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САЖЕТАК 

Увод: Хронична лимфоцитна леукемија је хронично лимфопролиферативно обољење које 

каратерише накупљање морфолошки зрелих али имунски незрелих B лимфоцита у крви, 

костној сржи и лимфним ткивима. Настаје као последица клонске пролиферације малигно 

трансформисаних B лимфоцита и њихове резистенције на апоптозу. За разлику од 

хроничне лимфоцитне леукемије која је најчешћа леукемија у западном свету, B 

пролимфоцитна леукемија је ретка хронична лимфопролиферативна болест коју 

каратерише лоша прогноза и значајно краће преживаљавање у поређењу са хроничном 

лимфоцитном леукемијом. Обе болести су, и поред савремене терапије, и даље неизлечиве. 

Shikonin и деривати shikonin-а су нафтохинонска једињења која су у бројним 

истраживањима показала значајно антитуморско дејство. Механизам антитуморског 

дејства ових супстанци је разнолик и укључује инхбицију више сигналних путева међу 

којима је и STAT3.  

Циљ овог истраживања је испитивање потенцијалног антитуморског дејство два деривата 

шиконина, добијених из биљке Onosma visianii, isobutyrylshikonin-а и α-

methylbutyrylshikonin-а, in vitro коришћењем BCL1 ћелијске линије мишје 

леукемије/лимфома и JVM-13 ћелијске линије хумане B-пролимфоцитне леукемије као и in 

vivo коришћењем експерименталног модела хроничне лимфоцитне леукемије. 

Материјал и методе: За испитивање цитотоксичког ефекта деривата шиконина коришћен 

је МТТ тест. Тип ћелијске смрти, пролиферација, ћелијски циклус и експресија молекула 

који учествују у контроли ових процеса анализирани су проточном цитометријом. 

Експресија гена који су регулисани STAT3 молекулом испитана је q-RT-PCR (од енг. 

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction) методом. Антитуморски ефекти деривата 

шиконина in vivo испитани су детекцијом леукемијских ћелија у периферној крви и 

слезини мишева којима су претходно интравенски инјектоване BCL1 ћелија проточном 

цитометријом. 

Резултати: Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin изазивају поремећаје ћелијског 

циклуса и индукују апоптозу, инхибирају пролиферацију и смањују експресију 

фосфорилисане форме STAT3 и гена чију експресију контролише овај транскрипциони 

фактор у BCL1 и JVM-13 ћелијама. Испитивани деривати шиконина смањују проценат 

леукемијских ћелија у периферној крви и слезини мишева са CLL. Веза између смањења 

експресије фосфорилисаног STAT3 у ћелијама третираним испитиваним дериватима 

шиконина и смрти BCL1 ћелија потврђена је детекцијом појачане смрти ћелија третираних 

и инхибитором Jak2 киназе.  

Закључак: Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin највероватније смањењем 

фосфорилације STAT3 индукују апоптозу, инхибирају ћелијску пролиферацију и 

атенуирају матичност лекуемијских ћелија. Ови резултати указују да isobutyrylshikonin и α-

methylbutyrylshikonin, уз додатна претклиничка испитивања, могу бити потенцијална 

терапија за хроничну лимфоцитну и B пролимфоцитну леукемију. 

Кључне речи: isobutyrylshikonin, α-methylbutyrylshikonin, STAT3, Onsoma visanii 



 
 

ABSTRACT 

Introduction: Chronic lymphocytic leukemia is a chronic lymphoproliferative disease 

characterized by the accumulation of morphologically mature but immune immature B 

lymphocytes in the blood, bone marrow and lymphatic tissues. It occurs as a consequence of 

clonal proliferation of malignantly transformed B lymphocytes and their resistance to apoptosis. 

Unlike chronic lymphocytic leukemia, which is the most common leukemia in the Western 

world, B prolymphocytic leukemia is a rare chronic lymphoproliferative disease characterized by 

poor prognosis and significantly shorter survival compared to chronic lymphocytic leukemia. 

Both diseases, despite modern therapy, are still incurable. 

Shikonin and shikonin derivatives are naphthaquinone compounds that have shown significant 

antitumor activity in numerous studies. The mechanism of antitumor action of these substances is 

diverse and includes inhibition of several signaling pathways, including STAT3, induction of 

endoplasmic reticulum stress, hyperproduction of oxygen free radicals and many others. The final 

result is apoptosis of the treated cells. 

Aim: The main aim of this study was to examine the antitumor activity of two shikonin 

derivatives derived from the plant Onosma visianii, isobutyrylshikonin and α-

methylbutyrylshikonin in BCL1, mouse CLL cells and JVM-13, human B-PLL cells  

Material and methods: The cytotoxicity of shikonin derivatives was measured by an MTT test. 

Cell death, proliferation, cell cycle, and expression of molecules that control these processes were 

analyzed by flow cytometry. Expression of STAT3-regulated genes was analyzed by real-time q-

RT-PCR (Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction). The antitumor effects of shikonin 

derivatives in vivo were analyzed, using flow cytometry, by detection of leukemia cells in the 

peripheral blood and spleens of mice intravenously injected with BCL1 cells. 

Results: Isobutyrylshikonin and α-methylbutyrylshikonin induced cell cycle disturbances and 

apoptosis, inhibited proliferation, and decreased expression of phospho-STAT3 and downstream-

regulated molecules in BCL1 and JVM-13 cells. IBS and MBS decreased the percentage of 

leukemia cells in vivo. The link between the decrease in phosphorylated STAT3 by MBS and 

IBS and BCL1 cell death was confirmed by detection of enhanced cell death after addition of 

AG490, an inhibitor of Jak2 kinase. 

Conclusion: It seems that IBS and MBS, by decreasing STAT3 phosphorylation, trigger 

apoptosis, inhibit cell proliferation, and attenuate leukemia cell stemness. Results suggest that 

isobutyrylshikonin and α-methylbutyrylshikonin, with additional preclinical studies, may be 

potential therapies for chronic lymphocytic and B prolymphocytic leukemia. 

Key words: isobutyrylshikonin, α-methylbutyrylshikonin, STAT3, Onsoma visanii 
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1 
 

1. Увод 
 

1.1. Хронична лимфоцитна леукемија 
Хронична лимфоцитна леукемија, CLL (од енг. chronic lymphocytic leukemia) је 

хронична лимфопролиферативна болест која се карактерише акумулацијом морфолошки 

зрелих али имунски незрелих B лимфоцита у периферној крви, костној сржи, лимфним 

ткивима и другим органима (1).  

 

1.1.1. Епидемиологија 

CLL је најчешћа леукемија у западном свету са инциденцом од 4.2 на 100 000 особа 

годишње. Инциденца се повећава на преко 30 на 100 000 особа годишње код старијих од 

80 година (2). Медијана старости оболелих у тренутку постављања дијагнозе је 72 године. 

Око 10% пацијената са CLL је млађе од 55 година. Постоји наследна генска предипозиција 

за обољевање од CLL. Показано је да је блиска родбина оболелог у 6 до 9 пута већем 

ризику да оболи од хроничне лимфоцитне леукемије у поређењу са општом популацијом 

(2). 

 

1.1.2. Етиологија и патогенеза 

Тачан разлог појаве хроничне лимфоцитне леукемије ни данас није познат, али зна се 

да не постоји повезаност између развоја CLL-а и јонизујућег зрачења, хемијских агенаса и 

вирусних инфекција (3,4).  

Дуго се сматрало да је CLL резултат клонске акумулације малигно трансформираних 

зрелих B лимфоцита који су резистентни на апоптозу, међутим новије студије показују да 

постоји и значајна пролиферација ћелија CLL и то доминантно у лимфним чворовима и 

костној сржи у којој се формирају пролиферативне нише, тако да се сада сматра да је CLL 

болест која настаје због несразмере у апоптози и пролиферацији B лимфоцита (5,6). 

Ћелије CLL-а експримирају молекуле CD5, CD19, CD23 и ниске нивое површинских 

имуноглобулина (7). Овај фенотипски профил се разликује од фенотипа нормалних B 

лимфоцита. Међутим, Резултати геснких студија су показали да ћелије CLL-а вероватно 

настају од популације CD5+ B лимфоцита који се иначе у малом проценту налазе у крви 

здравих особа (8). На основу ових студија, сада се верује да ћелије CLL-а чији гени за 

варијабилни регион тешког ланца имуноглобулина нису прошли процес соматске 

хипермутације настају из зрелих CD5+, CD27- B лимфоцита, а да ћелије CLL-а у којима се 

десио процес соматске хипермутације настају из претходно не препознатих CD5+, CD27+ 

B лимфоцита постгерминативног центра (9). 

Крв значајног броја одраслих особа садржи олигоклонске/моноклонске популације B 

лимфоцита са фенотипом сличним фенотипу CLL лимфоцита. Таква 

олигоклонска/моноклонаска пролиферација B лимфоцита, позната као моноклонска B 

ћелијска лимфоцитоза идентификована је у крви приближно 13% одраслих браће и сестара 

пацијената са CLL-ом (10). Mоноклонска B ћелијска лимфоцитоза је регистрована код 

3.5% здравих одраслих особа старијих од 45 година које немају породичну историју CLL 

(11). Понекад B лимфоцити у моноклонској B ћелијској лимфоцитози имају хромозомске 

абнормалности сличне онима које су примећене у CLL-у, што указује да моноклонскa B 

ћелијскa лимфоцитозa представља рану фазу у настанку CLL-а. На ризик од развоја 
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моноклонскe B ћелијскe лимфоцитозe у CLL могу утицати наслеђене одређене варијанте 

гена чији су продукти укључени у контролу кључних функција у развоју B лимфоцита. У 

сваком случају, пошто годишње око 1% одраслих са моноклонском B ћелијском 

лимфоцитозом развијају CLL или друге B ћелијске лимфоме вероватно је да B лимфоцити 

очигледно морају да стекну додатне генске или епигенске промене пре него што постану 

CLL ћелија (12).  

