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После више времена поново сте у прилици да 
у својим рукама држите двоброј Хемијског пре-
гледа. То се дешава пре свега због тога што је све 
мањи прилив нових радова у редакцију Хемијског 
прегледа. Зато се сада обраћамо генерацији мла-
дих хемичара и технолога за помоћ, да текстовима 
о својим научним победама омиле хемију генера-
цијама још млађих, слично као што су то за њих 
чиниле  старије генерације. Млади истраживачи, 
овај позив упућујемо вама да научно-популарним 
чланцима за странице Хемијског прегледа, ову си-
туацију недостатка радова, која није нова, али је 
сада кулминирала, промените. Да бисмо одржали 
редовност излажења, морали смо понеки број да 
штампамо на мањем броју страна, а сада смо до-
шли до тога да издајемо двоброј. Надам се да ће 
овај позив покренути нове, младе снаге да поделе 
интересантна знања из својих лабораторија или 
учионица, из било које области хемије на попула-
ран начин.

*     *     *

Годинама фокус истраживања научника пред-
стављају механизми који воде настанку канцера, 
као основ за развој дијагностичких приступа у 
његовом раном откривању и развој персонализо-
ване терапије, a у циљу бројнијег преживљавања 
пацијената који болују од рака. Тренутни златни 
стандард дијагностике јесте биопсија туморског 
ткива. То има неколико ограничења, те је раз-
вој других дијагностичких приступа у све већој 
експанзији. Термин течна биопсија односи се на 
узорковање биолошког материјала који не обух-
вата чврсто ткиво тумора, као што су крв, урин, 
пљувачка, цереброспинална течност и др. Од чла-
нака из овог броја топло вам препоручујем чланак 
„Употреба течне биопсије за дијагностику малиг-
них болести: принципи и тренутна пракса“, ау-
торки Катарине ЖИВИЋ и Миљане ТАНИЋ, са 
Института за онкологију и радиологију Србије у 
Београду. У чланку је описана метода течне би-
опсије која је последњих година у центру интере-
совања у клиничкој онкологији, како због неин-
вазивног приступа, тако и због тога што отвара 
врата много већем подручју испитивања у односу 
на биопсију ткива.

*     *     *

У ери велике раширености канцерогених 
обољења и кардиоваскуларних артритиса потреб-
ни су нови параметри који би указали на одређене 
патологије као допуна већ класичним дијагнос-
тичким методама и провереним маркерима. По-
казало се да промене концентрација појединих 

микроелемената код канцерогених обољења, у 
односу на здраву популацију и на друга бенигна 
обољења, могу послужити као нови параметри. 
Одређивање концентрација микроелемената у 
серуму или ткиву, у комбинацији са одређеним 
ензимима, представља добар додатни параметар 
дијагностике. Тако је у овом  броју Хемијског пре-
гледа објављен још један чланак на тему канцера: 
„Улога микроелемената и матриксних металопро-
теиназа у канцерогенези“, аутора Весне В. ДРАГУ-
ТИНОВИЋ, са Института за хемију у медицини, 
Медицинског факултета, Универзитета у Београ-
ду. 

*     *     *

Многи организми морског и сувоземног по-
рекла могу садржати у себи значајне количи-
не неоргански везаног флуора. Једињења која у 
структури садрже халогене елементе су доста рас-
прострањена у природи и најчешће се могу изоло-
вати из морских организама. Међутим, за разлику 
од бромованих и хлорованих деривата, веома су 
ретки природни производи који садрже органски 
везан флуор. За разлику од веома распрострање-
ног „неорганског“ флуора, органска једињења са 
флуором се ретко срећу у природи; пронађена су 
у одређеним биљним врстама, бактеријама, док се 
у животињском царству појављују само код неких 
врста морских сунђера. О томе нам пишу Милена 
СИМИЋ, Милош ПЕТКОВИЋ и Предраг ЈОВА-
НОВИЋ, сви са Катедре за органску хемију, Фар-
мацеутског факултета, Универзитета у Београду, 
у чланку под насловом „Флуоровани природни 
производи“.

*     *     *

Спољашње репрезентације (енг. external 
representations), као нешто што стоји уместо не-
чег другог, могу бити вербални искази, симбо-
лички изрази (у виду математичких, физичких и 
хемијских једначина), слике (цртежи и фотогра-
фије), дијаграми, графици, табеле, итд, а служе нам 
да формирамо нове појмове. Када се спољашње 
репрезентације повезују на основу уочавања њи-
хове информационе сличности посреди је когни-
тивни процес назван “транслација спољашњих 
репрезентација”. Како се то може применити у 
формативној провери знања, прочитајте у чланку 
„Транслације спољашњих репрезентација“, ауто-
ра Игора МАТИЈАШЕВИЋА, професора хемије 
у Деветој гимназији “Михаило Петровић Алас” у 
Београду.

Ратко М. Јанков



58   Хемијски преглед

Кратки извод

Годинама, фокус истраживања научника 
представљају механизми који воде настанку 
канцера, као основ за даљи развој дијагностичких 
приступа у његовом раном откривању, као и 
развој персонализоване терапије и повећања 
нивоа преживљавања пацијената који болују од 
рака. Тренутни златни стандард дијагностике 
јесте биопсија туморског ткива, што има неколико 
ограничења, те је развој других дијагностичких 
приступа у све већој експанзији. Течна биопсија, 
последњих година, постала је центар истраживања 
у клиничкој онкологији, како због неинвазивног 
приступа, тако и због тога што отвара врата много 
већем подручју испитивања, него што то даје 
биопсија ткива. Термин  течна биопсија односи 
се на узорковање биолошког материјала који не 
обухвата чврсто ткиво тумора, као што су крв, 
урин, пљувачка, цереброспинална течност и др. Три 
су основна маркера течне биопсије, циркулишуће 
туморске ћелије, циркулишућа ДНК и егзозоми, 
који заједно чине огромну област истраживања која 
нуди велики напредак на пољу дијагностификовања, 
праћења болести и предвиђања адекватне циљане 
терапије.

Увод

Карцином је у већини случајева генетичка болест 
која настаје као последица молекуларних промена у 
генима који учествују у ћелијском преживљавању, 
пролиферацији и диференцијацији, при чему код 
ћелија изостаје регуларни ћелијски циклус и оне 
формирају тумор који утиче на физиологију органа.
[1] Прогноза ове болести је у великој мери повезана са 
испитивањем примарног тумора или колоније ћелија 
карцинома које мигрирају на друга места у телу.

[2] Тренутна молекуларна дијагностика пацијената 
који болују од канцера, заснована на биопсијама 
ћелија из датог ткива (енгл. „needle biopsy“), наи-
лази на бројна ограничења који могу водити по-
грешним закључцима.[3] Појединачни тумори се 
састоје од различитих субпопулација ћелија, и мала 
количина тумора добијена помоћу биопсије, могуће, 
не представља најагресивније подколоније.[3] Поред 
овог, постоји још разлога због којих се овај начин 
дијагностификовања узима са резервом, као што су 
локација појединих тумора, нетачне информације о 
метастазама на основу информација о примарном 
тумору, карактеристике удаљених метастаза које се 
не подударају са примарним тумором, итд.

Биопсија ткива, која се сматрала златним 
стандардом типизације карцинома, пружа тренутни 
приказ болести. Неспецифични налази који се 
при том добијају утичу на постављање дијагнозе 
пацијаната и последично резултују неефикасном 
терапијом.[2] Напредак биомедицинских техноло-
гија у истраживању канцера омогућио је развој 
нових дијагностичких алата који подразумевају 
неинванзивне процедуре, то јест узорковање телесних 
течности. Ти алати једним су именом названи течна 
биопсија.[2] Течна биопсија доноси нове могућности 
када су у питању дијагностификовање канцера и 
његово лечење.[1]

Термин  течна биопсија односи се на узорковање 
биолошког материјала који не обухвата чврсто 
ткиво тумора, као што су крв, урин, пљувачка, 
цереброспинална течност и др.[4] У телесним 
течностима анализирају се молекули који се 
сматрају биомаркерима канцера, укључујући 
циркулишуће туморске ћелије (енгл. CTC-circulating 
tumor cells), циркулишућу туморску ДНК (енгл. 
ctDNA-circulating tumor DNA), микроРНК (miRNA) 
и екстрацелуларне везикуле (енгл. EXV-extracellular 
vesicles).[2] Ови молекули бивају отпуштени у 
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циркулацију од стране апоптотских и некротичних 
ћелија, као и од виталних ћелија нормалног ткива, 
тумора и метастатских маса. На Слици 1. приказани 
су биомаркери течне биопсије и њихова примена у 
персонализованој медицини. [5]

Изоловање ових компонената добијених из ту-
мора, и њихова генетичка и протеомска анализа 
представља нови дијагностички алат.

1. Маркери течне биопсије

Горепоменути биомаркери откривени су у 
различитим временским периодима, а сваки од њих 
како појединачно тако и у комбинацији са другим 
биомаркерима, представља изузетан потенцијал  као 
биомаркер течне биопсије у дијагностификовању 

канцера. На Слици 2. су приказани кључни догађаји 
који приказују развој ових биомаркера. [2]

Течне биопсије доносе нове могућности за 
дијагностификовање и лечење рака: одговор на 
лечење одређеном терапијом може се лако пратити, 
а такође је омогућен и скрининг ризичних група 
у популацији једноставним узимањем крви што 
би могло омогућити рано откривање болести и 
повећати укупну стопу преживљавања.[1] Иако је 
проучавање циркулишућих биомаркера канцера 
донело многе могућности, много мало напретка је 
постигнуто како би се овакви тестови укључили у 
свакодневну клиничку праксу. Да би овакви тестови 
били клинички валидни и корисни морају се утврди-
ти стандардне оперативне процедуре које резултују 
аналитичком валидношћу. Да би се оптимизовале 

Слика 1. Биомаркери течне биопсије и њихова употреба. (прилагођено из Palmirotta et al. 2018)

Слика 2. Шематски приказ кључних прекретница у истраживању течне биопсије која покрива биомаркере, 
укључујући ЦТЋ cfDNA и ЕВ. Црвеном су представљене циркулишуће ћелије тумора, плавом циркулишућа 

туморска ДНК, а жутом екстрацелуларне везикуле.(прилагођено из Ramanathan et al., 2019.)



60   Хемијски преглед

ове оперативне процедуре неопходан је адекватан 
референтни материјал који има добро дефинисана 
својства. Референтни материјали се даље могу кори-
стити за откривање експерименталних грешака, ка-
либрацију и процену доње границе детекције (енгл. 
LOD-Limit of detection) мерних метода и помоћ у 
квантитативном одређивању биомаркера. [1]

1.1 ЦТЋ- Циркулишуће ћелије тумора

Овај тип ћелија је први пут документовао Томас 
Ешворт (Thomas Ashworth) 1869. године у крви муш-
карца, који је преминуо услед метастазе тумора, а 
посматране ћелије су микроскопски подсећале на 
ћелије примарног тумора. (Ashworth et al.,1869.)

