima ugljenika a koje bi mogle biti 

uzrok lošijeg anti-tumorskog efekta u poziciji C.  

Citofluorimetrijska analiza broja apoptotskih ćelija i izraĉunati apoptotski 

indeksi jasno ukazuju na sposobnost jona ugljenika da eliminišu rezistentne HTB140 

ćelije indukcijom ćelijske smrti po tipu apoptoze. Dosadašnja istraţivanja pokazala su 

da joni ugljenika indukuju apoptozu i u drugim ćelijskim linijama, kao što su ćelije 

karcinoma pljuvaĉnih ţlezda (eng. human salivary grand tumor cells, HCG) (Furusawa 

et al., 2000), NP-2 ćelije glioma (Jinno-Oue et al., 2010), U87MG ćelije glioma i 

SQ20B skvamozne ćelije glave i vrata (eng. head and neck squamous cell carcinoma, 

HNSCC) (Alphonse et al., 2013).  

U nekim tipovima ćelija, kao što su epitelijalne ćelije ţeluca ĉoveka, apoptoza se 

ne indukuje ni 48 h posle ozraĉivanja. Umesto toga ćelije se zaustavljaju u G1 ili G2 fazi 

ćelijskog ciklusa (Jonathan et al., 1999). Iz tog razloga, u ovom radu su, u istoj 

vremenskoj taĉki, pored indukcije apoptoze, praćene i promene na nivou ćelijskog 

ciklusa. 

Citofluorimetrijskom analizom distribucije ćelija po fazama ćelijskog ciklusa 



Jelena J. Ţakula Doktorska disertacija 

DISKUSIJA 76 

pokazano je da se kontrolne, neozraĉene HTB140 ćelije melanoma ĉoveka u najvećem 

procentu nalaze u G1 fazi ćelijskog ciklusa. Ovako dobijeni rezultati su u saglasnosti sa 

rezultatima drugih studija u kojima je pokazano da je veliki procenat melanomskih 

ćelija u G1 fazi ćelijskog ciklusa i to kao posledica specifiĉne pojaĉane metaboliĉke 

aktivnosti melanomskih ćelija (Smalley i Eisen, 2002; Cunha et al., 2012). Rezultati 

naših istraţivanja su pokazali da joni ugljenika dovode do znaĉajnog povećanja broja 

HTB140 ćelija u G2 fazi, praćenog smanjenjem broja ćelija u G1 fazi. Procenat ćelija u 

G2 fazi je nešto veći u uzorcima ozraĉenim u poziciji B, a dozna zavisnost nije 

pokazana. Dobijeni rezultati koji ukazuju na zaustavljanje ćelija u G2 fazi su u 

saglasnosti sa detektovanim smanjenjem proliferativnog kapaciteta i klonogenog 

preţivljavanja HTB140 ćelija. Ovakvi rezultati ukazuju da zraĉenje jonima ugljenika 

oštećuje inaĉe izrazito radio-rezistentne HTB140 ćelije u većoj meri od protonskog 

zraĉenja (Petrović et al., 2006, Petrović et al., 2010).  

Jonizujuće zraĉenje deluje na radio-osetljive ćelije tako što dovodi do 

zaustavljanja ćelija u G2 fazi ćelijskog ciklusa, dok je broj ćelija u G1 fazi 

proporcionalno smanjen (Sasaki et al., 1997; Green et al., 2001). Zraĉenje jonima 

ugljenika efikasnije je u zaustavljanju V79 ćelija u G2 fazi ćelijskog ciklusa u odnosu na 

konvencionalno zraĉenje. Indukcija zaustavljanja ćelija u G2 fazi ćelijskog ciklusa 

nakon primene jona ugljenika direktno je proporcionalna smanjenju broja ćelija (Lücke-

Huhle et al. 1979, Zhou et al. 2006). Matsumoto i saradnici su pokazali da inhibicija 

ekspresije gena koji utiĉu na ćelijski ciklus i produţeno zadrţavanje u G2 fazi kod V79 

ćelija predstavljaju jedan od mehanizama odgovornih za osetljivost ovih ćelija na jone 

ugljenika. Sliĉni rezultati dobijeni su za TK6 ćelije limfoblastoma (Matsumura et al., 

2003), ćelije adenokarcinoma debelog creva ĉoveka (Tseng et al. 2002) i SMMC-7721 

ćelijsku liniju kancera jetre (Gong et al., 2007).  