Генске и хромозомске абнормланости ћелија CLL су веома хетерогене. Осим што су 

значајне за патогенезу саме болести, генске абнормалности су добар предиктор и прогнозе 

исхода оболелог, па је тако показано да пацијенти код којих су присутне леукемијске 

ћелије које потичу од В лимфоцита који су прошли процес соматске хипермутације у 

герминативним центрима имају бољу прогнозу од пацијената код леукемијски лимфоцити 

потичу од В лимфоцита који нису прошли кроз овај процес (13-15). 

Од хромозомских абнормалности у CLL најчешће су делеције и то: 11q, 17p, 6q, а 

најчешћа хромозомска абнормалност је делеција дугог крака 13. хромозома у 

региону13q14 која се јавља код 55% пацијената. Делеција 13q14 повезана је са споријим 

током болести и већим временским интервалом између дијагнозе болести и почетка 

лечења (16). Такође, делеција 13q14 се повезује са повећањем количине протеина Bcl-2 у 

ћелијама CLL-е. Разлог томе је што се у исеченом региону налазе гени miR-15a и miR-16-1. 

Ови гени кодирају синтезу регулаторне РНК означене као микро РНК (енг. miRNA). 

Микро РНК инхибирају експресију других гена узрокујући деградацију информационе 

РНК или блокирајући процес транскрипције. Делеције гена miRNA15a и miRNA16-1 

удружене су са повећаном количином антиапоптотичног протеина Bcl-2 у ћелијама (17,18). 

Друга по учесталости хромозомска делеција у CLL-и је делеција дугог крака 11. 

хромозома у региону 11q22.3-q23.1. Ова делеција је повезана са пролимфоцитном 

морфологијом CLL ћелија и лошом прогнозом и јавља се у око 18% оболелих (16). 

Делеција кратког крака 17. хромозома, која се јавља у 7% оболелих, и удружена је са 

губитком или смањењем функције тумор супресор гена P53 и повезана је са 

трансформацијом CLL у пролимфоцитну леукемију и Рихтеровом трансформацијом 

болести (16). 

Делеција дугог крака 6. хромозома је ретка хромозомска абнормалност и често се 

јавља са другим, чешћим хромозомским абнормалностима. Пацијенти са 6q делецијом 

имају лошу прогнозу са великим бројем леукоцита и пролимфоцитном морфологијом 

ћелија (16). 

Осим делеција, у ћелијама CLL су детектоване и тризомије, и то тризомија 12. 

хромозома као најчешћа од њих. Ова тризомија је повезана са лошом прогнозом оболелих, 

а сама тризомија је неједнако заступљена у малигним лимфоцитима, највише је 

заступљена у ћелијама CLL-а у лимфним чворовима (16). 

Осим хромозомских абнормланости, у ћелијама CLL-а откривене су и бројне генске 

абнормланости у виду губитка гена или њихове мутације. Неке генске абнормалности су 

уско повезане са хромозмским, као што је губитак тумор супресор гена P53 који настаје 

код делеције 17p (17), али такође може доћи и до мутације P53 и без делеције кратког 

крака 17. хромозома као и што се могу наћи бројне генске мутације које нису повезане са 

хромозомским абнормалностима. У ери генског профилисања CLL-е, најчешће помињане 

мутације су у генима NOTCH1, SF3B1 и BIRC3 (19-25). 
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NOTCH1 кодира транскрипциони фактор активиран лигандом који регулише 

неколико сигналних путева који индукују диференцијацију хематопоетских прогенитора у 

незреле Т ћелије и диференцијацију зрелих B лимфоцита у ћелије које продукују антитела 

(26, 27). Мутације су откривене у 10% новодијагностикованих случајева CLL-е, али у 15 до 

20% прогресивних и/или релапсних случајева CLL-е. NOTCH1 мутације су такође чешће у 

ћелијама CLL-е које експримирају ген за варијабилни регион тешког ланца 

имуноглобулина који није прошао кроз процес соматских хипермутација и који имају 

тризомију 12, који сами по себи су лош прогностички маркер (19, 20, 24). 

SF3B1 ген кодира сплајсинг фактор 3B подјединицу 1, који је део главног и 

споредног сплајсозома. Сплајсозоми исецају интроне из прекурсорске РНК, егзони се 

спајају и формира се зрела информациона РНК. Мутације у SF3B1 гену уочене су у 10% 

новодијагностикованих случајева CLL-а и у 17% случајева са прогресивном, 

узнапредовалом болешћу која захтева терапију (22, 23). 

BIRC3 ген кодира протеин који припада фамилији протеина инхибитора апоптозе. 

Мутација у BIRC3 гену за последицу има активацију NF-κB (енг. Nuclear factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells) сигналног пута и резистенцију ћелија CLL-е које 

поседују ову мутацију на хемиотерапију, самим тим мутација овог гена је повезана са 

лошом прогнозом (25). 

Активација B ћелијског рецептора (BCR од енг. B cell receptor) је још једна значајна 

карика у патогенези CLL-е. Везивање антигена за BCR за последицу има померања у 

ћелијској мембрани и фосфорилацију сигналних молекула CD79a и CD79b деловањем 

LYN киназе. Фосфорилисане ITAM секвенце у склопу молекула CD79a и CD79b регрутују 

SYK киназу која се активира фосфорилацијом и постаје способна да додаје фосфатне 

групе (активира) различите адапторске протеине и сигналне молекуле, као што су 

Брутонова тирозин киназа и фасфатидилинозитол 3-киназа. Брутонову тирозин киназу 

иначе екпримирају незрели B лимфоцити, а у зрелим је њене екпресија минимална. 

Повећање екпресије Брутонове тирозин киназе виђа се код малигно транформисаних 

лимфоцита као што су лимфоцити CLL-е. Брутонова тирозин киназа нисходно активира 

сигналне путеве као што су AKT/mTOR (енг. Mammalian target of rapamycin), NF-κB, ERK 

(енг. Extracellular signal–regulated kinase), STAT3 (енг. Signal transducer and activator of 

transcription 3). Крајњи исход активације ових сигналних путева је повећана екпресија 

антиапоптотских протеина, смањене апотозе и повећање пролиферације ћелија CLL-е (28, 

29). 

 

1.1.3. Клиничка слика  

Хронична лимфоцитна леукемија најчешће почиње неприметно и често се 

дијагностикује након анализе крвне слике урађене рутински током редовног прегледа 

изабраног лекара. Симптоми и знаци болести настају збох нагомилавања леукемијских 

ћелија у костној сржи и лимфним органима, супресије имунског одговора и аутоимунских 

поремећаја који прате ово обољење (30).  

Увећање лимфних чворова у једној или више регија је најчешћи клинички налаз у 

CLL-и. Лимфни чворови су мекани, безболни и њихово увећање је оно што пацијенти 

обично прво примете (30). 
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У крвној слици, осим лимфоцитозе, могу се регистровати анемија и 

тромбоцитопенија. Анемија и тромбоцитопенија се могу јавити због инфилтрације костне 

сржи лимфоцитима, хиперспленизма и продукције аутоантитела. Због тромбоцитопеније у 

одмаклом стадијуму болести, код оболелих се може јавити хеморагијски синдром. 

Неспецифични симптоми као што су малаксалост и замор, последица су анемије. Жута 

пребојеност коже и слузница присутни су ако постоји аутоимунска хемолиза еритроцита. 

Број гранулоцита такође може бити смањен због инфилтрације костне сржи малигним 

ћелијама и хиперспленизма. Гранулоцитопенија и поремећај хуморалне имуности са 

хипогамаглобулинемијом узрок су развоја бројних бактеријских и гљивичних инфекција, а 

честа је и реактивација Varicella-zoster virus-a и појава херпес зостера, што може бити и 

први знак болести (30). 

Неспецифична, општа симптоматологија (тзв. Б симптоми) у виду ноћног 

презнојавања, губитка телесне тежине за више од 10% почетне тежине у периоду краћем 

од 6 месеци и фебрилности, се јавља код око 10% оболелих (30). 

Леукемијски лимфоцити могу инфилтрисати друге оргне као што су 

гастроинтестинални и респираторни систем, кожу, бубреге, срце. На кожи ови инфилтрати 

се виде као чворови и папуле, најчешће локализовани на лицу (30). 

 

1.1.4. Дијагноза и одређивање клиничког стадијума болести 

Да би поставили дијагнозу CLL број моноклонских B лимфоцита у крви мора бити 

већи од 5x109/l и тај број мора да перзистира минимум три месеца (31). Клоналност ових В 

лимфоцита мора бити потврђена проточном цитометријом. У размазу периферне крви ови 

лимфоцити су карактеристично мали, са великим једром, мало цитоплазме, кондезованим 

једром и без једарцета. Одређени број атипичних, великих ћелија и пролимфоцита се може 

наћи, али проценат пролимфоцита не сме прећи 55, у супротном ради се о пролимфоцитној 

леукемији (31). 

CLL ћелије имају специфичан имунофенотип који се користи при дијагностиковању 

CLL-е проточном цитометријом. Ови лимфоцоти експримирају мембрански молекул CD5 

заједно са молекулима СD19, CD20 и CD23, карактеристичним за B лимфоците. 

Ескпресија CD20 и CD79b је ниска у поређењу са нормалним лимфоцитима. Такође, сваки 

клон леукемијских лимфоцита експримира један лаки ланац имуноглобулина или κ или λ 

(31).  