ЦТЋ су ћелије које се откидају од примарног 
или секундарног тумора и имају способност 
да уђу у циркулацију путем које мигрирају до 
удаљених места где имају могућност да развију 
друге метастазе.[6] ЦТЋ су веома ретке и налазе 
се у циркулацији са великим бројем крвних ћелија, 
са концентрациојом од око 1 ЦТЋ у 1*106-1*109 
крвних ћелија [7] и полуживотом од 1 до 2 и по 
часа. Ове ћелије се такође могу наћи у кластерима 
са фибробластима, леукоцитима, тромбоцитним и 
епителијалним ћелијама, када граде агрегате који 
имају већу склоност да мигрирају и праве удаљеније 
метастазе јер дуже преживљавају него појединачне 
ЦТЋ.[5] Откривање ЦТЋ у крви пацијената који 
болују од рака има обећавајуће аспекте, и последњих 
година развијене су различите технике које 
омогућавају њихово изоловање и испитивање, иако 
је то технички веома захтевно.[8] Међутим, постоје 
технике уз помоћ којих је било могуће изоловати 
ЦТЋ, као што су имунотехнике (хватање антители-
ма), раздвајање по величини, исцрпљивање крвних 
ћелија и диелектрофореза, а заступљеност ових ће-
лија у циркулацији директно је повезана са агресив-
ношћу болести.[4]

Било је потребно скоро 3 деценије испитивања 
док Ракила (Racila) и колеге нису открили нови 
начин изоловања ЦТЋ преко протеина на површини 
ових ћелија, односно ћелијског епителијалног 
адхезивног молекула (енгл. ЕpCAM-Epithelial cell ad-
hesive molecule), а који се заснива на имуномагнет-
ном раздвајању.[9] Ово откриће довело је до тога да 
ово буде прва техника одобрена од стране Управе за 
храну и лекове САД (енгл. FDA-Food and Drug Ad-
ministration) за клиничку употребу у детекцији ЦТЋ.
[10] Такође, Награт (Nagrath) и колеге су развили 
микрофлуидни приступ, популарно назван ЦТЋ 
чип, који представља чип обложен антителима за 
изоловање циркулишућих ћелија тумора из крви.[11] 
Откривање, побројавање и карактеризација ЦТЋ 
углавном се изводи истовремено са обогаћивањем 
у микрофлуидном уређају. То се може постићи 
коришћењем флуоресцентног имиџинга, моле-
куларних тестова (углавном заснованих на PCR-у) 

или протеинских есеја (откривање туморских 
специфичних протеина које ослобађа ЦТЋ).
[1] Одређивање броја и карактеризација ЦТЋ 
са сертификованим системима пружа поуздане 
информације о прогнози и може послужити као течна 
биопсија за идентификовање терапијских циљева 
или механизама резистенције на метастатским 
ћелијама.[3]

Међутим, и ова техника изоловања одобрена 
од стране ФДА има своје недостатке у погледу 
специфичности и сензитивности самог есеја. Наиме, 
ЦТЋ могу проћи кроз епителијално-мезенхималну 
транзицију (енгл. ЕМТ-Epithelial mesenchymal tran-
sition) при чему се губе протеини специфични за 
епителијалне ћелије са површине ЦТЋ, што оне-
могућава њихову детекцију и изоловање. Због тога 
треба узети у обзир да се не треба фокусирати 
само на епителне маркере, већ и на мезенхималне 
маркере.[1] До данас није постигнут консензус 
о потенцијалним мезенхималним маркерима 
који би се могли користити, међутим, употреба 
површински израженог виментина могла би 
представљати решење.[12] Још један аргумент који 
би могао да се супротстави употреби EpCAM-а за 
хватање ЦТЋ је чињеница да постоје извештаји 
о присуству епителних ћелија у циркулацији код 
пацијената са бенигним болестима, што би могло 
резултовати лажно позитивним резултатима.[13] 
Даље, ЦТЋ могу стећи фенотип сличан матичним 
ћелијама изражавањем типичних маркера као што 
су CD44, CD133 и алдехид дехидрогеназе (ALDH), 
као и пролиферативна и самообнављајућа својства 
која фаворизују метастатизацију у секундарним 
ткивима. Стога је могуће пронаћи исти ЦТЋ у 
узорку крви са фенотипом епителијалних, ЕМТ или 
матичних канцерских ћелија подржавајући тако 
њихову хетерогеност, а истовремено ограничавајући 
њихово пречишћавање и анализу. [5,14]

Неколико фактора још увек омета 
стандардизовану клиничку примену, укључујући 
малу количину ЦТЋ у циркулацији; одсуство 
поузданог и ефикасног маркера за разликовање 
ЦТЋ од осталих ћелија које се преносе крвљу; 
и неприступачност молекуларне и геномске 
карактеризације у даљим експериментима услед 
малог броја детектованих ЦТЋ.[5] Стога се 
приступило развоју техника које би омогућиле 
обогаћивање ЦТЋ за даље анализе. Приступи 
обогаћивању ЦТЋ укључују велики панел 
технологија заснованих на различитим својствима 
ЦТЋ који их разликују од околних крвних ћелија, 
укључујући физичка својства (величина, густи-
на, електрични набој, деформабилност) и био-
лошка својства (експресија протеина на ћелијској 
површини, вијабилност). Тренутне стратегије за 
обогаћивање ЦТЋ су сумиране на Слици 3. [8]

Екстракција ЦТЋ из узорка крви омогућава 
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истраживање бројних феномена повезаних са раком, 
укључујући присуство мутација, транслокација, 
генска престројавања, губитак хетерозиготности, 
прекомерну експресију и регулисање гена, 
алтернативно РНК сплајсовање, експресију протеина 
и осетљивост на лекове.[4] Штавише, праћење 
ЦТЋ пре, током и после системске терапије (нпр. 
хемиотерапија, хормонска терапија, имунотерапија) 
може пружити јединствене информације за будуће 
клиничко лечење појединачног пацијента са раком 
и може послужити као супституциони маркер за 
одговор на терапију.[15,16]

1.1.1. Клиничка примена ЦТЋ

ЦТЋ карактерише висока хетерогеност на 
генском, транскриптомском, протеомском и 
метаболомском нивоу. У ствари, ЦТЋ представљају 
високо динамичну ћелијску популацију која 
може потицати и са места примарних тумора и из 
метастаза. Ове ћелије мењају своје фенотипске и 
молекуларне карактеристике током болести, под 
дејством микрооколине и терапијским селективним 
притиском. [5]

Иако је неопходно оптимизовати стандардни 
поступак за изоловање ЦТЋ-а, њихово истражи-
вање у модерној онкологији дефинитивно игра 
кључну улогу у повезивању основних истражи-
вања са клиничким закључцима као прогностички, 
дијагностички и предиктивни динамички маркер 

у свакодневној медицинској пракси.[5] Клинички 
истраживачи су открили да је апсолутни број ЦТЋ у 
узорку крви од 7,5 mL значајно повезан са прогнозом. 
Чак штавише, код метастатског карцинома дојке, 
Кристофанили (Cristofanilli) и колеге су први пут 
показали да пацијенти са више од 5 ЦТЋ у 7,5 mL 
крви имају краће преживљавање без прогресије 
болести (енгл. PFS-progression-free survival) и укупно 
преживљавање (енгл. ОЅ-overrall survival) у поређењу 
са пацијентима са нижим бројем.[17] Слични 
резултати су добијени код пацијената са раком 
простате, код којих је ОЅ пао на 11,5 месеци, односно 
на половину, у присуству више од 5 ЦТЋ / 7,5 mL 
наспрам 21,7 месеци код пацијената са мањом од ове 
граничне вредности.[18] Прогностичка улога ЦТЋ 
показана је и код других канцера, колоректалног, 
гастричног, панкреасног, канцера главе и врата, код 
саркома и неуроендокриних тумора.

Поред улоге прогностичких маркера, ЦТЋ 
се могу користити и као фармакодинамички 
биомаркери. Забележено је смањење или укупног 
броја ЦТЋ или молекуларно одређене подгрупе 
ЦТЋ као одговор на терапију. Друга предвиђена 
употреба броја ЦТЋ је у раном стадијуму 
карцинома, при чему присуство ЦТЋ може 
помоћи одабиру пацијената који ће највероватније 
имати користи од помоћне терапије. Међутим, за 
било коју предложену клиничку примену потребна 
су проспективна, контролисана испитивања да би 

Слика 3. Обогаћивање ЦТЋ из периферне крви пацијената који болују од канцера засновано на физичким и 
биолошким карактеристикама ЦТЋ. (прилагођено из: Catherine Alix-Panabieres et al.2013.)
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се потврдила и квалификовала њихова клиничка 
употреба.[19]

Идеално би било да се ЦТЋ користе као течна 
биопсија за одабир одређене персонализоване 
терапије на основу молекуларних карактеристика 
тумора пацијента. Даље, значај хетерогености ЦТЋ-а 
као одговор на, или у развоју резистенције на циљану 
терапију тек треба открити. Заиста се очекује да ће 
технике једноћелијског профилисања допринети 
следећој генерацији клиничких студија чији је циљ 
утврђивање предиктивне вредности молекуларних 
аберација у ЦТЋ и појава резистентних подтипова 
у циљаној терапији.[19] Промене у броју ЦТЋ 
у процени током лечења предвиђају одговор на 
терапију, често раније од радиолошких доказа.[20]

ЦТЋ, такође, могу пружити информације о епи-
генетичким променама у ћелијама рака пацијената. 
Конкретно, метилација ДНК у течној биопсији 
предложена је као потенцијални биомаркер за 
одређивање степена болести, прогнозу и праћење 
одговора.[21]

1.2 cfDNA- циркулишућа туморска ДНК

Циркулишућа туморска ДНК је ДНК која се 
ослобађа из апоптотских и некротичних ћелија 
тумора и постаје део укупне фракције ДНК која 
циркулише у крви (енгл. cfDNA-total cell-free DNA) 
услед физиолошког ремоделовања ткива.[22] Први 
пут је експериментално уочена 1948. године од 
стране два научника (Mandel et Metais, 1948.), а сама 
туморска ДНК идентификована од стране Kunkel-a 
1973. када је уочен пад нивоа цфДНК код пацијената 
који су подвргнути хемиотерапији.[23]

Концентрација cfDNA у крвној плазми варира 
међу пацијентима који болују од рака у зависности 
од врсте, локације и стадијума карцинома и често 
је ниска.[24] Код пацијената са раком, cfDNA 
представља мали проценат укупне фракције cfDNA, 
који варира од мање од 0,1% до преко 10% у зави-
сности од величине тумора, стадијума карцино-
ма, ћелијског промета и одговора на терапију.[25] 
Ензимско цепање ДНК током апоптозе резултује 
формирањем фрагмената ДНК у просеку од 166 bp, 
што одговара ДНК обмотаној око једног нуклеозома.
[1] Када су у питању cfDNA молекули, они су 
краћи и њихова дужина варира између 90 i 150 bp. 
Забележени су и краћи фрагменти cfDNA у неким 
врстама тумора (нпр. хепатоцелуларни карцином) 
као и велики фрагменти cfDNA са хиљадама базних 
парова, који су вероватно резултат некрозе ткива.
[26]

Типична употреба cfDNA анализа јесте у 
процени генетичких промена у генима који се 
повезују са раком, што је омогућено појавом нових 
техника секвенцирања, као што је секвенцирање нове 
генерације (енгл. NGS-Next generation sequencing), 
односно технике која омогућава детектовање cfDNA 

која је у великој мери растворена у укупној количини 
ДНК у циркулацији.[27] Откривање соматских 
мутација, најчешће промене у појединачном 
базном пару, варијације у броју копија (CNV- copy 
number variations) или хромозомски реаранжмани 
у cfDNA дају обећавајући аспект за рану дијагнозу 
карцинома, процену динамике тумора, откривање 
минималне резидуалне болести (енгл. MRD-minimal 
residual desease) и праћења одговора на терапију.[1] 
Мутације идентификоване у cfDNA екстрахованој 
из крвне плазме и у одговарајућем туморском 
ткиву пацијената са карциномом показују високу 
стопу подударности, подстичући рутинску примену 
испитивања cfDNA као додатак испитивању тумора.
[28] Такође, циркулишућа ДНК носи специфичне 
ткивне и тумор-специфичне епигенетичке аберације, 
и сам шаблон метилације туморског ткива високо 
корелира са оним на cfDNA.[29] Праћење и детекција 
клинички релевантних мутација у cfDNA је изазован 
процес, јер је cfDNA високо фрагментисана и јер је 
прикривена високом позадином укупне cfDNA, што 
резултује фреквенцијама алела (AF) нижим од 0,1%, 
посебно за туморе у раној фази или микрометаста-
зе. Такође, крв садржи целе ћелије, па при обради, 
чувању и тренспорту, може доћи до лизе ћелија при 
чему се ослобађа геномска ДНК (гДНК) и контами-
нира cfDNA фракцију, и потенцијално даје лажно 
негативне резултате.[1]  Капиларна електрофореза 
ДНК омогућава процену величине фрагмената 
ДНК, а квантификација дужих и краћих секвенци 
истог гена могућа је употребом квантитативне PCR 
(Polymerase chain reaction) анализе. Да би се избегле 
контаминације геномском ДНК, користе се специја-
лизоване епрувете.