U cilju detaljnijeg izuĉavanja signalnih puteva odgovornih za indukciju 

apoptoze i inhibiciju rasta HTB140 ćelija u daljem radu praćen je efekat jona ugljenika 

na ekspresiju molekula ukljuĉenih u proces apoptoze.  

Tumor supresor p53 ima vaţnu ulogu u supresiji procesa neoplastiĉne 

transformacije (Levine et al., 2006; Vousden i Prives, 2009; Levine i Oren, 2009). 

Istovremeno, rezultati epidemiološko-genetiĉkih studija pokazali su da je gen p53 
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najĉešće mutiran gen u malignim tumorima ĉoveka, sa više od 25000 mutacija 

objavljenih u TP53 bazi podataka International Agency for Research on Cancer (IARC) 

(Lehmann i Pietenpol, 2012). Mutacije u ovom genu registrovane su u gotovo svim 

tipovima malignih ćelija i prisutne su u više od 50% svih tumora (Liu et al., 2014). 

PronaĊene su u ~ 30 – 50% malignih tumora pluća, jednjaka, glave i vrata, kao i jajnika 

i debelog creva, a u manjem procentu i kod leukemija, sarkoma, melanoma, malignih 

tumora testisa i grlića materice (Olivier et al., 2004; Liu et al., 2014). U većini 

melanoma kod ĉoveka, gen p53 nije mutiran već je uglavnom detektovana promena u 

nivou njegove ekspresije (Houben et al., 2014). 

Ovaj protein svoju funkciju uglavnom ispoljava kroz regulatorni protein 

transkripcije (Levine et al., 2006; Vousden i Prives, 2009; Levine i Oren, 2009). U 

odgovoru na signale stresa kako unutarćelijske, tako i iz spoljašnje sredine, protein p53 

se aktivira pre svega kroz posttranslacione modifikacije (Liang et al., 2013). Do sada je 

identifikovano preko sto gena u ĉijoj se okolini nalaze regulatorni elementi za koje se 

protein p53 moţe vezati (Riley et al., 2008; Paz et al., 2011). Ekspresija ciljnih gena 

dovodi do indukcije signalnih puteva ukljuĉenih u reparacione sisteme, regulaciju 

ćelijskog ciklusa, indukciju apoptoze i proces ćelijskog starenja (Goh et al., 2011; Liang 

et al., 2013).  

Mutacije u genu p53 su veoma ĉeste u razliĉitim tipovima malignih oboljenja i 

odgovorne su za razvoj rezistencije na konvencionalnu radioterapiju i hemoterapiju 

(Gudkov i Komarova, 2003; Stiewe, 2007). Podaci iz literature pokazuju da su joni 

ugljenika veoma efikasni u eliminaciji radio-rezistentnih ćelija, kao što su ćelije glioma, 

karcinoma pluća, adenokarcinoma, kancera skvamoznih ćelija i da mogu dovesti do 

indukcije procesa apoptoze nezavisno od mutacionog statusa gena p53 (Takahashi et al., 

2004; Iwadate et al., 2001; Takahashi et al., 2000; Takahashi et al., 2001). Ova 

ĉinjenica je od velikog znaĉaja u kliniĉkoj praksi, s obzirom na to da nije uvek lako 

odrediti mutacioni status gena p53 pre poĉetka terapije. Osim toga zraĉenje jonima 

ugljenika efikasnije indukuje apoptozu od X zraĉenja i kod malignih ćelija koji imaju 

neizmenjen protein p53 (Yamakawa et al., 2008). 

Rezultati naše studije ukazuju da je povećan broj apoptoskih ćelija u izrazito 

radio-rezistentnim HTB140 ćelijama nakon zraĉenja jonima ugljenika verovatno 
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posledica povećanja koliĉine proteina p53. Naime, povećanje nivoa ovog proteina je 

izrazitije u poziciji B što je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim citofluorimetrijskom 

analizom broja apoptotskih ćelija. Sliĉni rezultati objavljeni su i za radio-rezistentne 

ćelije glioblastoma nakon zraĉenja jonima ugljenika (Jinno-Oue et al., 2010). 