За процену клиничког стадијума и дужине преживљавање оболелих у употреби су 

два система, одређивање клиничког стадијума по Binet-у и одређивање клиничког 

стадијума по Rai-у. Обе класификације класификују оболеле у три стадијума. Оригинална 

Rai класификација има пет група али су у оквиру ње на основу дужине преживљављавања 

пацијенти разврстани у тру групе, на оне са ниском ризиком, умереним ризиком и 

пацијенте са високим ризиком. Класификација по Binet-у класификује оболеле на BinetA, 

Binet B и Binet C стадијум (табела 1.) (2).  
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Стадијум Клиничке особине 
Медијана 

преживљавања 

Binet 

Binet A 
хемоглобин≥10.0g/dl, тромбоцити≥100×109/l,   <3 захваћена 

лимфна региона 
>10 година 

Binet B 
хемоглобин≥10.0g/dl, тромбоцити≥100×109/l,   ≥3 захваћена 

лимфна региона 
>8 година 

Binet C хемоглобин<10.0g/dl, тромбоцити<100×109/l 6.5 година 

Rai 

Низак ризик   

Rai 0 лимфоцитоза >15 × 109/l лимфоцита >10 година 

Умерени ризик   

Rai I лимфоцитоза и лимфаденопатија >8 година 

Rai II 
лимфоцитоза и хепатомегалија и/или спленомегалија са или без 

лимфаденопатије 
 

Висок ризик   

Rai III лимфоцитоза и хемоглобин<10.0g/dl 6.5 година 

Rai IV лимфоцитоза и тромбоцити<100×109/l  

Табела 1. 

 

 

1.1.5. Лечење 

Савремено лечење оболелих од CLL-е заснива се на примени цитостатика из групе 

алкилирајућих агенаса и пуринских аналога у комбинацији са анти CD-20 антителима. 

Задњих неколико година у терапију се уводе и инхибитори тирозин киназа као што је 

инхбитор Брутонове киназе, инхибитор фосфатидилинозитол 3-киназе и антитела које 

инхибира антиапоптотски молекул Bcl-2 (2). 

Већина пацијената са CLL-ом у тренутку дијагнозе не захтева терапију, већ само 

клиничко праћење. Пацијенти који захтевају лечење су они који су у стадијуму C по Binet-

у или III и IV по Rai-у. Пацијенти који се налазе у стадијуму A и B по Binet-у и стадијуму 

0-II по Rai-у захтевају лечење само ако имају симптоматску, активну болест. Активна 

болест се дефинише на основу следећих клиничка показатеља: постојање општих, 

неспецифичних симптома (тзв. Б симптоми), повећања броја лимфоцита у периферној крви 

за више од дупло у периоду краћем од 6 месеци или за 50% у периоду краћем од два 

месеца, налаз масивне или прогресивне лимфаденопатије, хепато и спленомегалије, 

симтоматско ектранодално ширење болести и појава аутоимунске анемије и 

тромбоцитопеније која не реагује на стандардну терапију кортикостероидима (2,32). 
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Иницијална терапија зависи од физичког стања пацијента, статуса гена за 

варијабилни регион тешког ланца имуноглобулина и присутности TP53 мутације односно 

делеције 17p хромозома.  

Код пацијената који су фузички доброг општег статуса, без значајних 

коморбидитета са мутираним варијабилним регионом тешког ланца имуноглобулина и без 

TP53 мутације односно делеције 17p хромозома, лечење се започиње RFC протоколом 

(32,33). Лечење RFC протоколом у првој терапијској линији доводи до одговора на 

терапију (енг. оverall response rate - ORR) у 90-95% оболелих и до комплетне ремисије 

(енг. complet response – CR) у 40-75% оболелих (33,34). Код пацијената старијих од 65 

година треба размотрити отпочињење лечења CLL-а применом BR протокола 

(bendamustine + rituximab) јер je овај протокол у односу на RFC протокол праћен мањом 

инциденцом тешких инфекција уз слично време до прогресије (енг. progression free 

survival – PFS) код ове старосне групе пацијената (2,35). Друга опција за ове пацијенте је 

инхибитор BTK (енг. bruton tyrosine kinase) ибрутиниб узимајући у обзир прусутне 

аритмије, узимање антиаритмика, антиагегационе и антикоагулантне терапије и 

свеукупног ризика од краврења пацијента (2). За пацијенте из ове групе које не могу да 

поднесу агресивно лечење, најбоља терапијска опција је комбинација венетоклакса, 

инхибитора bcl-2 молекула, у комбинацији са анти CD20 антителом, обинитузумабом или 

у случају да ова терапија није досупна, употреба хлорамбуцила у комбинацији са 

обинитузумабом или инхибитора BTK.  

За пацијенте са немутираним варијабилним регионом тешког ланца 

имуноглобулина и без TP53 мутације односно делеције 17p хромозома најбоље је започети 

прву терапијску линију са ибрутинибом. Имунохемиотерапија RFC остаје као терапијска 

опција само за пацијенте којима ибрутиниб није досупан. За пацијенте који због присутних 

коморбидитета не могу да користе ибрутиниб, комбинација венетоклакса са 

обинитузумабом или хромабуцила са обинитузумабом су добре терапијске опције (2). 

Група пацијената са TP53 мутацијом односно делецијом 17p хромозома је и 

најзахтевнија за лечење због кратког преживљавања и лошег одговора на 

имунохемитерапију па се ова терапија и не препоручује за ову групу пацијената. Лечење 

ових пацијената се започиње применом BTK инхибитора, ибрутинибом или 

акалбрутинибом. У случају коморбидитета који онемогућавају примену BTK инхибитора, 

лечење се започиње комбинацијом венетоклакса са обинитузумабом или, ако није могућа 

примене ни ове терапије, инхибитором фосфоинозитол 3-киназе, иделалисибом у 

комбинацији са ритуксимабом (2). 

С обзиром да је CLL неизлечива болест, пре или касније долази до релапса болести. 

Пацијенте са релапсом не треба лечити ако су асимптоматски, лечење се започиње тек са 

настанком активне болести. Пацијенате са релапсом или прогресијом који су настали 

након више од 36 месеци од иницијалне терапије и није им нађена TP53 мутација, можемо 

лечити истим терапијским модалитетом којим смо лечили пацијента у првој терапијској 

линији. Ако је до релапса дошло унутар 36 месеци од иницијалне терапије или пацијент 

није имао одговор терапију примењену у првој терапијској линији, мењамо терапијски 

режим. За лечење релапса или примарно рефракторне болести користи се најпре 

ибрутиниб или комбинација венетоклакса са ритуксимабом ако постоје кардиваскуларни 

коморбидитети или ризик од краврења који спречава употребу ибрутиниба. С друге 

стране, ибрутуниб је боља терапијска опција за пацијенте за оштећеном функцијом 

бубрега од венетоклакса. Резервна терапијске опције су комбинација иделалисиба са 

ритуксимабом или примена имунохемитерапије, али примена имунохемитерапије је 
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могућа само код пацијената код којих је релапс наступио после више од 36 месеци и код 

којих нови ихбитори малих молекула нису доступни или их је немогуће применити (2). 

 

1.2. B пролимфоцитна леукемија 

 

1.2.1. Дефиниција и епидемиологија 

В пролимфоцитна леукемија (B-PLL) је ретка лимфопролиферативна болест која 

чини око 1% свих зрелих B ћелијских неоплазми. Углавном се јавља код особа старијих од 

60 година и нешто је чешћа код особа мушког пола. Иницијално се сматрала подтипом 

CLL-а, али је у класификацији лимфоидних неоплазми Светске здравствене организације 

из 2008 а потом и из 2016, јасно одвојена као засебна болест (36-38).  

 

1.2.2. Патогенеза 

Патогенеза B-PLL-а и даље је непозната. Генске студије су показале одређене 

хромозомске и генске абнормалности које постоје у пролимфоцитима, али се не зна њихов 

утицај у патогенези ове болести. Једна од честих карактеристика ове болести је и мутација 

гена за варијабилни регион тешког ланца имуноглобулина, али за разлику од CLL-а, ова 

мутиција не утиче на преживљавање оболелих (39, 40). 

Једна од најчешћих мутација/делеција која је идентификована у чак 53% оболелих 

од B-PLL-е је мутација/делеција TP53 гена. Као и CLL-е, ова мутација/делеција је повезана 

са лошом прогнозом, кратким преживљавањем и резистенцијом на хемиотерапију 

оболелих (41). 

Честе хромозомске абнормалности су делеције 11q и 13q које се откривене у 39, 

односно 55% оболелих (42). 

Мутација у гену MYC сматра се једном од кључних у патогенези B-PLL-е. Обзиром 

да се овај ген налази на 8. хромозому транслокације као што су t(8;14)(q24.1;q32); t(2,8) 

(p11;q24) и t(8;22)(q24;q11) доводе MYC ген у блиски контакт са промоторима гена који су 

иначе хиперактивни у B лимфоцитима, као што су гени за тешке и лаке ланце 

имуноглобулина. Осим ових транслокација, други механизам повећане екпресије MYC 

гена је његова амплификација која је идентификоавана код оболелих од B-PLL (43). 