Оптималан начин екстракције cfDNA јесте 
онај у ком су пречишћени сви фрагменти cfDNA, 
где је принос макималан и минимално прису-
ство PCR инхибитора. Једна од таквих метода 
јесте обогаћивање на магнетним зрнима, а други 
приступ јесте афинитетно обогаћивање на колони 
силика гела. Постоји и начин изоловања при коме 
се cfDNA преципитира заједно са полимером, или се 
екстрахује раствором фенола и хлороформа.[30] 

За детекцију cfDNA користе се PCR технике 
и секвенцирање нове генерације (NGS). Класична 
PCR и дигитална PCR анализа служе за детекцију 
мутација које су већ познате у клиници, и захтевају 
претходно знање о циљаној мутацији. Ове технике 
су брзе, јефтине и показују високу специфичност и 
сензитивност. Откривање засновано на NGS ослања 
се на нециљану или циљану анализу екстраховане 
cfDNA на присуство клинички релевантних 
мутација. За ову технику није неопходно претходно 
знање о одређеној мутацији, али су такође присутне 
и грешке и веома је тешко анализирати cfDNA. Међу-
тим, недавни приступ повећању осетљивости NGS 
технике (Safe-SeqS, CAPP-Seq i TАmSeq) успешан је 
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и показује потребу за вишим нивоом стручности у 
раду и специфичним биоинформатичким присту-
пима. Даљи развој за побољшање анализа cfDNA 
помоћу скрининга заснованог на NGS укључује 
одабир специфичних величина фрагмената cfDNA 
пре секвенцирања, анализу епигенетичких промена 
– метилације ДНК, развој алгоритама за биоинфор-
матику и побољшање стандардизације. [1]

Због недостатка стандардизованих поступака у 
погледу прикупљања, изоловања и анализе узорака, 
још увек је тешко направити стварно поређење 
између различитих података у литератури. 
Конкретно, многи критички прегледи сугеришу 
потребу за проценом преаналитичких фактора 
укључених у прикупљање узорака који могу утицати 
на анализу cfDNA. Неки од тих фактора су сам би-
олошки узорак из кога се тестира cfDNA, затим 
у које се епрувете прикупља крв за анализу (са 
антикоагулансима или без њих), као и време за које 
анализа мора бити извршена пре него што дође до 
лизе крвних ћелија и контаминације.[5]

1.2.1. Клиничка примена cfDNA

Недавни напредак у истраживању cfDNA 
наглашава потенцијалне примене течних биопсија 
у свакој фази управљања болешћу (Слика 4а). Ове 
примене произилазе првенствено из две врсте 
информација које се могу добити анализом cfDNA: 
квантификација степена болести и геномска анализа 
карцинома (Слика 4б).[22] 

Постоји неколико нивоа примене cfDNA у 
клиничкој пракси:

1.	 Предијагностички за рану детекцију карци-
нома

2.	 Дијагностички за процену стадијума 
болести, порекла и карактеристика тумора,  
прогнозу и одабир терапије;

3.	 Постдијагностички за детекцију резидулне 
болести, одговора на терапију и детекцију 
релапса ;

Квантификација cfDNA за откривање 
минималне резидуалне болести је кључно подручје 
примене. Показано је да је количина cfDNA 
пропорционална резидуалном оптерећењу тумором 
након хируршке интервенције код карцинома 
желуца, плућа и дебелог црева.[5] Такође, одређивање 
cfDNA се ради и након потпуне ресекције тумора,  
а у циљу праћења могућег рецидива болести. 
Штавише, cfDNA може предвидети дијагнозу 
клиничког рецидива и неколико месеци пре.

Даље, молекулске карактеристике cfDNA могу 
упутити на различите опције у терапији, јер су 
карактеристике cfDNA огледало оних које има сам 
тумор.[5] Пример за то јесте канцер дојке, код кога 
је пронађена иста мутација у гену TP53 и у молекулу 
cfDNA и у туморском ткиву, са подударношћу 
од 43 процената.(Garcia et al. 2006) Ово би могло 
имати важну примену у клиничкој пракси јер 
омогућава откривање мутација које могу реаговати 
на одређене лекове и током дијагностификовања 
болести и током лечења ради одабира одговарајуће 
терапије. Подвргавање тумора циљаној терапији 
представља селективни притисак на његове ћелије, 
при чему може доћи до клоналне еволуције и на 
тај начин формирања колонија које су отпорне на 
примењену терапију.[5] Стога, анализа cfDNA током 
лечења представља важан корак у праћењу болести. 
Промене у молекуларном профилу cfDNA могу 
се такође открити неколико месеци пре клиничке 
прогресије, пружајући важан увид у механизме 
резистенције и рану одлуку о лечењу.[31]

Проналазак мутације EGFR гена у cfDNA, ко-
релација са мутацијама нађеним у туморском тки-
ву и испитивања у области EGFR циљане терапије 
довели су до тога да првог јуна 2016. године ФДА 

Слика 4. Апликација cfDNA анализа у оквиру клиничког тока болести. (а) Шематски временски курс за 
хипотетичког пацијента који је оперисан; (б) Класификација информација које се могу добити из cfDNA.(прила-

гођено из: Jonathan C. M. Wan et al. 2017.)
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одобри коришћење лека гефитиниба код пацијената 
који поседују ову мутацију, а није могуће извршити 
ткивну биопсију.[5] Од 2015. године Therascreen 
EGFR RGK PCR Kit (QIAGEN, Хилден, Немачка) и 
Cobas EGFR Mutation Test v2 (ажурирана верзија 
претходног Cobas EGFR Mutation Test) одобрени су 
за дијагностичку употребу у САД-у, а у Србији се 
проимењују у дијагносици од 2018. године.

1.2.2.цтДНК и ЦТЋ су комплементарни биомаркери

Изузетан напредак у пољу секвенцирања 
ДНК, подстакао је расправу о томе који од два 
биомаркера, cfDNA или ЦТЋ, је бољи за употребу у 
клиничким испитивањима.[19] Урађено је неколико 
упоредних испитивања cfDNA и ЦТЋ код исте групе 
пацијената, где је анализа cfDNA показала благу 
предност. Иако би cfDNA заиста могла пружити 
предност у погледу једноставности и осетљивости 
у поређењу са ЦТЋ, очекује се да ће појава нових 
платформи за обогаћивање ЦТЋ-а обезбедити по-
већани принос и једноставност есеја ЦТЋ-а. Такође, 
анализа ЦТЋ пружа додатне информације, као што 
је морфологија ћелија, имунохемијски фенотип и 
присуство дијагностичких епитопа.[19] Анализа 
појединачних ЦТЋ пружа прилику за комбиновање 
анализа на геномске мутације и профилисање 
иРНК, што пружа потенцијалну везу мутационог 
статуса и активације сигналних путева.[32] У 
истраживачким испитивањима, најупечатљивија 
предност ЦТЋ анализе је способност извођења in 
vivo функционалних испитивања како би се пружила 
прилика за решавање питања биологије метастаза.
[33]

У пракси, cfDNA тренутно може бити 
пожељнија за мутацијску анализу, али ЦТЋ пружају 
неупоредиво средство за испитивање метастатске 
биологије и одређивање функционалне важности 
нових циљева за терапијску инхибицију.[19]

1.2.3. Епигенетичко профилисање cfDNA и ЦТЋ код 
канцера

Када је у питању дијагностика, неки типови 
канцера имају већу стопу смртности од других, услед 
касног детектовања болести (стадијуми III i IV), а 
све то као узрок мањка технологије и биомаркера за 
рани скрининг болести. Већ је познато да би течна 
биопсија могла бити потенцијално решење. 

Последњих година, у истраживачким круговима 
све већу пажњу добија детекција епигенетичких 
карактеристика ћелија рака, а у оквиру њих 
највећа пажња до сад усмерена је на детектовању 
метилационог профила регулаторних региона у 
оквиру гена. Током година, многа истраживања су 
показала велики значај епигенетичких механизама, 
од еволутивног стварања нових врста, преко улоге 
у инактивацији Х хромозома, до улоге у карцино-
генези. [48] Метилација регулаторних региона гена 

повезује се са репресијом транскрипције и губитком 
протеина које ти гени кодирају. Хиперметилација 
промоторског региона великог тумор-супресор гена 
асоцирана је са пореклом великог броја канцера, 
што је и показано на примеру канцера оваријума, 
плућа и др. Такође, ниво метилације регулаторних 
региона варира у зависности од стадијума болести, 
типа канцера и примењене терапије. Показано је да 
се профил метилације мења у зависности од типа и 
дужине трајања терапије. 

Течна биопсија би могуће могла постати 
устаљено дијагностичко и прогностичко средство у 
клиници, где би ЦТЋ и cfDNA представљали извор за 
профилисање cfDNA, што би побољшало скрининг и 
рано откривање болести, као и предвиђање одговора 
на терапију.

1.3. Екстрацелуларне везикуле

Екстрацелуларне везикуле (ЕВ) су нановезикуле 
величине од 50 до 1000 nm, а које секретују сви типо-
ви ћелија. Састоје се од липидног двослоја који ок-
ружује протеине, нуклеинске киселине и метаболите 
у унутрашњиости.[1] Могу се детектовати у већини 
телесних течности: плазми, урину, пљувачки или 
асциту.[2] Сваки подтип ЕВ има свој пут биогенезе 
и може се окарактерисати или делити одређени скуп 
протеина (Слика 5). Међутим, до сада не постоји кон-
сензус о класификацији подтипова ЕВ заснованих 
на карактеристикама протеина. Посебан подтип ЕВ, 
егзозоми (ЕXО), су крајњи производ ендозомалног 
пута рециклаже.[34] Иако су се некада сматрале 
ћелијским одпадом[35], данас је познато да ЕXО 
учествују у процесима међућелијске комуникације 
како локално, тако и на већој удаљености, корес-
тећи за то крвне и лимфне путеве.[36] Полуживот 
ЕВ варира, и нађено је да оно износи од 20 до 180 
минута, а концентрација ЕВ код здравих особа је 
приближно 1,46х1011/mL плазме.[37,38]  

Напредак на пољу истраживања егзозома стално 
расте, како у биологији, тако и у медицини. Иако 
постоје бројне студије које се баве проучавањем 
клиничке користи и дијагностичког потенцијала 
ЕВ, и даље је неопходно радити на напретку 
техника за изоловање и карактеризацију истих.[2] 
Егзозоми учествују у великом броју физиолошких 
и патолошких процеса, а показало се да имају 
своју улогу и у прогресији карцинома и процесима 
метастазе.[39] Према протеомским анализама, 
утврђено је да ЕВ карактерише очувани скуп 
протеина независно од њиховог ћелијског порекла, 
као што су CD63, CD81 и CD9 тетраспанини.[34] 

Развијено је неколико метода за ефикасно 
изоловање егзозома из телесних течности: 
ултрацентрифугирање, преципитација, имуно-
афинитетно везивање и раздвајање засновано на 
величини.[40] До данас, за уобичајени протокол 
изоловања усвојено је серијско центрифугирање са 
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све већом брзином како би се уклонили ћелијски 
остаци и веће везикуле изведене из плазме, праћено 
седиментацијом ЕXО ултрацентрифугирањем. Иако 
је ова метода широко прихваћена, она има неколико 
недостатака. Наиме, процес ултрацентрифугирања 
има за последицу контаминацију и губитак ЕXО, 
захтева доста времена и није селективан у раздвајању 
ЕXО који потичу из тумора и оних који потичу из 
других ћелија.[5] Имуноесеји за изоловање, као што 
су ензимски имуно-тест на микроплочи и тестови 
на магнетним честицама обложеним антителима, 
препознају специфичне антигене на површини 
егзозома, доводећи до селективног изоловања 
одређених егзозома.[41] 

Међутим, мноштво метода за одвајање и 
карактеризацију ЕВ, суштинска хетерогеност 
подтипова ЕВ и сложеност телесних течности 
блокирају пут ка тачности и хомогености у 
истраживањима и клиничкој примени ЕВ.[42]