Jedan od mehanizama kojim p53 pokreće apoptotsku mašineriju u ćeliji 

ukljuĉuje transkripcionu aktivaciju pro-apoptotskih i inhibiciju anti-apoptotskih ĉlanova 

Bcl-2 familije gena (Thornborrow et al., 2002; Kanamaru et al., 2012). U odgovoru na 

stres frakcija proteina p53 premešta se na membrane mitohondrija gde ostvaruje 

proteinske interakcije sa anti-apoptotskim proteinima Bcl-xL i Bcl-2. Ove protein-

protein interakcije za posledicu imaju inhibiciju njihove funkcije. U tim okolnostima, 

proteini Bax formiraju dimere koji su odgovorni za formiranje kanala na membranama 

mitohondrija kroz koje citohrom c napušta mitohondriju. Citohrom c je kljuĉni molekul 

za formiranje proteinskog kompleksa apoptozoma u procesu indukcije apoptoze kao 

odgovora na stanje ćelijskog stresa (Green i Kroemer, 2009; Vaseva i Moll, 2009). 

Odnos pro-apoptoskih i anti-apoptoskih ĉlanova Bcl-2 familije (naroĉito odnos proteina 

Bax i Bcl-2) predstavljaju vrstu ćelijskog reostata koji opredeljuje vrstu ćelijskog 

odgovora na stanje ćelijskog stresa u smislu indukovanja procesa apoptoze (Adams i 

Cory, 2001; Borner, 2003).  

Istovremeno, istraţivanja su pokazala da od odnosa proteina Bcl-2 familije 

zavisi i vrsta ćelijskog odgovora na dejstvo antitumorskih agensa (Kirkin et al., 2004). 

U ovom radu ispitivana je i ekspersija pro-apoptotskog proteina Bax i anti-apoptotskog 

proteina Bcl-2 u HTB140 ćelijama nakon zraĉenja jonima ugljenika. Prekomerna 

ekspresija proteina Bcl-2 je detektovana u mnogim tipovima malignih tumora, 

ukljuĉujući i melanom gde je njegova ekspresija povećana u ĉak 65% tumora (Hamada 

et al., 2008). Uticaj jona ugljenika na maligne ćelije kod kojih postoji prekomerna 

ekspresija proteina Bcl-2 još uvek nije u potpunosti ispitan. U eksperimentima u ovom 

radu analiza proteinske ekspresije Wesern blot tehnikom je pokazala da je kod HTB140 

ćelija protein Bcl-2 visoko eksprimiran, što bi mogao biti jedan od razloga njihove 

veoma izraţene radio-rezistencije. Da bi ispitali kakav je uticaj apoptotskih proteina 

Bcl-2 familije na detektovane inhibitorne efekte jona ugljenika na HTB140 ćelije, 

praćen je odnos proteina Bax i Bcl-2 u ćelijskim ekstraktima kao i odnos nivoa 

ekspresije ova dva gena. Dozno zavisno povećanje odnosa Bax/Bcl-2 detektovano je u 
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svim ozraĉenim uzorcima u obe pozicije zraĉenja, kako na nivou proteina, tako i na 

genskom nivou. To ukazuje da je zraĉenje izrazito radio-rezistentnih HTB140 ćelija 

jonima ugljenika primenom obe analizirane vrednosti LET-a indukovalo apoptozu kroz 

pomeranje odnosa Bax/Bcl-2 u korist pro-apotskog proteina Bax. 

Brojne studije pokazale su da je apoptoza indukovana zraĉenjem visokog LET-a 

zavisna od kaspaza (Yamakawa et al., 2008; Mori et al., 2009). Aktivacija kaspaze-3 u 

odogovoru na protonsko zraĉenje i zraĉenje jonima ugljenika pokazana je u ranijim 

istraţivanjima na HTB140 ćelijama (Korićanac et al., 2012; Korićanac et al., 2013). 

Imajući u vidu da aktivirana kaspaza-3 dovodi do isecanja PARP-a i da je prisustvo 

iseĉenog PARP-a u ćeliji specifiĉan indikator apoptoze (Burlacu, 2003) u ovoj studiji 

praćeno je isecanje ovog proteina nakon zraĉenja jonima ugljenika. Prisustvo PARP 

subjedinice od 89 kDa ukazuje na indukciju apoptoze kod HTB140 ćelija nakon 

zraĉenja jonima ugljenika. Najviše iseĉenog proteina PARP detektovano je nakon 

primene većih doza jona ugljenika u poziciji B (LET 197.2 keV/µm). 