 

1.2.3. Клиничка слика 

Спленомегалија представља најчешћу клиничку манифестацију која се виђа у преко 

90% оболелих и често је масивна. Лимфаденопатија је знатно ређа и јавља се у око 20% 

оболелих и ретко је масивна (44). Око трећине пацијената у тренутку дијагнозе има 

значајну лимфоцитозу са преко 100х109/l периферне крви. Анемија и тромбоцитопенија се 

региструју у око 50% оболелих. За разлику од Т пролимфоцитне леукемије, плеурални 

излив и асцитес су ретки у B-PLL-у као и инфилтрација централног нервног система која је 

чешћа у релапсу болести. У већини случајевa концентрације серумских имуноглобулина су 

нормалне, мада су код неких пацијената пронађене високе вредности М компоненте. За 

разлику од CLL-е, хипогамаглобулинемија је ретка појава (44). 
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1.2.4. Дијагноза 

По FAB-у (енг. French-American-British) B-PLL леукемија се дефинише као болест 

код које је број пролимфоцита у периферној крви већи од 55% од укупног броја 

циркулишућих ћелија (45). У размазу периферне крви оболелих од B-PLL-е уочавају се 

пролимфоцити као велике округле ћелије (двоструко веће од нормалних лимфоцита) са 

округлим једром и умерено кондензованим једарним хроматином, округлим, централно 

постављеним једарцетом и оскудном благо базофилном цитоплазмом (46). 

При постављању дијагнозе B-PLL-е треба искључити друге лимфопролиферативне 

болести. CLL је болест где доминирају ситни, морфолошки зрели лимфоцити али налаз до 

10% пролимфоцита није неуобичајан. Подтип CLL-е код којег се детектује већи проценат 

пролимфоцита, између 10 и 55%, се класификује као CLL/PLL (47). У овом подтипу CLL-е 

чест је налаз тризомија 12. хромозома, делеција 13q, немутирани варијабилни регион за 

тешки ланац имуноглобулина, висока екпресија CD38 који сами за себе представљају 

неповољне прогностичке маркере. Укупно десетогодишње преживљавање пацијената са 

CLL-ом код којих је проценат пролимфоцита био испод 10 износио је 30%, а пацијената 

код којих је број пролмфоцита био већи само 3% (47,48). 

„Mantle“ ћелијски лимфом такође морфолошки може подсећати на B-PLL. У таквим 

случајевима, доказивањем транслокације t(11;14) и последичне хиперекспресије гена за 

циклин D1, поставља се дијагноза „мantle“ ћелијског лимфома (49,50). 

Дефинитивна дијагноза B-PLL-а поставља се проточном цитометријом. 

Пролимфоцити B-PLL-а екпримирају мембрански имуноглобулин М, са или без 

експримирања мембранског имуноглобулина D, CD19, CD20, CD22, HLA-DR, CD79b, 

FMC7 и, као и CLL, један од два лака ланца имуноглобулина. За разлику од CLL-а, 

пролимфоцити не експримирају CD5 и CD23. Код једне трећине оболелих, CD5 може бити 

екпримиран на пролимфоцитима и тада је тешко разликовати B-PLL од леукемијске фазе 

„мantle“ ћелијског лимфома. Дефинитивна дијагноза се тада поставља мерењем експресије 

циклина D1 и детектовањем транслокације t(11;14) (51). 

1.2.5. Лечење 

Прогноза оболелих од B-PLL-е је лоша, медијана преживљавања износи 3 године. 

Главни показатељ кратког преживљавања и резистенције на хемиотерапију је, као и у CLL-

у, присуство делеције/мутације TP53 тумор супресор гена. Такође, и број лимфоцита преко 

100х109/l и концентрација хемоглобина мања од 110g/l су предиктори крaтког 

преживљавања (52). 

Асимптоматске пацијенте у индолентној фази болести не треба лечити, већ само 

клинички пратити. Кад се јави знаци и симптоми прогресије болести, треба започети 

лечење. Око избора терапијског модалитета за лечење B-PLL-е и даље не постоје 

јединствени ставови јер не постоје ни велике клиничке студије које би доказале предност 

једне терапије у односу на другу.  

У неколико студија коришћена је монотерапија пуринским аналозима али је 

показано да иако је ORR био око 50%, PFS је био кратак. У студији у којој је 14 пацијената 

са B-PLL-ом лечено монотерапијом пуринским аналогом, пентостатином, 50% је постигло 

парцијалну ремисију (енг. partial remission – PR), али ниједан CR. PFS био је само 12 
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месеци (53). Слични резултати су добијени и коришћењем другог пуринског аналога, 

кладрибина, у монотерапији са PFS од 14 месеци код пацијената који су након терапије 

постигли CR, и PFS од само 3 месеца код пацијената који су били у PR (54). Овакве студије 

су показале да су ћелије B-PLL-е резистентне на пуринске аналоге, поготово ако постоји 

делеције/мутације TP53. Значајно бољи резултати су добијени комбинацијом ритуксимаба 

са флударабином или бендамустином и једним од антрациклина, митоксантроном или 

епирубицином. Лечењем четири пацијента са B-PLL-ом протоколом ритуксимаб + 

епирубицин + флударабин, постигнута је CR код сва четири пацијента са PFS у трајању од 

61 месец (55). Други аутори су користили комбинацију ритуксимаб + митоксантрон + 

флударабин у лечењу два пацијента са B-PLL-ом и постигли су CR код оба пацијента (56). 

Обзиром на претходне резултате и вишегодишњу успешну примену комбинације 

ритуксимаб + флударабин + циклофосфамид у лечењу CLL-е, ова комбинација са или без 

антрациклина се препоручује за иницијално лечење пацијената са B-PLL-ом (57).  

Посебан проблем представљају пацијенти са делецијом/мутацијом TP53 код којих 

постоји значајна резистенција на имунохемиотерапију ритуксимаб + флударабин + 

циклофосфамид. Лечење ових пацијената дуго се заснивало на примени алемтузумаба, 

анти CD52 моноклонског антитела (58, 59). Одскора, за лечење ових пацијената користе се 

инхибири киназа који се користе и у лечењу CLL-е, ибрутиниб и иделализиб, који су 

показали значајне резултате код пацијената са неповољним генским статусом (60, 61). 

Алогена трансплантација матичне ћелије хематопоезе може се узети у разматрање 

код млађих пацијената, доброг физичког стања и без коморбидитета, нарочито ако постоји 

делеција/мутација TP53 (58). 

 

1.3. Onosma visianii 

Род Onsoma се састоји од око 150 врста које се простиру углавном у медитеранском 

региону и централној Азији. Onosma visianii је једна од врста из овог рода која расте на 

подручију Балканског полуострва и југоисточне Европе. У Србији је позната под називом 

„трава са Румије“. Назив је добила по планини Румији на чијим обронцима расте, а корен 

ове биљке вековима уназад се користи за справљање мелема за опекотине и ране. 

Фитохемијска анализа ове биљке први пут је урађена 1971. године када је откривено да 

корен ове биљке садржи shikonin-е (62). Прва озбиљнија анализа ове биљке је објављена 

2017. године када је описано 7 деривата shikonin-а у корену ове биљке као и њихово 

антимикробно и антитуморско дејство (63). 

 

1.4. Shikonin 

Shikonin, као и његови деривати, по хемијској структури је нафтoхинонско 

једињење и природни је састојак многих биљака. Први дериват shikonin-а изолован 1922. 

године је acetylshikonin. Он је изолован из корена биљке Lithospermum erythrorhizon 

(фамилија Boraginaceae) који се вековима користи у кинеској традиционалној медицини. 

Изоловали су га хемичари Kuroda и Majima који су наредних година изоловали и сам 

shikonin и још доста његових деривата (64). Shikonin и његови деривати могу се наћи и у 

корену других биљака које припадају фамилији Boraginaceae, као што су род Arnebia (A. 

euchroma), Echium (E. lycopsis), Eritrichium, Onosma (Onosma visiani) и друге. Захваљујући 
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антиинфламацијском дејству екстраката корења, ове биљке се вековима користе у 

традиционалној медицини. Своја антиинфламацијска својства ови екстракти остварују 

захваљујући високом проценту shikonin-а и деривата који осим антиинфламацијског имају 

и антибактеријско, неуро- и кардиопреотективно, антиоксидативно, антимикробно и 

антитуморско дејство, а поспешују и зарастање рана (64). 

 

1.4.1. Shikonin и инфламација 

Антиинфламацијско дејство shikonin-а је изучавано годинама и показано је више 

механизама овог дејства као што су инхибиција синтезе лекотријена B4, смањена 

дегранулација мастоцита, инхибирања рапидног ослобађања кисеоничних радикала из 

неутрофила, инхибирање циклооксигеназе 2, инхибирање ERK1 и ERK2 киназа и NF-κB 

(64-66). 

Shikonin и његови деривати делују терапијски и на инфламацијске болести 

аутоимунске етиологије. На мишијем моделу артитиса који се индукује имунизацијом 

осетљивих мишева суспензијом која садржи колаген, показано је да shikonin значајно 

смањује деструкцију зглобне хрскавице смањењем продукције Th1 цитокина, TNF-α (TNF 

од енг. Tumor Necrosis Factor) и IL-12 (IL од енг. interleukin), у синовији али и смањењем 

продукције металопротеиназе матрикса 1. Са друге стране, показана је повећана 

концентрација антиинфламацијских и Th2 цитокина као што су IL-10 и IL-4 код мишева са 

реуматоидним артритисом третираним shikonin–ом (67, 68). 

Слични резултати су добијени и у мишијем моделу инфламацијске болести црева. 

Орално давање shikonin-а редуковало је клиничко испољавање болести. На целуларном 

нивоу орално дат shikonin је у ентероцитима инхибирао циклооксигеназу 2, NF-κB и 

STAT3 сигнални пут и смањио ниво IL-6 и TNF-α (69). 

 

1.4.2. Неуро- и кардиопротективно дејство shikonin-а 

На мишјем моделу исхемије мозга, третирање мишева shikonin-ом пре индуковае 

исхемије мозга, значајно је смањило исхемијску лезију и то индукцијом антиоксидативних 

ензима, супероксид дисмутазе, каталазе и глутатион пероксидазе, што указује да 

неуропротективно дејство шиконина може бити последица њиговог антиоксидативног 

дејства (70). 