1.3.1. Клиничка примена ЕВ у онкологији

Након изоловања и испитивања уз помоћ 
електронске микроскопије или проточном 
цитометријом, егзозоми који потичу из тумора 
испитују се на нивоу експресије протеина или 
генетичког профила, као дијагностички или 
прогностички маркери. Један од примера анализе 
протеина ЕXО као предиктивних маркера јесте и 
детекција простата-специфичних мембранских 
протеина укључујући PSMA, трансглутаминазе и 
простата стем ћелијског антигена, у егзозомима 
из ћелија канцера простате.[43] Такође, од великог 
аналитичког значаја су и молекули ДНК и РНК 
упаковани у ове везикуле, а могу послужити и за 
праћење одговора на терапију.[5] Један од примера 
јесте и панкреасни карцином, код кога су описани 
специфични егзозомални миРНК (енгл. miRNA-

micro RNA molecules) молекули, као што су miR-
1246, miR-4644, miR-3976 и miR-4306, који учествују 
у регулацији, или miR-211 који је прекомерно 
експримиран код пацијената са меланомом. На 
крају, ЕXО су такође обогаћени једноланчаним или 
дволанчаним фрагментима ДНК из свих хромозома, 
што доводи до идентификације генских мутација, 
као што су KRAS и EGFR мутације, што је већ 
доказано код пацијената са раком панкреаса.[44] 

Посебан акценат ставља се на могућност 
изоловања и анализе нановезикула из имуних ћелија. 
Ово има јасну и директну клиничку применљивост, 
јер фенотипски профил егзозома изведених из 
имуних ћелија може одражавати статус активације 
имуног система и пружати корисне информације 
за предвиђање одговора на имунетерапијске 
лекове.  Друге могуће клиничке примене егзозома у 
онкологији укључују могућност испоруке лека или 
миРНК унутар ћелија тумора, идентификацију нових 
терапијских циљева који инхибирају молекуларне 
механизме укључене у прогресију карцинома, као и 
стимулацију имунолошког одговора против ћелија 
карцинома. Мада су ови нови приступи и даље у 
домену истраживања.[5]

1.4. Циркулишућа РНК као маркер течне биопсије

У поређењу са анализом соматских мутација 
у гДНК, која пружа само информације о моле-
куларном стању ћелије из које потиче, анализа 
транскрибованих РНК врста може дати допунске 
информације у вези са профилима експресије гена 
или епигенетичким променама. Ово је посебно важно 
за праћење одговора на терапију код пацијената са 
карциномом, јер се терапијска резистенција често 
ослања на епигенетичке промене.[45] Присуство 
РНК у крви пацијената са карциномом први пут је 
детектовано 1996. године и то је била информациона 

Слика 5. Биогенеза егзозома и њихов састав. Егзозоми се састоје од липидног двослоја који садржи и тран-
смембранске и немембранске протеине, као и некодирајуће РНК, иРНК и једноланчану или дволанчану ДНК. 

Такође изражавају конзервирани скуп протеина независно од ћелијског порекла, укључујући CD63, CD81 и CD9 
тетраспанине, док су они из ћелија карцинома богати антигенима повезаним са туморима.(прилагођено из: 

Raffaele Palmirotta et al. 2018.)
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РНК тирозиназе, а концентрација РНК корелирала 
је са стадијумом болести.[46] Данас се посебан 
значај придаје слободно циркулишућим молекулима 
миРНК, због њиховог обима, затим јер указују на 
специфичан профил ткива и тумора, стабилности 
(упаковане у нановезикуле или у комплексима 
са протеинима) и способности да мењају ниво 
експресије гена на дејство појединих стимулуса.[1] 

Хемопоетски систем је такође доминантан извор 
cfmiRNA (енгл. cfmiRNA- cell-free microRNAs). Хема-
топоетске ћелије могу ослободити исте миРНК као 
и ћелије карцинома, чиме ометају идентификацију 
правог биомаркера карцинома. Сходно томе, када 
се тражи прави биомаркер рака на бази миРНК, 
боље је тражити групу миРНК него се фокусирати 
на једну миРНК, што се показало корисним за 
дијагнозу хепатоцелуларног карцинома и рака дојке. 
Потенцијал cfmiRNA као биомаркера није ограничен 
само на информације које пружају ћелије карцинома, 
такође, и ћелије из микрооколине тумора ослобађају 
миРНК које могу поспешити развој тумора и стога 
су подједнако важне за постављање дијагнозе.
[47] Циркулишућа РНК се може изоловати и из 
серума и из плазме, а посебна предност није дата ни 
једној од њих. Иако су пронађене разлике у миРНК 
профилима обе врсте телесних течности, укупна 
концентрација cfRNA је остала слична, мада је она 
под утицајем већег броја фактора.

РНК се изолује уз помоћ комерцијалних сетова 
за изоловање, а количина добијене РНК зависи 
од стартне количине биолошког материјала. Због 
своје мале величине и ниске концентрације, миРНК 
се могу изгубити током екстракције лепљењем на 
пластику. То се може спречити додавањем тРНК 
(енгл. tRNA-transfer RNA) носача или гликогена, при 
чему се предност даје овом другом, јер тРНК може 
ометати даљу анализу.

Поље истраживања cfRNA и даље је у развоју, а 
методе анализе експресије РНК, а посебно методе 
секвенцирања се и даље оптимизују.[1]

2. Течна биопсија у тренутној 
клиничкој пракси; будући аспекти

С обзиром на свој потенцијал, током последњих 
неколико година течна биопсија је почела да 
привлачи интересовање у контексту рутинске 
молекуларне дијагностике. Иако је анализа cfDNA 
оптимизована за рутинску дијагностичку употребу 
(са строгим стандардним оперативним процедурама 
и усклађеношћу добре клиничке праксе), за ЦТЋ 
још увек нема такве успостављене праксе, осим 
изражавања њиховог броја.[17] 

Течна биопсија (ограничена на анализу cfDNA) 
званично је усвојена као дијагностичко средство у 
лабораторијама референтних центара током 2016. 
године. У сваком случају, смањена инвазивност 

дијагностичких поступака главна је предност у кли-
ничкој рутини, али и са финансијског становишта. 
Упркос својој атрактивности, течна биопсија и 
даље је лимитирана на ограничени број клиничких 
примена, укључујући примарну дијагнозу тумора, 
процену одговора на лечење, праћење терапије, 
откривање минималне резидуалне болести, процену 
хетерогености тумора и појаву резистенције 
на циљане терапије. Тренутно је одређивање 
резистенције на циљану терапију главни покретач 
рутинске молекуларне дијагностике.[4]

ЦТЋ и cfDNA чине језгро дијагностике течне 
биопсије и отворили су пут ка новим правцима у 
терапији и лечењу карцинома. Течна биопсија може 
да послужи као ефикасна алтернатива у случајевима 
када је примарни тумор тешко биопсирати. Течна 
биопсија могла би да помогне стратификацији 
пацијената и усмери модалитете скрининга на 
популацију са већим ризиком, смањујући тако 
нежељене ефекте (нпр. зрачење при мамографији) 
и трошкове здравствене заштите. Можда би било 
релевантније користити ЦТЋ и cfDNA током 
системске терапије, а не као маркере ране дијагнозе, 
где су препреке осетљивост и селективност. 
Међутим, за евентуалну клиничку корисност свих 
ових маркера и даље је потребно више валидације.
[2] 

Иако су се последњих година акумулирали 
све већи докази о њеној клиничкој употреби, 
течна биопсија и даље наилази ограничен простор 
у тренутној рутинској дијагностици, углавном 
ограниченој на анализу cfDNA на резистентне 
мутације.[4]

3. Закључак

Течне биопсије су обећавајуће за побољшање 
раног откривања рака и праћење одговора на 
терапију, што последично побољшава целокупно 
преживљавање пацијента. Међутим, истраживачки 
пројекти течне биопсије ретко пронађу пут до 
клиничке примене због недостатка поновљених 
резултата.[1] 

Слично традиционалним биопсијама, 
течна биопсија ЦТЋ, cfDNA и ЕXО нуди читав 
спектар информација које омогућавају извођење 
функционалних студија. Ипак, за разлику од 
традиционалних техника, течна биопсија је способна 
да прихвати просторну и временску хетерогеност 
која стоји у биолошкој основи рака.[5] Сваки од ова 
три биомаркера течне биопсије има своје предности 
и ограничења. Претпоставља се да би дијагностика и 
управљање карциномом били успешни уколико би 
се вршила истовремена анализа свих маркера течне 
биопсије, јер се анализа на једном маркеру показала 
као неутемељена због хетерогености и варијација 
нивоа биомаркера међу и унутар различитих 



Годиште 63. број 3-4 (2022)   67

појединаца.[2] 
Упркос томе, велика очекивања од течне 

биопсије као новог алата за дијагнозу и праћење рака 
вероватно ће подстаћи истраживања у овој области 
у наредним годинама, са циљем да се одговори 
на многа преостала питања и на крају процени 
да ли ће течна биопсија бити пробој у управљању 
пацијентима са раком.[4]
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clinical oncology, both because of its non-invasive 
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biopsy refers to the sampling of biological material 
that does not include solid tumor tissue, such as blood, 
urine, saliva, cerebrospinal fluid, etc. There are three 
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УЛОГА МИКРОЕЛЕМЕНАТА И МАТРИКСНИХ 
МЕТАЛОПРОТЕИНАЗА У КАНЦЕРОГЕНЕЗИ

У ери велике заступљености канцерогених, кар-
диоваскуларних обољења, артритиса потребни су 
нови параметри који би указали на одређене пато-
логије уз допуну са већ класичним дијагностичким  
методама и провереним маркерима. Поједини ми-
кроелементи показују промене њихових концентра-
ција  код канцерогених обољења у односу на здраву 
популацију и на друга бенигна обољења. Одређивање 
њихових концентрација у серуму или ткиву у комби-
нацији са  одређеним ензимима представља добар 
додатни параметар дијагностике. 

УВОД

Канцерогенеза, као комплексан процес, који се 
одвија у више фаза, условљен је генетском предис-
позицијом и факторима спољне средине.  У факторе 
спољне средине спадају хемијски, физички, вирус-
ни или други канцерогени који изазивају малигну 
трансформацију ћелија са неконтролисаним растом. 
Тачни механизми преко којих ови фактори утичу на 
појаву канцера нису у потпуности разјашњени али се 
према ефектима које изазивају канцерогени сврста-
вају у генотоксичне и негенотоксичне. Генотоксични 
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ефекти настају директним деловаљем неке супстанце 
или њеног метаболита на ДНК што узрокује појаву 
мутација у ланцу ДНК. Негенотоксични канцероге-
ни су група супстанци које не реагују са ДНК али де-
лују као стимулатори пролиферације ћелија у миро-
вању – митогени и група супстанци – цитокини, који 
могу изазивати пролиферацију ћелија као одговор на 
стимулансе.

Иницијација представља прву трајну промену, 
која се дешава у ћелијама циљног ткива након изла-
гања хемијском карциногену. Обично је једна доза 
довољна за иницијалну активност већине карцино-
гена, али тако инициране ћелије не морају да се тран-
сформишу у малигне, осим ако није укључена и друга 
фаза хемијске канцерогенезе – промоција. Промоција 
је пролиферација иницираних ћелија која доводи до 
формирања малигних клонова. Фактори који делују 
после иницијације и изазивају тумор су промотери, 
међу њима су бројни лекови, хормони, фактори рас-
та, фактори исхране и различити продукти биљака. 
Следећа фаза је прогресија у којој услед акумулације 
генетских мутација долази до раста тумора и настан-
ка канцера, док је последња фаза канцерогенезе фаза 
у којој малигне ћелије стичу способност инвазије и 
метастазирања.

Резултат акумулације низа мутација гена је ма-
лигна трансформација ћелије, што доводи до поре-
мећаја у нормалном хомеостатском механизму ткива, 
у контроли раста и пролиферацији ћелија. Мутације 
настају и акумулирају се током еволуције неоплазме. 
Сваки клон малигних ћелија, поседује специфичан, 
јединствен профил мутација. Мутација се претвара 
у наследну промену ДНК после репликације и деобе 
ћелије. 