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitana je i ekspresija molekula NFκB. 

Regulatorni protein NFκB aktiviraju razliĉiti signali, proinflamatorni citokini (kao na 

primer TNF-α, interleukin-1), T i B ćelijski mitogeni, bakterije, lipopolisaharidi, virusi, 

dvolanĉane RNK, kao i jonizujuće zraĉenje i hemoteraputici (Aggarwal et al., 2009). 

Poznato je da aktivirani protein NFκB reguliše transkripciju preko 400 gena ĉiji su 

proteinski produkti ukljuĉeni u brojne procese. Regulacija rasta i imunološkog 

odgovora, inflamacija, neoplastiĉna transformacija i apoptoza su neki od njih (Li i Sethi, 

2010). Rezultati eksperimentalnih studija pokazali su da je proteinom NF-κB regulisana 

i ekspresija onih gena ĉiji proteinski produkti, posreduju u procesima odgovornim za 

razvoj hemo-rezistencije i radio-rezistencije u razliĉitim tipovima malignih ćelija (Baud 

i Karin, 2009). Regulatorni protein NFκB je konstitutivno aktivan u mnogim malignim 

ćelijama, ukljuĉujući i ćelije melanoma (Lindholm et al., 2000; Nakayama et al., 2001; 

Amiri i Richmond, 2005). Kod melanoma je pokazano da je aktivnost proteina NFκB 

povezana sa progresijom melanoma (Kashani-Sabet et al., 2004) i povećanjem njegovog 

metastatskog potencijala (Kashani-Sabet et al., 2002). Efekat zraĉenja jonima ugljenika 

na NFκB signalni put kod melanoma još uvek nije dovoljno prouĉen. Na embrionskim 

293 ćelijama bubrega pokazano je da joni ugljenika u poreĊenju sa X zracima imaju 

veći potencijal da aktiviraju protein NFκB (Hellweg et al., 2011). Rezultati naše studije 
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na izrazito radio-rezistentnoj ćelijskoj liniji melanoma ĉoveka su pokazali da je NFκB 

konstitutivno aktivan i da je u obe pozicije zraĉenja povećana koliĉina ovog proteina u 

odnosu na neozraĉene ćelije. Nivo iRNK NFκB nije znaĉajno promenjen nakon zraĉenja 

jonima ugljenika. 

Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije moţe se zakljuĉiti da 

zraĉenje jonima ugljenika pokazuje znaĉajne anti-tumorske efekte i da njihov intenzitet 

zavisi od vrednosti primenjenog LET-a.  

Najizraţeniji antitumorski efekat postignut je primenom jona ugljenika ĉija je 

vrednost LET-a 197.2 keV/µm. Povećanje vrednosti LET-a na 382.4 keV/µm nije 

pokazalo bolji inhibitorni efekat na ćelije HTB140 melanoma ĉoveka. Ovo se moţe 

objasniti prirodom jona ugljenika i njihovom putanjom kroz biološki sistem. Naime, 

oštećenja izazvana zraĉenjem visokog LET-a nisu uniformno distribuirana. Verovatnoća 

da pojedinaĉna ćelija ne bude pogoĊena je veća kod zraĉenja visokog LET-a u odnosu 

na zraĉenje niskog LET-a (Mehnati et al., 2006; Goodhead et al., 1999). Rezultati 

dobijeni u ovoj studiji na izrazito radio-rezistentnim ćelijama su u saglasnosti sa 

podacima iz literature koji ukazuju da se najveća efikasnost jona ugljenika postiţe pri 

primeni zraĉenja sa LET-om od ~200 keV/ m (Ando et al., 2005; Fokas et al., 2009; 

Weber i Kraft, 2009; Okayasu, 2012). 
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6. ZAKLJUĈCI 

 

Na osnovu rezultata koji su prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji mogu se 

izvesti sledeći zakljuĉci: 

 

1. HTB140 ćelije melanoma ĉoveka posle ozraĉivanja jonima ugljenika karakterišu 

vrednosti SF2 od 0.72 u poziciji A (LET 84.7 keV/µm), 0.61 u poziciji B (LET 

197.2 keV/µm) i 0.67 u poziciji C (LET 382.4 keV/µm) koje ukazuju na visoku 

radio-rezistentnost ovih ćelija. 