In vitro на H9C2 ћелијској култури кардиомиоцита, показано је да претходно 

третирање кардиомиоцита shikonin-ом, смањује апоптозу ћелија након индуковања 

исхемије. Хиперактивација фосфатидилинозитол 3-киназе је могући механизам овог 

протективног дејства shikonin-а (71). 

 

1.4.3. Антимикробно дејство shikonin-а 

Сматра се да нека суптанца има клинички значајну антимикробну активност ако јој 

је MIC50 (енг. MIC – minimal inhibitory concentration), који представља минималну 

концентрацију супстанце која инхибира 50% засејаних изолата неког микроорганизма, 

мања од 16g/mL (72). Shikonin и његови деривати имају добру антибактеријску активност 
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према грам-позитивним бактеријама као што су Staphylococcus aureus и Bacillus subtilis са 

MIC50 у опсегу 0.30-6.25 g/mL (64), односно према Bacillus megaterium, Enterococcus 

faecalis, Microbacterium arborescens, Micrococcus luteus и Staphylococcus epidermidis са 

MIC50 у опсегу 6.40-12.79µg/mL (63). Иако су неке раније студије показале малу активност 

shikonin-а према грам-негативним бактеријама, новија устраживања показују да деривати 

shikonin-а имају значајно антибактеријско дејство и према грам-негативним бактеријама 

као што су Citrobacter koseri, Hafnia alvei, Pseudomonas proteolytica, Stenotrophomonas 

maltophilia и Yersinia intermedia са MIC50 у опсегу 4.27-8.53 μg/mL за различите сојеве 

бактерија. У истој студији, добијено је да су најбољу антибактеријску активност имала два 

деривата shikonin-а: α-methylbutyrylshikonin и acetylshikonin (63). Интересантно је да 

shikonin има антибактеријско дејство и према резистентним сојевима бактерија као што је 

метицилин резистентан Staphylococcus aureus и ванкомицин резистентни Enterococcus 

faecium и Enterococcus faecalis. Још веће антибактеријско дејство на метицилин 

резистентан Staphylococcus aureus са MIC50 који је износио 1.56 μg/mL има дериват 

шиконина α-methylbutyrylshikonin (73). Иако се дуго сматрало да shikonin и његови 

деривати имају само бактериостатско дејство, доказано је да они имају и бактерицидна 

својства (74). 

Осим антибактеријског, доста је истраживано и антифунгално дејство shikonin-а и 

деривата shikonin-а. Тестирање shikonin-а и његовог деривата deoxyshikonin-а на гљивама 

Saccharomyces sake, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton 

tonsulansvar. sulfureum, Microsporum gypseum и Epidermophyton fluccosum показало је да 

deoxyshikonin има јаче антифунгално дејство од shikonin-а и MIC50 је износио мање од 

25mg/mL за све испитиване гљиве (74). Друга студија која је поредила антифунгално 

дејство shikonin-а и флуконазола добила је као резултат 4 пута снажније антифунгално 

дејство shikonin-а у односу на флуконазол на гљивици Candida krusei и 2 снажније на 

гљивици Saccharomyces cerevisiae, а исто антифунгално дејство као флуконазол на 

гљивици Candida glabrata (75). 

Антивирусно дејство shikonin-а описано је за више вируса, укључујући аденовирус, 

HIV и HCV. Показано је да shikonin у наномоларним концентрацијама инхибира 

репликацију ових вируса (76-79). 

 

1.4.4. Shikonin и зарастање рана 

Употреба корена биљке Lithospermum erythrorhizon датира још из 2 века нове ере и 

од тада до данас употребљава се у кинеској традиционалној медицини за справљање 

мелема за аналне фисуре, хемороиде, повреде коже и опекотине. Тек 70-тих година 

прошлог века испитана су регенеративна својства shikonin-a, активних супстанци корена 

Lithospermum erythrorhizon. Од тада, направљено је више комерцијалнох производа у виду 

масти, као што су HistoplastinRed® (Chropi), Epouloderm® (Farmalex), and Helixderm® 

(PNG Gerolymatos), који се користе за третман оштећења коже, опекотина, 

постоперативних ожиљака, хроничних васкуларних улкуса, аналних фисура и декубитуса 

(80). 

 

 



12 
 

1.4.5. Антитуморско дејство shikonin-а 

Антитуморско дејство shikonin-а и његових деривата демонстрирано је на мноштву 

солидних тумора и леукемија, како in vitro тако и in vivo у екперименталним животињским 

моделима. У једној студији показано је да ектракт Lithospermum erythrorhizon инхибира 

раст ћелија меланома, и то мишије B16F10 ћелијске линије, са вредношћу IC50 2.73μg/mL. 

Давање овог екстракта мишевима, којима је претходно имплантиран тумор, у дози од 

10mg/kg током 21 дана значајно је смањило величину тумора. Из ове биљке тада је 

изоловано 5 нафтохинонских једињења, shikonin и 4 његових деривата (deoxyshikonin, β-

hydroxyisovalerylshikonin, acetylshikonin и isobutyrylshikonin) који су одговорни за ову 

антитуморску активност (81). У другој, сличној студији, описана је антитуморска 

активност екстракта корена Onosma paniculata на 8 туморских ћелијских линија. Из корена 

ове биљке такође су изоловани деривати shikonin-а: β-hydroxyisovalerylshikonin, 

acetylshikonin, dimethylacrylshikonin, α-methylbutyrylshikonin и isovalerylshikonin (82).  

Међутим, много је више истраживања спроведено са изолованим чистим shikonin-

ом и његовим дериватима него са ектрактима биљака. Описано је мноштво механизама 

антитуморског дејства ових нафтохинонских једињења. Аcetylshikonin смањује 

пролиферацију ћелија хуманог карцинома панкреаса инхибирањем NF-κB 

транскрипционог фактора (83). Shikonin супримира активност протеазома у ћелијама 

мишјег хепатоцелуларног карцинома и хуманог карцинома простате (84). 

Хиперпродукција кисеоничних слободних радикала је још један механизам антитуморског 

дејства показан у неколико студија, на ћелијама хуманог остеосаркома, оралног 

сквамозног карцинома и другим туморима (85, 86). Shikonin је инхибирао и тумор 

специфичну пируват киназу M2 у ћелијама хуманог аденокарцинома дојке и плућа (87). На 

ћелијама хуманог карцинома грлића материце, показано је да β‑hydroxyisovalerylshikonin 

инхибира PI3K/AKT/mTOR сигнални пут (енгл. PhosphatidylInositol 3 kinase; AKT- 

серин/треонин киназа која кад се активира PI3-киназом, активира mTOR) (88). 

Осим истраживања антитуморског ефекта shikonin-а на солидним туморима 

спроведено је и више студија на леукемијским ћелијским линијама. На ћелијској линији 

хумане акутне мијелоидне леукемије, U937, показано је да shikonin инхибира екпресију 

протоонкогена c-Myc и то преко сигналног пута ERK/JNK/MAPK (енг. extracellular signal-

regulated kinases/c-Jun-N-terminal kinase/mitogen-activated protein kinase). Такође, у тој 

студији је испитано 14 деривата shikonin-а и 4 (isobutyrylshikonin, 2-methylbutyrylshikonin, 

isovalerylshikonin и β,β-dimethylacrylshikonin) су имала јачу активност од самог shikonin-а 

(89). Инхибиција ERK/JNK/MAPK сигналног пута показана је и на ћелијској линији 

хроничне мијелоидне леукемије, К562 (90). На ћелијској линији акутне мијелоидне 

леукемије, HL-60, показано је да shikonin може да индукује и стрес ендоплазматског 

ретикулума што је још један од механизама антитуморског дејства (91). 

Иако су механизми антитуморске активности shikonin-а и његових деривата врло 

разнолики, финални исход је исти, а то је смрт туморске ћелије. Ћелијска смрт која је 

описана у већини ових студија је апоптоза иницирана унутрашњим путем (81,82,84-86,88-

91). У прилог овоме говоре и истраживања у којима је измерена смањена вредност 

антиапоптотских а повећана вредност проапоптотских протеина. Након тетирања ћелија 

хуманог аденокарционома дојке и плућа и мишјег карцинома плућа acetylshikonin-ом, 

измерена је снижена вредност антиапоптотског Bcl-2 протеина (92). У ћелијама мишјег 

меланома, након третирања екстрактом корена Lithospermum erythrorhizon, измерена је 
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повишена вредност проапоптотских Bax и Bad протеина, а смањена вредност 

антиапоптотског Bid протеина (93). Осим апоптозе, shikonin је у неким ћелијама индуковао 

некроптозу. Поједина истраживања су доказала обе врсте ћелијске смрти на ћелијама 

третираним shikonin-ом (89, 94). Ћелије акутне мијелоидне леукемије које су третиране 

shikonin-ом у концентрацији од 1μM умирале су апоптозом у много већем проценту у 

односу на контролу (нетретиране ћелије) уз пораст експресије Noxa и Bid проапоптотских 

протеина. Када су исте ћелије тертиране концентрацијом shikonin-а од 10μM доминантан 

тип ћелијске смрти био је некроптоза, а концентрација проаптотских протеина била је 

непромењена, што говори у прилог томе да тип ћелијске смрти зависи и од концентрације 

shikonin-а којим се ћелије третирају (94). 

 

1.5. Механизми ћелијске смрти 

Ћелиjска смрт је пре процес који се физиолошки догађа током раста и развоја 

организма и диференцијације ћелија као и током развоја и регулације имунског система. У 

патолошким условима, смрт ћелија подстиучу различите физичке, хемијске и биолошке 

ноксе, али и недостатак нутриената и стимулуса неопходних за преживљавање ћелије.  