За раст и ширење малигног тумора, поред но-
востечених карактеристика туморских ћелија, нео-
васкуларизације и хетерогености потребан је и низ 
додатних ефеката да би се малигна ћелија одвојила 
од примарне масе тумора и преко крвних и лимфних 
судова прешла у неке удаљене органе – метастазира-
ла.

Процес метастазирања је динамички процес који 
започиње локалном инвазијом екстрацелуларног ма-
трикса уз присуство протеолитичких ензима (Слика 
1) [1].

МАТРИКСНЕ МЕТАЛОПРОТЕИНАЗЕ

Повећање протеолитичке активности, каракте-
ристично је за процес прогресије тумора, пробијање 
екстрацелуларног матрикса и појаву метастаза. 

Матриксне металопротеиназе (ММП) обухватају 
фамилију ензима који разлажу протеинске супстрате 
на основу механизма који укључује активацију моле-
кула воде везаног за активно место помоћу јона Zn2+.

Иако је каталитички домен ММП структурно 
веома сличан, постоје многе разлике у погледу спе-
цифичности супстрата, ћелијске и ткивне локализа-
ције, везивања и регулације мембране које чине ову 
фамилију веома разноврсних ензима са мноштвом 
физиолошких функција, међу којима многе још нису 
у потпуности схваћенe [2].

У суштини, сви чланови породице ММП су по-
везани са развојем болести, посебно са метастазама 
канцера, хроничном упалом и оштећењем ткива које 
је уследило, као и са неуролошким поремећајима.

Ово је утицало на истраживања кроз научне ра-
дове и студије о ММП инхибиторима (ТИМП-ови) 
као терапеутским агенсима, као и о мерењу нивоа 
ММП као дијагностичких или прогностичких мар-
кера.

Матриксне металопротеиназе су цинк зависне 
ендопептидазе, које хидролизују ванћелијски ма-
трикс и играју главну улогу у пролиферацији ћелија, 
миграцији, диференцијацији и ангиогенези [3-8]. 
Протеиназе, које играју централну улогу у многим 
биолошким процесима: ембриогенеза, нормално 
функционисање ткива и код болести као што су арт-
ритис, канцер, кардиоваскуларна обољења и др.

До данас су идентификоване 24 различите ММП 
кичмењака, од којих се 23 налазе код људи. Прва от-
кривена активност ММП била је колагеназа у репу 
пуноглавца који пролази кроз метаморфозу. ММП се 
генерално састоје од продомена, каталитичког доме-
на, зглобног региона и домена хемопексина.

Матриксне металопротеиназе карактерише:
1.	 присуство двовалентног јона у њиховом 

активном центру (најчешће јона Zn2+)
2.	 присуство очуваног мотива His-Glu-aa-His-

aa-Gly-aa-His који представља лиганд јонима 
цинка
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Метални јон повезан је са протеином путем ли-
ганада, који кординирају метални јон и могу да вари-
рају између хистидина, глутамата, аспартата, лизина 
и аргинина. Координационо место заузима и лабил-
ни молекул воде лиганда,

Двовалентни метални јон су најчешће: цинк, 
кобалт или магнезијум. Металопротеиназе се могу 
поделити у две групе на основу броја металних јона 
који учествује у катализи. Најчешће је један јон цин-
ка, али код неких цинк-зависних протеаза потребна 
су два јона за катализу.

Према супстрату на коме делују подељене су на 
следеће групе, приказане у табели 1:

Табела 1. Подела матриксних металопротеиназа 
према супстрату

Колагеназе ММП 1, ММП 8,  
ММП 13

Желатиназе ММП 2, ММП 9

Стромелизин ММП 3, ММП 10, 
ММП 11  

Мембрански тип ММП
ММП 14, ММП 15, 
ММП 16, ММП 17, 
ММП 24, ММП 25

Матрилизин ММП 7, ММП 26
Енамелизин ММП 20

Остале

ММП 19, ММП 21, 
ММП 23A, ММП 23Б, 
ММП 27, ММП 28, 
ММП 23B, ММП 27, 
ММП 28) 

Металоелестазе ММП 12

Инхибитори ТИМП 1, ТИМП 2, 
ТИМП 3, ТИМП 4

Потенцијални 
пробудилац 
транскрипција  

BSG, TCF20, TNF

У нормалним физиолошким условима протеоли-
тичка активност ММП-а се контролише у било којој 
од следеће три познате фазе:

-	 активација зимогена, 
-	 транскрипција и 
-	инхибиција активних облика разним ткивним 

инхибиторима ММП (ТИМП)
У патолошким стањима – повећана активност 

ММП доводи до деградације ткива.

МИКРОЕЛЕМЕНТИ

Микроелементи су хемијски елементи чија је 
концентрација веома ниска (елементи у траговима, 
trace elements). У области биохемије подразумева 

се сваки елемент који је у веома малим количинама 
потребан за правилан раст, развој организма и од-
вијање физиолошких процеса. Значајни микроеле-
менти у организму су: гвожђе, бакар, цинк, манган, 
кобалт и јод. 

Јони бакра и цинка су кофактори супероксид 
дисмутазе 1, која спречава настанак и прогресију 
тумора кроз механизме заштите ћелија од 
производње слободних радикала.  

Функција цинка (Zn) се може описати као: 
каталитичка, регулаторна и структурна. Хомеостаза 
цинка се контролише координисаним деловањем 
Zn транспортера који регулише интрацелуларну 
и екстрацелуларну концентрацију и дистрибуцију 
цинка. Цинк је важан за нормалну хомеостазу 
штитасте жлезде. Његова функција је сложена и 
може укључивати ефекте и на синтезу и на начин 
деловања хормона. Транскрипциони фактори који 
се везују за тироидне хормоне, који су неопходни за 
модификацију експресије гена, садрже цинк везан 
за остатке цистеина. У култивисаним ћелијама, 
веома јаки хелатори цинка су потребни да утичу 
на везивање транскрипционих фактора за ДНА. У 
штитастој жлезди, фактор транскрипције 2, који је 
у интеракцији са промоторима гена тиреоглобулина 
и тиреопероксидазе, је протеин који садржи цинк. 
Ниска концентрација Zn повезана је са смањеним 
нивоом тироидних хормона.

Верује се да је бакар (Cu) прекидач који се 
укључује у процес ангиогенезе у туморским ћелијама. 
Високи нивои бакра у серуму налазе се код пацијената 
са многим типовима прогресивних тумора, што Cu 
чини обавезним кофактором у процесу ангиогенезе.

МАТРИКСНЕ МЕТАЛОПРОТЕИНАЗЕ КАО 
БИОМАРКЕРИ

Посебну улогу у канцерогенези имају желатина-
зе: желатиназа А (ММП-2) и желатиназа Б (ММП-9). 
Повезаност желатиназа са туморским метастазама 
и ангиогенезом довела је до мноштва истраживач-
ких радова о улози ММП-2 и -9 у различитим ма-
лигним процесима. Ова хипотеза је прво потврђена 
опажањем да ММП-2 код мишева показује смањену 
ангиогенезу и прогресију тумора. Од тада, ММП су 
идентификоване као важни чиниоци у ангиогенези, 
расту и метастазама тумора.

За раст тумора неопходан је развој новог васку-
ларног система, јер ће без нових крвних судова вели-
чина тумора бити ограничена. Желатиназе су првен-
ствено укључене у овај процес тако што омогућавају 
протеолитичку деградацију васкуларне базалне мем-
бране, отварајући пут за миграцију ендотелних ће-
лија да формирају нове крвне судове. ММП-2 је даље 
способна да цепа ламинин-5, који након деградације 
ствара место које повећава миграцију ендотелних ће-
лија и ослобађање VEGF-а који стимулише ангиоге-
незу, не само у физиолошким условима већ и током 
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развоја тумора. Раст тумора може бити стимулисан 
активношћу желатиназе, а показао је да ММП-2 и 
-9 ослобађају факторе раста. Метастаза тумора је 
процес који укључује ослобађање појединачних ту-
морских ћелија, миграцију ових ћелија у крвни суд, 
продирање у крвоток или лимфни систем и коначно 
адхезију на ендотел крвних судова и екстравазацију у 
ткиво на месту метастазе. ЕЦМ деградирајућа својст-
ва желатиназе су кључне како за илазак метастатских 
ћелија  из масивног тумора, тако и за њихов улазак 
на место метастазе.  

Повећана експресија и активност желатиназе оп-
исана је у стотинама публикација у вези са малигним 
болестима у распону од канцера дојке, урогенитал-
них карцинома, тумора мозга, канцер плућа, канцер 
коже, колоректални канцер, као и многи други. За-
нимљиво је да су многи аутори пронашли позитивну 
корелацију између експресије или активности же-
латиназе и инвазивног потенцијала тумора, поново 
наглашавајући кључну улогу ММП-2 и -9 у метаста-
зама.

Осим у онкологији, активност желатиназе се ис-
тражује у неколико других области истраживања. 
ММП-2 је идентификован као могући маркер код 
кардиоваскуларних болести, пошто је идентифико-
ван као протеаза одговорна за деградацију вазоди-
лататорног пептида адреномедулина, при чему један 
од резултирајућих фрагметних пептида има вазокон-
стриктивна својства, вероватно што доводи до хи-
пертензије.

Истраживање корелација експресије ММП-2 и 
ММП-9 у серуму (SDS-PAGE зимографија) код ко-
лоректалног карцинома показала су повећане нивое 
ММП-2 и ММП-9 у поређењу са контролном групом. 
Постојала је значајна корелација у нивоима ММП 
код пацијената са I и II стадијумом тумора и пације-
ната са III и  IV стадијумом тумора. Добијени резул-
тати нису показали корелацију између нивоа CEA, 
CA 19-9 и присуства ММП-2 или ММП-9. Ткивна 
експресија ММП-9 је била позитивна код 85% па-
цијената позитивних на ММП-9 серума код колоре-
кталног карцинома. Прекомерна експресија ММП-2 
и ММП-9 снажно сугеришу његову повезаност са ко-
лоректалним аденокарциномом. Експресија ММП-9 
утврђена је имунохистохемијски и у ткиву колоре-
кталног карцинома код пацијената позитивних на 
ММП-9 у серуму [9].

Проучавана је и активност протеиназа код раз-
личитих стадијума карцинома желуца, а резултати су 
показали изражену активност у серуму стадијума III 
и IV у поређењу са стадијумима I и II. ПроММП-9 је 
детектован у серуму пацијената са карциномом же-
луца електрофорезом у СДС полиакриламидном гелу 
(SDS-PAGE) и SDS-PAGE зимографијом, са молекул-
ском масом од 92 kDa [10,11].

Поред истраживања дигестивног тракта рађено 
је и на узорцима папиларног и медуларног тироид-
ног карцинома [12-18].

Проучавање микроелемената, ММП-2, ММП-9 
и њихових инхибитора ТИМП-2 и ТИМП-1 рађено 
је код медуларног тироидног канцера, пре операције, 
стадијума I и II. Од микроелемената бакар и цинк 
показују промене у односу на контролне пробе, а 
ММП-2 и ММП-9 активност у ткивима оболелих. 
Израженија је активност инхибитора ТИМП-1 и 
ТИМП-2 одговарајућих матрикс металопротеиназа  
(ММП-9 и ММП-2).

Активност ММП-а регулисане су ТИМП-овима 
(инхибирају функцију ММП-а), чиме инхибирају 
раст и метастазе тумора, а недавни подаци показују 
да ТИМП-ови имају много улога у туморогенези. 
Инхибитори ММП-а делимично регулишу проте-
олитичку активност, стимулишу раст тумора и ин-
хибирају апоптозу туморских ћелија, а делују и као 
функционални регулатори малигне транформације. 

Многе студије из ове области указују да ТИМП-1 
има улогу у колоректалној карциногенези. Резултати 
показују да се ТИМП-1 може користити као биомар-
кер за прогнозу пацијената са колоректалним кар-
циномом и као дијагностички маркер за откривање 
[19-25].    

МИКРОЕЛЕМЕНТИ У КАНЦЕРОГЕНЕЗИ

Многи аутори су одређивали концентрације не-
ких елемената у траговима као што су Cu, Zn, манган 
(Mn) и гвожђе (Fe) а резултати су показали различи-
те вредности од контролне групе као и у поређењу са 
групом бенигних обољења.