2. Vrednosti relativne biološke efektivnosti jona ugljenika u odnosu na izoefekat za 

γ zraĉenje od 2 Gy (RBE(2Gy, γ)) ukazuju na jaĉu inaktivaciju jonima ugljenika 

u sve tri pozicije zraĉenja duţ Bragg-ove krive u odnosu na efekat γ zraka, sa 

najvećom vrednosti od 7.06±0.18 u poziciji B, pri LET-u od 197.2 keV/µm. 

TakoĊe, efikasnost ozraĉivanja jonima ugljenika je veća i u onosu na protone. 

3.  Zraĉenje jonima ugljenika dovelo je do znaĉajnog smanjenja vijabilnosti i 

proliferativne sposobnosti HTB140 ćelija melanoma ĉoveka u obe analizirane 

vremenske taĉke. Izraţeniji inhibitorni efekat je konstatovan 7 dana nakon 

ozraĉivanja. Smanjenje vijabilnosti i proliferativne sposobnosti je detektovano u 

sve tri pozicije zraĉenja duţ Bragg-ove krive, a najbolji efekat je postignut u 

poziciji B, u kojoj je vijabilnost ćelija manja od 40%, a proliferacija ispod 25%. 

4. Znaĉajna akumulacija ćelija u G2 fazi ćelijskog ciklusa je konstatovana 48 h 

nakon ozraĉivanja jonima ugljenika u pozicijama B i C. Bolji efekat je postignut 

u poziciji B, gde je procenat ćelija u G2 fazi u opsegu od 23 do 29 %. 

5. Zraĉenje jonima ugljenika dovelo je do indukcije apoptoze 48 h nakon 

ozraĉivanja HTB140 ćelija melanoma ĉoveka. Dozno zavisno povećanje broja 



Jelena J. Ţakula Doktorska disertacija 

ZAKLJUĈCI 82 

apoptotskih ćelija detektovano je u svim ozraĉenim uzorcima, dostiţući 21.8% 

nakon primene doze od 16 Gy u poziciji B (LET 197.2 keV/µm). 

6. Povećan broj apoptoskih ćelija u izrazito radio-rezistentnim HTB140 ćelijama 

melanoma ĉoveka nakon zraĉenja jonima ugljenika je praćen povećanjem nivoa 

proteina p53. Povećanje je izraţenije u poziciji B (LET 197.2 keV/µm) i dostiţe 

vrednosti preko 700% nakon ozraĉivanja dozama od 12 i 16 Gy. 

7. Dozno zavisno povećanje odnosa Bax/Bcl-2 detektovano je u svim ozraĉenim 

uzorcima u obe pozicije zraĉenja, kako na nivou proteina, tako i na nivou iRNK. 

To ukazuje da je zraĉenje izrazito radio-rezistentnih HTB140 ćelija jonima 

ugljenika primenom obe analizirane vrednosti LET-a indukovalo apoptozu kroz 

pomeranje odnosa Bax/Bcl-2 u korist pro-apotskog proteina Bax. 

8. Indukcija apoptoze kod HTB140 ćelija nakon zraĉenja jonima ugljenika 

potvrĊena je prisustvom PARP subjedinice od 89 kDa. 

9. Transkripcioni faktor NFκB je konstitutivno aktivan kod HTB140 ćelija 

melanoma ĉoveka i u obe pozicije zraĉenja jonima ugljenika je povećana 

koliĉina ovog proteina u odnosu na neozraĉene ćelije. Nivo ovog proteina 

dostiţe 410% u poziciji B, odnosno 340% u poziciji C. 

 

Na osnovu ovako sumiranih rezultata moţe se zakljuĉiti da je najbolji efekat 

zraĉenja jonima ugljenika na inhibiciju rasta HTB140 ćelije melanoma ĉoveka postignut 

u poziciji B (LET 197.2 keV/µm). Antitumorski efekat jona ugljenika je ostvaren kroz 

indukciju apoptoze kao i G2 bloka ćelijskog ciklusa. 
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