Према морфолошким променама које су уочавају на умирућој ћелији, дефинисано је 

три типа ћелијске смрти: апоптоза (тип 1 ћелијске смрти), аутофагија (тип 2 ћелијске 

смрти) и некроза (тип 3 ћелијске смрти) (95). 

 

1.5.1. Апоптоза  

Апоптоза или тип 1 ћелијске смрти први пут је описана 1972. године (96). 

Представља тип програмиране ћелијске смрти који се активира спољашњим или 

унутрашњим путем апоптозе или под дејством перфорина и гранзима А и В. Ова два пута 

су међусобно повезана и зна се да молекули ангажовани у једном могу да покрену и други 

сигнални пут (97). 

Спољашњи пут апоптозе се активира везивањем специфичних лиганда за рецепторе 

смрти што има за последицу активацију тих рецептора. У рецепторе смрти спадају TNF-R1 

(енг. tumor necrosis factor receptor 1), Fas, DR3, TRAIL-R1/2 (DR4/5) и DR6. Сличност ових 

рецептора је у томе што сви у свом цитоплазматском делу имају домене смрти. Након 

везивања лиганда за рецепторе смрти дешава се конформациона промена домена смрти и 

он се везује за прокаспазу -8 и -10 и тако формирају DISC (енг. Death Inducing Signaling 

Complex). У овом комплексу се прокаспазе преводе у каспазе -8 и -10 које потом цепају 

прокаспазу-3 у активну каспазу-3 (97). 

Унутрашњи пут апоптозе се активира дејством различитих ектра- и интраћелијских 

чинилаца. У екстраћелијске чиниоци спадају физички и хемијски фактори, вируси, 

недостатак хранљивих материја, фактора раста, хормона и цотокина неопходних за 

функционисање ћелија. У интраћелијске факторе пре свега спадају оксидативни стрес и 

оштећење ћелијске ДНК или ендоплазматског ретикулума. Под дејством ових чиниоца 

стварају се поре у спољашњој мембрани митохондрија и из митохондрија се ослабађају 

проапоптотски протеини у цитоплазму (97). Прву групу ових протеина чине циторхом С, 

Smac/DIABLO и серин протеаза HtrA2/Omi . Цитохром C се везује за активирајући фактор- 

апоптозе 1 (енгл. apoptotic protease activating factor 1, Apaf-1) и прокаспазу-9 формирајући 
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апоптозом. У апоптозому се активира прокаспаза-9 која прелази у каспазу-9 која потом 

цепа прокаспазу-3 у активну каспазу-3. Са друге стране Smac/DIABLO и HtrA2/Omi 

подстичу апоптозу и то инхибицијом антиапоптотских протеина. Другу групу 

проапоптотских протеина који се ослобађају из митохондрија чине AIF (енгл. apoptosis 

inducing factor), Endo G (енгл. endonuclease G) и CAD (енгл. caspase-activated dеnase) који 

се транслоцирају у једро где су укључени у фрагментацију ДНК (98, 99). 

Фамилија Bcl-2 (енгл. B cell leukemia/lymphoma 2) протеина представља скуп 

молекула који регулишу унутрашњи пут апоптозе тако што контролишу 

перемеабилизацију митохондријалне спољашње мембране (енгл. mitochondrial outer 

membrane permiabilization - MOMP). Ови протеини се деле на анти- и про- апоптотске и од 

њихове равнотеже зависи да ли ће доћи до активације унутрашњег пута апоптозе. У 

антипоптотске протеине спадају Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w,Mcl-1, A1 и други. У 

проапоптотске спадају протеини са неколико Bcl-2 хомологих (ВН) домена означених 

ВН1-4: Bax, Bak, Bok и други и протеини који садрже само ВН3 домене: Bid, Bim, Puma, 

Noxa, Bad, Bmf, Bik. Постојање ВН домена омогућава члановима Bcl-2 фамилије протеина 

да формирају хомодимере и хетеродимере, чиме настају конформационе промене 

одговорне за њихову активност (100, 101). У физиолошким условима антиапоптотски 

протеини су везани за проапоптотске протеине Bax и Bak држећи их у неактивном обику. 

Улога протеина који садрже само BH3 домене је двојака. Неки од њих, као што су Puma, 

Bad, Noxa, Bmf и Bik, инхибирају антиапоптотске Bcl-2 протеине, али немају могућност 

активације Bax и Bak протеина. Други, као што су Bid и Bim, могу и да инхибирају 

антиапоптотске протеине и да активирају Bax и Bak (102). Интеракције између протеина 

који садрже само ВН3 домене и антиапоптотских протеина су селективне. Noxa се везује 

само за Mcl-1 и A1, Bad се везује само за Bcl-2, Bcl-w и Bcl-xL, а Bim и Puma се могу 

везати за све наведене антиапоптотске протеине (100). Под дејством претходно наведених 

екстра- и интра- ћелијских стимулуса активирају се протеини који садрже само BH3 

домене, а они даље секвестрирају антиапоптотске Bcl-2 протеине и активирају Bax и Bak 

који се уграђују у спољашњу мембрану митохондрија формирајући поре кроз које излази 

цитохром C и остали претходно поменути протеини (103). 

Активација каспаза и морфолошке промене ћелије су последица активације и 

спољашњег и унутрашњег пута апоптозе. Активиране каспаза -8 и -10 у спољашњем путу 

апоптозе и каспаза-9 у унутрашњем путу апоптозе се називају иницијаторске каспазе јер 

оне започињу апоптозу и активирају ефекторске каспазе (каспаза- 3, -6 и -7) које даље 

протеолитички секу ћелијске супстрате (104).  

Активацију апоптозе прате морфолошке промене у ћелији. Прво ћелија губи 

контакт са околним ћелијама, а потом се кондезују цитоплазматски протеини у ћелији и 

ћелија се смањује. У једру се хроматин кондезује и започиње пикноза и деградација једра. 

У ћелијској мембрани долази се фосфатидилсерин транслоцира са унутрашње на 

спољашњу мембрану. Оваква ћелија се даље распарчава на мала, мембраном обавијена 

телашца која се називају апоптотска телашца. Свако апоптотско телашце у себи садржи 

неке од органела првобитне ћелије. Макрофаги препознају фосфатидилсерин на мембрани 

апоптотских телашаца и фагоцитују их. Током апоптозе нема развоја инфламације у 

околном ткиву јер се садржај апоптотских телашаца не излива у међућелијски простор (95, 

105). 

 



15 
 

1.6. Циклини и циклин зависне киназе 

Ћелијски циклус представља серију догађаја у ћелији који као резултат имају 

дуплицирање ДНК и деобу ћелије. Састоји се од периода између две деоба, који се назива 

интерфаза и саме деобе ћелије. У оквиру интерфазе разликујемо G1 (енгл. gap phase 1), S 

(енгл. synthesis), и G2 (енгл. gap phase 2) фазу ћелијског циклуса. Ћелије које се не деле, 

улазе у G0 фазу или фазу мировања у којој могу остати трајно или привремено. 

Напредовање ћелије кроз фазе ћелијског циклуса је процес који је регулисан протеинима 

који се зову циклини и серин/треонин киназама са којима циклини праве комплексе и које 

се зову циклин зависне киназе (енгл. cyclin dependent kinases, CDK). Идентификовано је 

најмање девет CDK (CDK1- CDK9) и знатан број циклина (циклин А-циклин Т). Различити 

комплекси циклина и CDK регулишу различите фазе ћелијског циклуса па самим тим и 

њихова концентрација зависи од фазе ћелијског циклуса у којем се ћелија налази (106-

108). 

Изоформе циклина D (циклин D1- D3) интерреагују са CDK -4 и -6 и омогућују 

напредовање кроз G1 фазу ћелијског циклуса тако што започињу фосфорилацију протеина 

Rb (енгл. retinoblastoma tumor suppressor gene product, Rb). У активном стању, Rb је 

хипофосфорилиран и формира инхибициони комплекс са групом транскрипционих 

фактора познатих као E2F (E2F -1, -2, и -3). Након почетне фосфорилације комплексом 

циклин D и CDK -4 и -6 Rb протеин и даље остаје везан за E2F, али сада E2F може да 

започне транскрипцију неких гена као што је ген за циклин E. Након синтезе циклина Е и 

формирања комплекса са CDK2, Rb протеина се потпуно фосфорилише и ослобађа се E2F 

који онда заоичиње транскрипцију бројних гена одговорних за одвијање S фазе ћелијског 

циклуса (109, 110). На почетку S фазе синтетише се циклин А који затим формира 

комплекс са CDK2 што омогућава даљу прогресију кроз ову фазу ћелијског циклуса уз 

производњу других ензима и протеина укључених у синтезу ДНК (111, 112). Током касне 

S и током читаве G2 фазе, ћелије се припремају за митозу тако што повећавају ниво 

циклина А и B. Прелазак ћелије из G2 у фазу митозе омогућују циклин А2 и B1, који се 

упарују са CDK2 и CDK1 (113). 

За разлику од CDK, постоје и негативни регулатори ћелијског циклуса који 

спречавају ћелију да пређе из једне фазе у другу. Класа инхибитора циклин зависних 

киназа Ink4, p16, p15, p18 и p19, везују и инхибирају циклин D зависне киназе (CDK -2, -4 

и -6). Друга група инхибитора циклин зависних киназа CIP/Kip (енгл. Kinase inhibitor 

protein, KIP), p21, p27 и p57, негативно регулишe комплексе циклин Е/CDK2 и циклин 

А/CDK2. У случају настанка оштећења на ДНК, инхибитори циклин зависних киназа могу 

зауставити даље напредовање ћелије кроз фазе ћелијског циклуса док се оштећење не 

поправи или, ако то није могуће, док се не активира апоптоза оштећене ћелије (114, 115). 