Постоји неколико публикација у којима се наво-
ди да је однос Cu/Zn у крви пацијената са карцино-
мом штитасте жлезде значајно већи него код других 
болести штитасте жлезде. Концентрација јона Zn у 
малигном ткиву штитасте жлезде била је значајно 
нижа него у бенигном тироидном ткиву, што указује 
на укључивање ових јона у карциногени процес.

Наша истраживања била су усмерена на проце-
ни значаја концентрација  Cu и Zn, односа Cu/Zn у 
серуму, као и њихова повезаност са матрикс мета-
лопротеиназама (ММП) код пацијената са папилар-
ним тироидним карциномом (класична и фолику-
ларна варијанта) у поређењу са бенигним тироидним 
обољењима [26, 27].

ЗАКЉУЧАК

На основу великог броја радова из области ма-
триксних металопротеиназа, као и микроелемена-
та код кацерогених обољења можемо закључити 
да указују на промене повећање експресије ММП и 
промене концентрације код оболелих пацијената у 
поређењу са групом здравих пацијената као и са гру-
пом оболелих од бенигних болести. Ови резултати 
указују на додатне параметре код дијагностиковања 
болести, уз стандардне класичне методе.
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Abstract

THE ROLE OF MICROELEMENTS AND MATRIX 
METALLOPROTEINASES IN CARCINOGENESIS

Vesna V. Dragutinović, Department of Chemistry in 
Medicine, Faculty of Medicine, University of Belgrade

In the era of high representation of cancerous 
diseases, cardiovascular diseases, arthritis, new 
parameters are needed that would indicate certain 
pathologies in the very beginnings of the disease.

Trace elements show changes in their concentrations 
in cancerous diseases compared to the healthy 
population and other benign diseases. Determination of 
their concentrations in serum or tissue in combination 
with proteolytic enzymes - matrix metalloproteinases 
can be additional diagnostic parameters, in addition to 
the classic standard methods.
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ФЛУОРОВАНИ ПРИРОДНИ ПРОИЗВОДИ
Једињења која у структури садрже халогене су 

доста распрострањена у природи и најчешће се могу 
изоловати из морских организама. За разлику од бро-
мованих и хлорованих деривата, природни произво-
ди који садрже органски везан флуор веома су ретки.
Флуорована органска једињења често имају израже-
ну биолошку активност и примењују се у фармацији.

ФЛУОР У ПРИРОДИ

Ако се посматра заступљеност хемијских елеме-
ната на Земљи, флуор заузима 13. место. За разлику 
од стена, где концентрација флуора варира, у морима 
и океанима је врло ниска и приближно иста. Однос-
флуора и хлора у површинским водама износи око 
7∙10-5[1-3]. Многи организми маринског и сувоземног 
порекла могу садржати у себи значајне количине не-
органски везаног флуора. Неке биљке су познате по 
акумулирању флуорида, што је примећено посебно 
код припадница рода Camellia, посебно код чајног 
дрвета (Thea sinensis, Camellia sinensis). У оријен-
талним  врстама чаја могуће је наћи и до 3000 μg/g 
флуорида (у односу на суву материју), а количина се 
драстично може повећати уколико биљка успева на 
земљишту богатом флуоридима. Сува маса неких вр-
ста морских сунђера може садржати и до 10 % флуора 
у облику флуоросиликата. [1].

За разлику од веома распрострањеног „неорганс-
ког“ флуора, органска једињења са флуором се ретко 
срећу у природи; пронађена су у одређеним биљним 
врстама, бактеријама, док се у животињском царству 
појављују само код неких врста морских сунђера.
Ниској заступљености органски везаног флуора-
доприноси више фактора. Минерали који садрже 
флуор су слабо растворни у води, што овај елемент 
чини биолошки недоступним. Слаба нуклеофил-
ност флуорида у води (веома је добро хидратисан)
додатно смањује могућност његовог учешћа у суп-
ституционим реакцијама. Високи редокс потенцијал 
потребан за оксидацију до реактивног флуоронијум 
јона не оставља могућност стварања угљеник-флуор 
везе у електрофилним реакцијама[1]. Када се узму у 
обзир наведене чињенице, малобројност природних 
једињења овог типа не треба да изненађује, али их то 
чини додатно занимљивим за проучавање.

ПРИРОДНИ ПРОИЗВОДИ СА ФЛУОРОМ

Флуорацетат и флуортреонин
Флуороацетат (флуорсирћетна киселина) је 

најпознатије и најраспрострањеније природно ор-

ганско једињење које садржи флуор (слика 1, лево). 
Први пут је изолован 1943. године из јужноафричке 
биљне врсте назване „отровни лист“ (Dichapetalum 
cymosum), која је узрочних многих локалних тровања 
људи и животиња са леталним исходом. Касније је 
изолован и из још неких биљних врста, а занимљи-
во је да је највећи број биљних извора флуорацетата 
пореклом из Аустралије. Пронађен је и у одређеним  
биљкама које расту у Африци и Јужној Америци, 
а садржај флуорацетата у њима може да варира. 
L-Флуортреонин (слика 1, десно) је изолован 1986. из 
актиномицета Streptomyces cattleya[1, 2].

Слика 1. Флуорсирћетна киселина и  
L-флуортреонин

Откриће флуориназе је кључни моменат у изуча-
вању биосинтетских путева флуорованих једињења. 
Флуориназа је једини нативни ензим који учествује 
у стварању угљеник-флуор (C-F) везе. Захваљујући 
истраживањима на Streptomyces cattleya из које је 
изолована први пут, добијен је увид у механизам ст-
варања ове јаке везе у органским молекулима.[4,5].
Касније су откривени и хомологни ензими из бакте-
ријa Nocardia brasiliensis и Actinoplanes sp N902-109. 
Сама реакција коју катализује флуориназа је SN2 типа 
и одиграва се између флуорида и S-аденозилметио-
нина (SAM). Флуорид врши нуклеофилни напад на 
примарни угљеник рибозе,C(5), при чему долази до 
стварања C-F везе и настанка 5-флуор-5-деоксиаде-
нозина(FDA), док се издваја неутрални L-метионин 
као добра одлазећа група. 

На слици 3 је приказана иста реакција супститу-
ције, али изведена уз коришћење S-аденозилметио-
нина обележеног деутеријумом. Оваквим изотоп-
ским обележавањем потврђен је SN2 механизам, јер 
је код производа уочена инверзија конфигурације на 
C(5) [6].

Ова актиномицета је и даље била врло занимљи-
ва за даља истраживања, а показано је да и сам 
L-флуортреонин показује антибактеријско дејство. 
Претпостављено је више различитих механизама за 
биосинтезу флуорацетата и флуортреонина. Новија 
истраживања из 2012.године указала су на механизам 
којим Streptomyces cattleya ствара флуорсирћетну ки-
селину и флуортреонин, што је приказано наслици 
4 [6-8]. Начин настанка 5-флуордеоксиаденозина је 
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већ описан (слика 2). Настали FDA подлеже реак-
цији фосфорилације на C(1) уз раскидање везе са 
аденином (слика 4). Ову реакцију катализује ензим 
5-флуор-5-деоксиаденозинфосфорилаза(FDP) и на-
стаје 5-флуор-5-деоксирибоза-1-фосфат (FDRP). Сле-
дећи корак је отварање петочланог прстена рибозе 
и настанак 5-флуор-5-деоксирибулоза-1-фосфата 
(FDRibP).Ову реакцију изомеризације алдозе у кетозу 
катализује изомераза (FDRI). Дејством алдолазе сада 
долази до фрагментације молекула, тј. до ретро-ал-
долне реакције при чему настају флуорацеталдехид 
и дихидроксиацетон-фосфат. Флуорацеталдехид је 
интермедијер од кога се биосинтетски пут рачвака 
настанку флуорацаетата и флуортреонина. Реакција 
оксидације води настанку флуорацетата. У почетку 
се веровало да флуортреониннастаје алдолном кон-
дензацијом флуорацеталдехида и глицина, али су ис-
траживања показала да глицин није извор C(1) и C(2) 
у флуортреонину. Према новом механизму, најпре 
долази до ретро-алдолне реакције треонина уз из-
двајање ацеталдехида, а тек онда до кондензације са 
флуорацеталдехидом, при чему настаје флуортрео-
нин. 

4-Флуорцитрат

Висока токсичностфлуороацетата објашња-
ва се ин виво настанком флуорованог метаболита, 
4-флуорцитрата. Ово једињење настаје реакцијом 
цитрат-синтазе која га ствара из флуорацетил-ко-
ензима A (FAcCoA) по истом механизму по коме на-
стаје цитрат из флуорацетил-коензима A (AcCoA)[1, 
9, 10]. У првој фази, дејством ензима, долази до де-
протоновања α-угљеника ацетил групе при чему на-
стаје енолат. У другој фази долази до нуклеофилног 
напада енолата на оксалоацетат, уз настанка оксало-
цитруил-коензима А. У последњој фази, хидролизом 
настају цитрат и коензим А. На слици 5 је приказан 
овај механизам са флуорацетатом. За разлику од аце-
тил-коензима А, флуоровани аналог има хиралан 
угљеников атом, тако да могу настати два енолата, 
који би водили настанку дијастереозомерних флуор-
цитрата. 

Једињење које углавном настаје на овај начин је 
2R,3R-флуорцитрат, који је, за разлику од другог изо-
мера, изузетно токсичан, јер се његовим настанком 
зауставља циклус лимунске киселине. Пионир у ис-
траживању органофлуорованих природних произ-

Слика 2. Реакција супституције катализована флуориназом

Слика 3. Доказ SN2 механизма код дејства флуориназе

Слика 4. Поједностављена биосинтеза флуорацетата и флуортреонина
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вода, Рудолф Питерс (Rudolph Peters), уврстио је ову 
биотрансформацију међу тзв. „леталне синтезе“. Под 
нормалним условима, ензим аконитаза катализује 
трансформацију цитрата у cis-аконитат, који се даље 
преводи у α-кетоглутарат дејством изоцитрат-де-
хидрогеназе (слика 6А). Токсичност флуорцитрата 
се огледа у следећем механизму: аконитаза реагује 
на сличан начин са флуор-цитратом, дајући 4-флу-
ор-cis-аконитат као интермедијер (слика 6Б). Исти 
ензим катализује нуклеофилну супституцију SN2’ 
типа, при чему хидроксидни јон, генерисан из воде, 
напада незасићен угљеник, уз померање електрона из 
двоструке везе, што омогућује елиминацију флуори-
да. На овај начин настаје 4-хидрокси-trans-аконитат, 
који је компетитивни инхибитор аконитазе. У овом 
случају долази до заустављања циклуса лимунске ки-
селине.

Детоксикација

Занимљива је чињеница да у западном делу Аус-
тралије, где постоји велики број биљака које произ-
воде флуорацетат, сисари биљоједи имају већу толе-
ранцију према овом токсичном једињењу од сисара 

исте врсте које живе на источном делу континента, 
где је распрострањеност таквих биљака мања[11].
Механизам детоксикације код ових животињских 
врста није потпуно разјашњен, али се претпоставља 
да поседују флуорацетат-специфичну дефлуориназу, 
ензим који се налази у јетри. На слици 7 приказана 
је реакција којом глутатион-зависни ензим преводи 
флуорацетат у S-карбоксиметилцистеин и флуорид 
[9, 11, 12].

Слика 7. Предложени механизам  
детоксикације флуорацетата

Код микроорганизама је много детаљније изучен 
механизам деградације флуорацетата. Бактерије на 
којима су испитивани ови механизми су углавном 
потицале из Аустралије и Јужне Америке. Испи-
тивања вршена на Delftia acidovorans понудила су 
објашњење за механизам дехалогеновања флуораце-

Слика 5. Синтеза флуорцитрата помоћу цитрат-синтазе

Слика 6. Цитрат и флуорцитрат у реакцији са аконитазом
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тата. У активном центру ензима, аспартат врши нук-
леофилни напад на флуорацетат, уз издвајање флуо-
рида. Настали ковалентно везан естар хидролизује уз 
помоћ хистидина, при чему настаје гликолна кисели-
на, тј.гликолат (слика 8). 