 

1.7. STAT3 сигнални пут 

Интрацелуларни пренос сигнала различитим сигналним путевима омогућава пренос 

екстрацелуларних стимулуса са површине ћелије, кроз цитоплазму до јетра где се мења 

експресија различитих гена што има за последицу промену биолошке функције ћелије. 

Signal Transducers and Activators of Transcription (STATs) представљају породицу 

цитоплазматских транскрипционих фактора укључених у неколико сигналних путева који 

на крају симулишу или инхибирају експресију различитих циљних гена чији су продукти 
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укључени у процесе пролиферације ћелија, апоптозу, инфламацијски одговор и 

ангиогенезу. STAT фамилија транскрипционих фактора се сатоји од 7 чланова: STAT1, 

STAT2, STAT3, STAT4, STAT5α, STAT5βи STAT6. STAT3 је експримиран у свим 

ћелијама и модулира екјспресију гена чији су продукти укључени у пролиферацију ћелија, 

преживљавање и диференцијацију (116, 117). 

Молекул STAT3 се налази нисходно у сигналном путу који креће са више 

мембранских рецептора, као што су рецептори за интерлеукине (IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, 

IL-9, IL-11), факторе раста (G-CSF (енгл. granulocyte-colony stimulating factor), EGF (енгл. 

epidermal growth factor), PDGF (енгл. platelet-derived growth factor)) и хормоне (хормон 

раста, пролактин, лептин) (118, 119). Активира се након фосфорилације тирозина на 

позицији 705 у реакцији у којој учествују рецепторске тирозин киназе као што је то случај 

са рецепторима за EGF и PDGF или цитоплазматских киназа као што је JAK2 (енгл. Janus 

kinasa 2) која се након везивања цитокина за своје рецепторе активира и фосфорилише 

STAT3. Након активације, молекул STAT3 димеризује и транслоцира се из цитоплазме у 

нукелус где обавља своју улогу транскрпционог фактора (120, 121). Осим фосфорилације 

тирозина на позицији 705, за потпуну активацију STAT3 потребна је и фосфорилација 

серина на позицији 727 у реакцији која је посредована циклин зависном киназом 1, ERK и 

другим киназама (122, 123). 

Физиолошки, активација STAT3 је краткотрајна и STAT3 се након активације брзо 

враћа у базално стање. Дуготрајна и неадекватна фосфорилација и активација STAT3 

удружена је са екпресије многих гена и самим тим утиче на бројне биолошке функције 

ћелије као што су пролиферација преко екпресије циклина D1 и c-Myc, инхибиција 

апоптозе преко екпресије антиапоптотских молекула (Bcl-2, MCL-1, Bcl-xL и др), 

ангиогенеза преко VEGF (енгл. vascular endothelial growth factor) и HIF1α (hypoxia-

inducible factor 1-alpha) а, кад су у питању туморске ћелије, инхибира антитуморски 

имунски одговор и стимулише инвазију и метастазирање тумора преко екпресије 

виментина и матрикс металопротеиназа (124). Мутација или инхибиција тумор супресор 

гена P53 доказана је у многим туморским ћелијама. Фосфорилисани STAT3 инхибира P53 

ген и супримира његову улогу у заустављању пролиферације и иницирању апоптозе 

оштећених ћелија (125). Гени као што су NANOG, SOX2 и OCT4 су експримирани у 

туморским матичним ћелијама и имаjу улогу у пролиферацији и инхибирању 

диференцијације туморске матичне ћелије (126). Показано је да активација STAT3 

повећава екпресију ових гена (127) али и онкогена c-Myc (128) који такође контролише 

транскрипцију гена екпсримираних у матичним ћелијама (127). 

Неадекватна хиперактивација STAT3 је описана у бројним солидним и 

хематолошким малигнитетима. STAT3 има важну улогу у трансформацији матичне ћелије 

хематопоезе у малигну. Неадекватна активност STAT3 пронађена је у ћелијама акутне 

мијелоидне леукемије (129, 130), акутне лимфобластне леукемије (131), хроничне 

мијелоидне леукмије (129) и хроничне лимфоцитне леукемије (132, 133). Осим у 

леукемијама, хиперактивност STAT3 описана је и у лимфомима (134-136) и мултиплом 

мијелому (137, 138). 
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2. Циљ истраживања 

 

Основни циљ овог истраживања је да се испита антитуморско дејство два деривата 

shikonin-a, добијених из биљке Onosma visianii, in vitro коришћењем BCL1 ћелијске линије 

мишје леукемије/лимфома и JVM-13 ћелијске линије хумане B-пролимфоцитне леукемије, 

као и in vivo коришћењем експерименталног модела CLL-e. У складу са основним циљем 

постављени су и следећи експериментални задаци:  

1. Испитати потенцијалну цитотоксичност наведених биоактивних супстанци МТТ 

тестом на ћелијској линији BCL1 и ћелијској линији JVM-13.  

2. Испитати релативни однос про- и анти-апоптотских молекула и активне каспазе 3 у 

леукемијским лимфоцитима излаганим дериватима шиконина. 

3. Испитати способност деривата шиконина да изазову апоптотску смрт леукемијских 

лимфоцита. 

4. Испитати утицај биоактивних супстанци на ћелијски циклус и митотску активност 

ћелија BCL1 и JVM-13 ћелијске линије.  

5. Испитати утицај биоактивних супстанци на активност сигналног пута STAT3 у 

ћелијама BCL1 и JVM-13 ћелијске линије.  

6. Испитати деловање испитиваних супстанци in vivo на анималном моделу CLL код 

BALB/c мишева мерењем релативне заступљеноти леукемијских лимфоцита у 

периферној крви и слезини.  
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3. Материјал и методе 

 

3.1. Врста студије 

Студија је дизајнирана као експериментална студија на материјалу хуманог и 

анималног порекла in vitro и екпериментана студија на животињама in vivo. За in vitro 

истраживања коришћење су две ћелијске линије, BCL1 ћелијска линија мишије леукемије 

и JVM-13 ћелијска линија хумане B-пролимфоцитне леукемије.  

Као експерименталне животиње коришћени су мишевi соја BALB/c, оба пола, 

старости од 8 до 10 недеља. 

 

3.2. Ћелијске линије 

 
3.2.1. BCL1 ћелијска линија мишје леукемије 

BCL1 ћелијска линија први пут је описана 1978. године као спонтано настала 

леукемија код 2 године старих BALB/c мишева (139). Карактерише се инфилтрацијом пре 

свега слезине а потом и костне сржи и периферне крви малигним лимфоцитима који су 

мали и подсећају по морфологији на нормалне лимфоците. Због тога је BCL1 леукемија и 

описана као модел CLL-а миша и као таква се користи у истраживању као пандам хумане 

CLL-e. По неким карактериситикама мишја BCL1 леукемија се разликује од хумане CLL, 

пре свега по масивној инфилтрацији слезине и одсуству инфилтраације лимфних жлезда, 

по чему подсећа и на хуману пролимфоцитну леукемију (139,140). Сматра се да ћелије ове 

леукемије воде порекло од мишијих B-1a лимфоцита (141). 

Ћелијска линија је култивисанa на 37°С у атмосфери са 5% СО2 у комплетном 

медијуму у чији састав улазе: RPMI-1640 са 2mM глутамина, 0.05mM 2-меркаптоетанола, 

100U/mL пеницилина, 100μg/ml стрептомицина и 15% топлотом инактивисаног феталног 

телећег серума (енг. FBS, fetal bovine serum). 

 

3.2.2. JVM-13 ћелијска линија хумане B-пролимфоцитне леукемије 

JVM-13 ћелијска линија је добијена од мононуклераних ћелија изолованих из 

пацијента који је боловао од B-PLL. Ове ћелије су имортализоване Epstein-Barr вирусном 

инфекцијом у присуству ТPA (енгл. 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) (142). 

Ћелијске линије су култивисане на 37°С у атмосфери са 5% СО2 у комплетном 

медијуму кога чине: RPMI-1640 са 2Mm глутамина, 100U/mL пеницилина, 100 μg/ml 

стрептомицина и 10% топлотом инактивисаног FBS. 

 

3.3. Биоактивне супстанце 

Биоактивне супстанце које смо испитали су ектракти и деривати shikonin-a које је 

изоловао проф. др Ненад Вуковић (Природно-математички факултет, Универзитет у 

Крагујевцу) из корена биљке Onosma visianii. Иницијално су направљена два екстракта 
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корена ове биљке, метанолски и петрол етар метилен хлоридски, а из екстраката изоловано 

је укупно 7 деривата shikonin-а: deoxyshikonin, isobutyrylshikonin, α-methylbutyrylshikonin, 

acetylshikonin, β-hydroxyisovalerylshikonin, 5,8-O-dimethyl isobutyrylshikonin, 5,8-O-dimethyl 

deoxyshikonin (63).  

 

3.4. MTT тест 

МТТ тест служи за индиректно одређивање вијабилности ћелија. Коришћењем 

МТТ теста извршена је квантификација цитотоксичког ефекта биоактивних супстанци на 

испитиваним ћелијама in vitro. MTT, 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиум 

бромид је жуто обојена тетразолијумова со која због свог позитивног наелектрисања лако 

улази у ћелије. У живим ћелијама долази до редукције МТТ под дејством NAD(P)H 

зависне оксидоредуктазе до љубичасто обојеног формазана. С обзиром да је овај ензим 

активан само у живим ћелијама, редукција МТТ и количина љубичастог формазана је 

пропорционална броју живих ћелија.  