Механизам дефлуоринације флуортреоноина 
је такође испитиван[12]. Претпостављен механи-
зам укључује ензим треонин-деаминазу и веома је 
сличан реакцијама деаминације (слика 9). Конден-
зацијом пиридоксал-фосфата и треонина настаје 
Шифова база 1, која депротоновањем даје анјонски 
интермедијер 2, стабилизован резонанцијом. Поме-
рањем електрона у хиноидној структури 3 долази до 
елиминације воде и настанка интермедијера 4. После 
његове хидролизе, преко хемиаминала 5, долази до 
елиминације флуорида, настанка незасићеног имина 
6 и регенерације пиридоксал-фосфата. Имин 6 под-
леже Мајкловој адицији са молекулом воде уз наста-
нак енамина 7, који хидролизује дајући 2-кето-4-хи-
дроксибутерну киселину 8.

Флуороурацил и деривати

5-Флуороурацил је познати синтетски лек патен-
тиран 1956. године који се још од 1962. успешно ко-
ристи у терапији више врста канцера [13].Тек после 
пет деценија установљено је да ово важно једињење 
ипак јесте и природан производ. Анализом садржаја 
секундарних метаболита екстракта морског сунђе-
ра Phakellia fusca из Јужног кинеског мора 2003. 
Године,изоловано је, поред стерола, цереброзида 
и неколико флуорованих деривата урацила, и сам 
5-флуорoурацил [2, 14]. Структуре ових једињења 
приказане су на слици 10. Неки од ових деривата 
урацила такође показују активност према одређеним 
туморским ћелијским линијама, што даје значај до-
датним истраживањима ове класе једињења.

Нуклеоцидин и деривати

Из ферментационе течности Streptomyces calvus 
изолован је нуклеоцидин. Ово једињење је по струк-
тури нуклеозид [1,2]. У њему се налази аденин везан 

Слика 8. Механизам деградације флуорацетата

Слика 9. Механизам деградације флуортреонина
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β-гликозидном везом за D-рибозу, флуоровану на 
C(4), док се на C(5) налази сулфаматна група (сли-
ка 11). Нуклеоцидин има јако антибиотско дејство 
и активан је према паразиту Trypanosoma brucei, 
узрочнику афричке трипанозомијазе (болести спа-
вања). Новија истраживања су показала да постоје 
микроорганизми који су богатији извори нуклео-
цидина, као што су Streptomyces vireus и Streptomyces 
aureorectus.

Нуклеоцидин је дуго био једини познат природ-
ни флуоровани нуклеозид. Тек 2019. године откриве-
на су још два метаболита сличне структуре, прика-
зана на слици 11[15]. Иако је нуклеоцидин познат већ 
дуже време, његов биосинтетски пут је дуго био не-
разјашњен, и управо открићем ових нових једињења 
дошло се до предлога механизма његовог настанка.

Флуороване масне киселине

Из воска који се налази у семену афричке биљке 
Datura toxicarium изолована је токсична ω-флуороле-
инска киселина. [2, 5,16, 17]. Она је доминантна мас-
на киселина изолована из овог биљног материјала, 
док је присуство осталих потврђено тек гасно-масе-
ном анализом екстракта. Занимљиво је да је код свих 
природних флуорованих масник киселина флуор ве-
зан за последњи (ω) угљеников атом (слика 12). Ово 
иде у прилог чињеници да оне представљају произ-
воде катаболизма ω-флуоролеинске киселине, однос-
но њених естара. 

Поред ових масних киселина, изолована је и ди-
хидроксилована флуорована масна киселина, која 
такође представља метаболит флуоролеинске кисе-
лине (слика 13). Флуороване масне киселине биосин-
тетски настају из флуор-ацетил-коензима А. 

Слика 10. Флуоровани деривати урацила

Слика 11. Нуклеоцидин и деривати

Слика 12. Флуороване масне киселине
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Слика 13. Настанак дихидроксиловане флуороване 
масне киселине

Синтеза флуорованих једињења

За разлику од малог броја природних флуоро-
ваних једињења, број синтетисаних који имају би-
олошку активност веома је велики. Од половине 
двадесетог века до данас, око 20% лекова који се 
примењују садрже флуор везан за угљеник. Приме-
на флуорованих органских једињења у фитофарма-
цији је још већа и око 30% лекова је овог типа. Ово 
није необично, с обзиром да присуство флуора или 

флуоралкил група у молекулу знатно утиче на ње-
гове физичко-хемијске особине, а самим тим и на 
биолошку активност [18]. Велико интересовање за 
органофлуорова једињења је додатно подстакло раз-
вој синтетских методологија за добијање молекула са 
оваквим структурним карактеристикама [19].Јасно је 
да и примена флуориназе отвара могућност биотех-
нолошке продукције многих важних биоактивних 
једињења, док се примена изотопа 18F у комбинацији 
са флуориназом користи у синтези радиолиганада 
за позитронску емисиону томографију (ПЕТ). Нека 
од једињења добијена на овај начин приказана су на 
слици 14[5].

Abstract

FLUORINATED NATURAL PRODUCTS

Milena Simić, Miloš Petković, Predrag Jovanović
University of Belgrade, Faculty of Pharmacy, Department 
of Organic Chemistry

Halogenated compounds are very widespread in 
nature. The most common sources of these natural 
products are marine organisms. Unlike brominated and 
chlorinated derivatives, natural compounds containing 
carbon-fluorine bound are very rare. Extensive study of 
this relatively small class of natural products provides 
important information about their physiological activity 
and application in drug synthesis. This paper presents 
a brief overview of naturally occurring fluorinated 
compounds.

Слика 14. Примена флуориназе у синтези
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ТРАНСЛАЦИЈЕ СПОЉАШЊИХ РЕПРЕЗЕНТАЦИЈА

Спољашње репрезентације се често одређују 
као нешто што стоји уместо нечег другог. Када 
се спољашње репрезентације повезују у смислу 
уочавања њихове информационе сличности по-
среди је когнитивни процес који је у иностраној 
литератури назван “транслација спољашњих 
репрезентација”. У раду је размотрена примена 
задатака (захтева) транслације у сврху форма-
тивне провере знања. 

Спољашње репрезентације

Спољашње репрезентације (СР, енг. external 
representations) често се одређују као нешто што 
стоји уместо нечег другог. То нешто су вербал-
ни искази, симболички изрази (у виду матема-
тичких, физичких и хемијских једначина), слике 
(попут цртежа и фотографија), дијаграми, гра-
фици, табеле, паралингвални знаци итд., док оно 
друго јесу наше когнитивне и афективне струк-
туре*. То је тзв. дијадни модел идеје о репре-
зентацијама.1 Схватање да нешто може стајати 

уместо нечег другог, тзв. репрезентационо миш-
љење (енг. representational thinking), јавља се код 
људи пред крај друге године живота и припада 
фундаменталним когнитивним способностима.2  
Сматра се да СР  „мењају домен и опсег когни-
ције” (стр. 442),3 тј. да “форме које користимо за 
приказивање онога што мислимо (...) имају ути-
цаја на то како мислимо и о чему уопште можемо 
да мислимо“ (стр. 349).4 Ипак, сагледавање улоге 
СР на когницију изискује преиспитивање и со-
цијалног контекста њихове примене.5,6

СР су од темељне важности за научну прак-
су7 и, на основу историје природних наука, еви-
дентно је да стварање СР јесте од фундаментал-
ног значаја за напредак природних наука.8,9 То је 
зато што се појмови, као основа научног знања,  
„артикулишу“ путем СР (стр. 248).10 Према томе, 
учење нових појмова, што је од фундаменталне 
важности за дидактику11, не може бити одвоје-
но од истовременог учења СР, путем којих се 
појмови репрезентују.12,13 У вези с тим, предмет-
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ни дидактичари истичу да  научници поседују  
развијене (мета)репрезентационе компетенције 
(енг. [meta]representational competencies), те да 
би њихов развој требало да буде један од циље-
ва учења природних наука и математике.9,14,15 
Боље репрезентационе компетенције одговарају 
бољем разумевању научних садржаја.16  

Транслације спољашњих 
репрезентација

Део (мета)репрезентационих компетенција 
јесу тзв. транслације спољашњих репрезента-
ција (ТСР). У једној класификацији репрезента-
ционих компетенција ТСР се налазе у средини 
хијерархијски постављених компетенција и оне 
су неопходне за формирање виших репрезента-
ционих компетенција.14,17 Штавише, проучавање 
у којој мери ученици поседују репрезентационе 
компетенције, најчешће се одвија путем ТСР за-
хтева.18-21

ТСР се схватају као врста когнитивног про-
цеса.14,22-26 Дефинишућа карактеристика ТСР јес-
те  у способности  обједињене интерпретације 
– показивања да су различите СР истог појма 
(научног садржаја) информационо сличне.9,27,28 

Транслације  могу бити врло разноврсне, већ у 
зависности од тога које се СР обједињено интер-
претирају.

Идеја о ТСР је заступљена у неколико так-
сономија образовних циљева.23,29,30 У Блумовој 
таксономији29  транслација (енг. translation)  је 
дефинисана  као могућност да се информације 
саопштене у једној комуникационој форми са-
опште у другој форми (стр. 89) док се у реви-
дираној Блумовој таксономији говори о „пре-
вођењу информација из једне репрезентационе 
форме у другу“ (стр. 70).23 У таксономији Мар-
зана и Кендала процес, по значењу истоветан 
транслацији, назива се „симболизација“ (стр. 
44).30 У поменутим таксономијама транслација 
се схвата као један од показатеља разумевања 
ученог. О повезаности ТСР и разумевања науч-
них садржаја говорили су и други дидактичари, 
па се тако истиче да онај ко разуме научне појмо-
ве врши транслације између одговарајућих СР10 
те да је ученикова способност да изведе трансла-
ције неопходна за „истинско схватање научних 
идеја“ (стр. 844).31 

Дијагностичка примена задатака 
ТСР

У овом раду циљ је, пре свега, истакнути да 
су задаци (захтеви) ТСР веома погодни за орга-

низацију наставних ситуација у функцији фор-
мативне (дијагностичке32) процене когнитивних 
структура. Нема сумње да је дидактичка дијагно-
стика међу најважнијим аспектима наставе, али 
да је наставници често не примењују.33 Потреба 
за применом дијагностичких наставних ситуа-
ција није само у стицању увида у степен савлада-
ности наставних садржаја и у идентификовању 
алтернативних концепција, него и у обезбеђи-
вању основе за израду наставних ситуација које 
би за циљ имале превазилажење алтернативних 
концепција и формирање знања.  

Дидактичка истраживања у којима је испи-
тивано у којој мери и како ученици и студенти 
решавају ТСР задатке (докимолошки аспекат), 
могу се узети као поткрепљење оправданости 
употребе оваквих захтева у школској пракси. С 
тог аспекта, ова истраживања нуде извор зада-
така који су „спремни“ за примену, али и најва-
жније, нуде идеју коју наставници могу даље екс-
плоатисати. Овај, докимолошки аспекат, односи 
се на захтеве у којима се од ученика очекује да 
за дату СР конструишу информационо сличну 
СР,22,33-35 или да такву СР препознају међу понуђе-
ним СР.25,36,37 Резултати истраживања у домену 
дидактике природних наука и математике указују 
на то да су задаци ТСР тешки за ученике млађег 
и старијег узраста, али такође и за студенте;  ус-
пешност у решавању оваквих задатака уоби-
чајено није на задовољавајућем нивоу.9,14,18,25,35-45 

У табели 1 сажето су приказани примери трију 
транслација и резултати њиховог решавања. 
ТСР захтеви су се показали као они који омо-
гућавају значајан увид у природу когнитивних 
структура, нарочито у недостатке појмовног 
знања и у постојање алтернативних концепција, 
чиме се испуњава једна од улога дијагностичких 
наставних ситуација. Поред тога, решавање ТСР 
задатака, судећи према неким истраживањима, 
може обухватити активацију имплицитних ког-
нитивних структура.40,46,47 Дидактичари су даље 
указали на важност активације метакогнитив-
них структура током решавања оваквих задата-
ка,48,49 али је очито да у многим ситуацијама изо-
стаје њихова активација.37,38,48 

Могућности примене ТСР на садржајима хе-
мије су бројни. У хемији централно место заузи-
мају идеје о (честичној) структури супстанце и 
о физичким и хемијским променама супстанце. 

Хемичари су у претходна два века створи-
ли низ СР да представе структуру супстанце и 
њене промене. Једна од основних идеја дидакти-
ке хемије јесте она да је природа хемијског знања 
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тројака: макроскопска, честична и симболичка, 
и у вези с тим да у прелазу с једног нивоа у дру-
ги лежи суштински извор тешкоћа савладавања 
хемијских садржаја.54 Из ова три нивоа изводе се 
четири прелаза, три између двају појединачних 
и четврти који обухвата сва три нивоа.44 Савла-
давање појединачних нивоа је захтеван процес. 
Чак и када ученици поседују знања појединач-
них нивоа, њихово обједињавање често није 
спонтан процес и оно представља изазов за на-
ставнике како да помогну ученицима да у томе 
успеју.44 Приказивање структуре супстанце је 
један од најважнијих задатака хемије као науке 
и као наставног предмета. Чиста супстанца се 
приказује емпирјским, молекулским и различи-
тим структурним формулама, као и моделима. 
Транслације које обухватају формуле и/или мо-
деле представљају један од основних аспеката 
учења хемије  и, као што истраживања показују, 
овакве транслације није лако савладати.22,55,56 У 
том смислу информационо-комуникационе тех-
нологије (ИКТ) могу бити од драгоцене помоћи. 
Бројни програми, многи бесплатни и лако дос-
тупни, омогућавају визуализацију структуре 
молекула. Иако је опремљеност за ИКТ наставу 
у нашим школама слаба, постојање рачунара са 
пројектором је довољна да се искористи бар део 
потенцијала ових програма у смислу ТСР ак-
тивности. Тим пре, јер резултати истраживања 
показују да рад са СР у различитим софтверима 
олакшавају стицање репрезентационих компе-
тенција, нарочито ТСР компетенција.57-59

Приказивање физичких и хемијских проме-
на други је битан аспекат. Нарочито су значајни 
прикази оваквих промена применом генеричких 
нотација, попут кружића као репрезентација 
атома и атомских јона. На пример, група аустра-
лијских дидактичара у серији квалитативних и 
лонгитудиналних истраживања утврдила је важ-
ност вербално-сликовитих транслација за фор-
мирање појма испаравање и показала значајне 
могућности ученика у основној школи за овакве 
транслације.60 Јасно је да овакав закључак има 
шире значење. Од интереса је такође цртежом 
представити хемијске реакције. Истраживања 
показују да транслације једначине хемијске реак-
ције у цртеж, користећи се нотацијама кружића 
и слично, пружају увид у знања и алтернативне 
концепције ученика.42,43

Математичко моделовање физичких и хе-
мијских промена супстанце (трећи аспекат) зна-
чи увођење читавог низа математичких објеката 
за репрезентовање. У том смислу постоји богат-

ство транслација. Матијашевић и сарадници37 су 
показали потенцијал једног ТСР захтева у том 
контексту (в. табелу 1).

У претходним пасусима разматрана је дијаг-
ностичка улога ТСР захтева са аспекта школског 
рада. Међутим, изнето становиште може се при-
менити на домаћи рад и уџбеничку литературу. 
Наша уџбеничка литература, пре свега она из хе-
мије, није у последњој деценији анализирана, а 
управо је последњих година публикован велики 
број уџбеничких комплета. Увид у такве уџбе-
нике, и без ригорозне анализе, довољан је да оп-
равда тврдњу да се задаци ТСР тамо врло ретко 
срећу. Међутим, и нека инострана истраживања 
су показала сличну ситуацију у домену универ-
зитетских уџбеника.61

Неколико додатних разматрања

Неколико битних тема није разматрано у 
овом раду, а повезане су с идејом о ТСР. Фор-
мативна провера знања је један сегмент учења/
подучавања; стога се поставља питање: каква 
је улога ТСР у ширем контексту учења/подуча-
вања, на пример, у домену реализације настав-
них метода, структуре уџбеника, формулације 
васпитно-образовних циљева, структуре кури-
кулума итд? 

О повезаности ТСР и наставних метода за 
сада постоји по обиму скромна, али значајна ли-
тература.10,24,54,62-65 На пример, истраживања Рота 
и сарадника63,64 указују  да током предавања број-
не СР (попут вербалних исказа, физичких мо-
дела, гестова, висине гласа, дијаграма на табли) 
треба да буду на правом месту и у право време 
и да ТСР има централну улогу у омогућавању 
конструкције знања у таквој настави. Ова истра-
живања увелико дају ново тумачење предавања, 
и, како аутори сматрају, објашњавају чињеницу 
зашто многи ученици (и студенти) тврде да су 
током предавања разумели садржај, а да исто 
разумевање нису ногли да достигну приликом 
каснијег учења из књига. ТСР се нарочито вред-
нује у контексту истраживачког приступа наста-
ви; тако је недавним истраживањем показано да 
је од 17 искусних наставника, који су сматрали 
да су овладали истраживачким приступом, само 
један наставник ученике ангажовао  путем  ТСР 
захтева.65 Бројна истраживања у вези са доки-
молошким аспектом примене ТСР захтева дала 
су, истина посредно и шпекулативно, одређене 
смернице за наставу. На пример, многи дида-
ктичари физике, хемије и математике указују 
да се настава често своди само на увежбавање 
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примене процедура израчунавања (решавање 
нумеричких задатака), али не и на разумевање 
таквих процедура те да би такву праксу треба-
ло увелико мењати. Резултати из реф. 37, једним 
делом би могли бити последица таквог приступа 
учењу хемије и физике (у области својстава га-
сова). Објашњења резултата које су добили Кле-
мент и сарадници (табела 1), а који су стабилни, 
јер се понављају већ више од три деценије, неки 
дидактичари сматрају да треба тражити у начи-
ну учења алгебарских једначина. На пример, Фи-
шер и сарадници53 су указали на то да је учење 
алгебарских једначина искључиво у форми y = 
kx, али не, на пример, и у форми y/k = x пробле-
матичан приступ. 

Идеја о ТСР је коришћена за анализу уџбени-
ка из хемије.56,66 Нарочито је значајан модел који 
су дали Хан и Рот,66  јер обухвата анализу СР чес-
тичног нивоа. 

Такође, ТСР је експлицитно разматран и у 
контексту структуре курикулума (хијерархијски 
уређених категорија знања) и његове реализа-
ције.67 У контексту курикулума, од интереса је 
размотрити статус ТСР са аспекта општих вас-
питно-образовних циљева, попут решавања 
проблема и (мета)репрезентационих компетен-
ција. Способност ре-репрезентовања проблема, 
тј. да се из СР у којој је проблем постављен пређе 
у другачију СР, чини саставни део процеса реша-
вања проблема.68,69 Дакле, решавање проблема 
обухвата координацију више СР (обухвата ви-
шеструке СР) и координација је управо базирана 
на способности ТСР.27 Идеју о (мета)репрезента-
ционим компетенцијама треба видети као један 
од општих васпитно-образовних циљева у кури-
кулуму. Дакле, из наведеног произилази да ТСР 
има битно место у поимању и операционализа-
цији општих васпитно-образовних циљева, тј. у 
обезбеђивању руководствености курикулума.

Закључак

У раду је истакнуто да се материјални и не-
материјални видови изражавања унутрашњих 
стања (когнитивних структура) називају 
спољашње репрезентације. Сматра се да је развој 
науке испреплетан са њиховим развојем. Када се 
СР повезују у смислу уочавања њихове инфор-
мационе сличности посреди је когнитивни про-
цес који је у иностраној литератури назван тран-
слације спољашњих репрезентација. Оне делом 
чине тзв. (мета)репрезентационе компетенције. 

У раду је указано да су дидактичка истра-
живања показала да задаци (захтеви) ТСР омо-

гућавају увид у ученичка знања и у постојање 
алтернативних концепција. У вези с тим, може 
се претпоставити да су овакви захтеви  погод-
ни за организацију наставних ситуација у сврху 
формативне (дијагностичке) процене когнитив-
них структура ученика. Садржаји хемије су врло 
погодни за овакве захтеве, нарочито у контексту 
примене информационо-комуникационих тех-
нологија. Поред наведеног, друга истраживања 
су указала да се идеја о транслацијама  може при-
менити за проучавање реализације наставних 
метода (нпр. предавања, истраживачког присту-
па), као и за анализу уџбеника, општеобразовних 
циљева и структуре курикулума. Чини се да ова 
идеја има обећавајућу дидактичку будућност.

Напомене

*Когнитивне  структуре дефинисане су у 
овом раду као: знање (структуре у сагласности 
са схватањем научне заједнице),  алтернативне 
концепције (стабилне структуре које нису у са-
гласности са научним схватањима), интуитивне 
структуре (структуре чија тачност зависи од 
контекста у коме су се испољиле) и метакогни-
тивне структуре.
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Табела 1. Сажет приказ неколико истраживања о успеху ученика на задацима ТСР
Референца Узорак и циљ истраживања Коментар
37 - Ученици 4. разреда гимназије природно-

математичког смера. Репрезентативан 
узорак.

- Испитати резултате транслације са 
формуле P=kT  на сликовиту СР1 и 
установити обрасце размишљања. Захтев 
је гласио: 
Која слика од три приказане има исто 
значење као и дата формула?  

Мање од трећине ученика у узастопним 
генерацијама  (2011, 2012) је изабрало тачну 
слику. Избор дистрактора, тј. слика на којима је 
приказана промена запремине (иако се симбол 
за запремину не појављује у формули  P=kT ) 
указује на могуће недостатке у знању не само 
гасних закона него и структуре формула. Дата 
објашњења као и интервјуи урађени 2013. године 
са новом генерацијом ученика иду томе у прилог.

221 - Ученици виших разреда средње школе 
(одговарало би 3. или 4. разреду гимназије).

- Један од циљева био је да се испита у којој 
мери ученици могу да изведу транслацију 
са хемијских формула на физичке моделе 
молекула и обратно.

Успех на транслацијама са формула (на пример, 
H2O, HCl, CH2O, N2, CO2) у одговарајуће 
штапић-куглица моделе (које су ученици 
правили) и обратно, са датих модела у формуле 
је незадовољавајући. Поменута констатација 
произилази из чињенице да 48 % ученика није 
умело да реши један или оба задатка транслације 
са модела у формулу, док је обратна транслација 
још слабије урађена – 81 % ученика није умело да 
из дате формуле  конструише одговарајући модел 
за један или оба задатка.  

352 - Студенти на инжењерским смеровима.

- Испитивање успеха на захтевима 
транслације из вербалног записа у 
алгебарски. Захтев је гласио:
Напишите једначину, користећи варијабле 
S и P, тако да репрезентујете следећи 
исказ: ‚Постоји шест пута више студената 
него професора на овом универзитету‘. 
Употребите S  за број студената и P за број 
професора.

Приближно трећина студената није саставила 
одговарајућу једначину  6P=S, а најзаступљенија 
грешка била је у виду замене две варијабле: 
6S=P. Овакав исход добијен је и у поновљеном 
истраживању две деценије касније53 	

1Слике нису дате у овом раду.
2Највероватније први рад у којем се говори о транслацији репрезентација на садржајима хемије. Рад је  
 публикован у престижном часопису Journal of Research in Science Teaching.
3Могуће је да су радови Клемента и сарадника35,50-52 први у којима се испитује успех на задацима ТСР.
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Abstract

TRANSLATIONS OF EXTERNAL REPRESENTA-
TIONS
Igor Matijašević, IX Gymnasium “Mihailo Petrović-
Alas”, Belgrade

External representation is often defined as 
something that stands in place of something else. 
Translation of external representations is someone’s 
ability to notice an information similarity among 
two or more external representations. This article 
presents a brief literature review about this didacti-
cal concept as well as possibilities for its application 
in formative evaluation and gradings. 