Малигне ћелије у експоненцијалној фази раста су прикупљене из фласка и од њих је 

направљен ћелијска суспензија густине 3х105 ћелија/ml. За МТТ тест коришћене су 

микротитар плоче са 96 бунара. У сваки бунар је сипано по 100μl ћелијске суспензије, 

однсно по 30 000 ћелија. Након инкубације од 24 часа у стандардним условима, медијум је 

одливен, а затим су малигне ћелије излагане ектрактима биљке Onosma visianii 

(метанолски и петрол етар метилен хлоридски) и изолованим дериватима шиконина 

(deoxyshikonin, isobutyrylshikonin, α-methylbutyrylshikonin, acetylshikonin, β-

hydroxyisovalerylshikonin, 5,8-Odimethylisobutyrylshikonin, 5,8-O-dimethyldeoxyshikonin) у 

опсегу концентрације од 0.1μg/ml до 100μg/ml у различитом временском периоду (24 часа 

или 48 часова). Све супстанце су прво растворене у DMSO (енгл. dimethylsulfoxide) (у 

концентрацији која је била бар 400 пута већа од највеће испитиване концентрације 

биоактивне супстанце) тако да финална концентрација DMSO-a у медијуму никада није 

била већа од 0.5% (v/v). Укупна запремина суспензије ћелија и тестиране супстанце у 

сваком бунару је била 100 μl. Након третмана туморских ћелија са дериватима шиконина 

микротитар плоче су центрифугиране 5 минута на 400g, супернатант је пажљиво извучен и 

у сваки бунар је додато по 100μl радног раствора МТТ (Sigma–Aldrich, Munich, Germany). 

Радни раствор МТТ-а је 15% раствор штока МТТ-а (5 mg/ml PBS-a (енг. Phosphate Buffer 

Saline)) који се разблажујде у медијуму. Микротитар плоче су инкубиране још 4 часа на 

37°С у атмосфери са 5% СО2, а потом су поново центрифугиране 5 минута на 400g и 

супернатант је одливен. У сваки бунар је сипано по 150μl DMSO (Sigma Aldrich, Немачка) 

и 20μl глицинског пуфера (рН-10.5) а онда је очитавана апсорбанца на 595nm таласне 

дужине, на Мicroplate multimode detector Zenyth 3100.  

Вијабилност ћелија је израчуната по формули: % вијабилних ћелија = (А−Б)/(В−Б) 

× 100.   

А- апсорбанца ћелија третираних испитиваним супстанцама  

Б- апсорбанца празних бунара  

В- апсорбанца нетретираних ћелија 

Даље тестирање је настављено са два деривата шиконина који су показали највећу 

цитотоксичност, isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом. 
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3.5. ANNEXIN V- FITC тест апоптотичности 

У раној фази апоптозе интегритет ћелијске мембране је очуван, али се губи 

асиметрија мембранских фосфолипида. Наиме, фосфатидил-серин је негативно 

наелектрисан фосфолипид који се уобичајено налази са унутрашње стране плазма 

мембране и који у раној фази апоптозе бива изложен на спољашњу страну ћелијске 

мембране. Аnnexin V је протеин који има способност да се везује за фосфатидил-серин. У 

касној фази апоптозе и у некрози, губи се интегритет ћелијске мембране што омогућава 

пропидијум јодиду (енгл. propidium iodide, PI) везивање за ДНК ћелије. На основу 

екпресије Аnnexin V и PI разликују се вијабилне ћелије (Annexin V (-)/PI(-)), ћелије у раној 

апоптози (Annexin V (+)/PI (-)), ћелије у касној апоптози (Annexin V (+)/PI (+)) и 

некротичне ћелије (Annexin V (-)/PI (+)). 

Након третмана isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом у интервалу од 24 

сата, ћелије су опране у PBS-у и ресуспендоване у епруветама са ледено хладним 

везујућим пуфером (енг. binding buffer) до финалне концентрације ћелија од 1х106/ml. У 

100μl такве суспензије додатo je по 5μl Annexin-а V-FITC (BD Pharmingen, San Diego, 

California, USA) и 5μl PI (50μg/ml PBS-a) (Sigma Aldrich, Немачка). После истека 15 минута 

инкубације на собној температури и у мраку, у сваки узорак је додато по 400μl везујућег 

пуфера. Анализирано је 20000 догађаја на FACS Calibur flow cytometer-у (BD Biosciences, 

San Jose, USA), а подаци су обрађени у FlowJo програму (Tree Star). 

 

3.6. Анализа ћелијског циклуса 

За одређивање ћелијког циклуса у којем се налазе ћелије BCL1 и JVM-13 ћелијске 

линије коришћен је кит Vybrant® DyeCycle™ Ruby stain (ThermoFisherScientific, Inc. USA). 

Vybrant® DyeCycle™ Ruby stain се користи за анализу садржаја ДНК у живим ћелијама, јер 

поменута боја лако прође кроз ћелијску мембрану и двоструко се веже за молекул ДНК, па 

се на основу интензитета флуоресценције мерене проточном цитометријом може одредити 

количина молекула ДНК у анализираним ћелијама које се налазе у одређеној фази 

ћелијског циклуса. 

Након третмана isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом у интервалу од 24 

сата (контролне ћелије су биле 24 сата у чистом медијуму), ћелије су опране у комплетном 

медијуму. Ћелије су након тога ресуспендоване у комплетном медијуму до густине од 

5х105 ћелија/ml. За даљу анализу је одмерено 0.5ml ћелијске суспензије у коју је додат 1μl 

Ruby боје. Узорци су након тога инкубирани 30 минута на температури од 37°С, ван 

домашаја светлости. За анализу ћелијског циклуса коришћен је проточни цитометар FACS 

Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, USA) а подаци су обрађени у Flow Jo 

програму (TreeStar). 

 

3.7. Анализа фенотипа леукемијских ћелија проточном цитометријом 

Након третмана isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом у интервалу од 24 

сата (контролне ћелије су биле 24 сата у чистом медијуму), ћелије су опране хладним PBS-

ом и ресуспендоване у комплетном медијуму тако да је густина ћелијске суспензије била 

2x106 ћелија/ml. Леукемијски лимфоцити су затим фиксирани и пермеабилизовани помоћу 
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кита (Fixation and Permeabilization Kit, BD Bioscience). Након инкубације од 20 минута на 

температури од 4°С, ћелије су опране у BDPerm/Wash™ Buffer-у (BD Bioscience) и 

центрифугиране на 125g, 10 минута. Супернатан је одливен, а BCL1 и JVM-13 ћелије су 

даље бојене на два начина у зависности да ли су антитела примарно обележена 

флуорохромом или нису. 

Антитела за STAT3 ((sc-8059, Santa Cruz Biotech. Inc., Santa Crus CA,USA) и Ki-67 

(11-5698-82, eBioscience, SanDiego, USA) су антитела обележена флуорохромом (FITC), па 

су леукемијске BCL1 и JVM-13 ћелије инкубиране са овим антителима 20 минута на 

температури од 4°С. Након тога ћелије су опране у BDPerm/Wash™ Buffer-у (BD 

Bioscience), центрифугиране и ресуспендоване у 250μl пуфера за бојење. 

Други начин бојења је подрзумевао коришћење антитела која нису обележена 

флуорохромом и које су додатно инкубиране секундарним козјим антимишјим (ab6785, 

Abcam Cambridge, Велика Британија) или магарећим зечјим антителом (ab150073, Abcam 

Cambridge, Велика Британија) конјугованим флуоресцентним бојама. Ћелије су 

инкубиране са примарним антителима за Bcl-2 (11-6992-42, Thermo Fisher Scientific, 

Велика Британија), Noxa (ab13654, Abcam Cambridge, Велика Британија), MCL1 (ab32087, 
Abcam Cambridge, Велика Британија), циклин D3 (ab28283, Abcam Cambridge, Велика 

Британија), циклин E (MA5-14336, Thermo fisher scientifics, USA), p16 (ab211542, Abcam 

Cambridge, Велика Британија), anti-p21 (ab188224, Abcam Cambridge, Велика Британија) и 

p27 (ab215434, Abcam Cambridge, Велика Британија) током 20 минута на температури од 

4°С. Након тога ћелије су поново опране у BDPerm/Wash™ Buffer-у па додатно 

инкубиране 20 минута на температури од 4°С са секунадрним антителом (goat anti-mouse 

IgG FITC (ab6785 Abcam Cambridge, United Kingdom). Након поновног центифугирања, 

ћелијски талог је ресуспендован у 250μl пуфера за бојење и анализиран на проточном 

цитометру FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, USA). Подаци су 

анализирани помоћу FlowJo програма (Tree Star). 

 

3.8. Имунофлуоресценца 

Имунофлуоресценца је техника која се заснива на везивању антитела претходно 

обележеног флуоресентном бојом за антиген. Овом техником се, уз помоћ флуоресентног 

микроскопа, визуализују поједини ћелијски молекули. BCL1 ћелије су стављене у 

микротитар плоче са 6 бунара и третиране α-methylbutyrylshikonin-ом у концентрацији од 

2mg/ml током 24 сата. Након тогa, ћелије су опране два пута PBS-ом и фиксиране 4% 

формалдехидом током 20 минута на температури од 25оС. По завшеној фиксацији, ћелије 

су инкубиране са зечјим поликлонским антителом специфичним за Bax (sc-493, 100 µg/mL, 

Santa Cruz Biotech. Inc., CA, USA, коришћено је разблажење 1:1000) и специфичним за 

активну/исечену каспазу-3 (NB100-56113, 250 µL, Novus Biologicals, Abingdon, UK, 

коришћено је разблажење 1:1000). По инкубацији ћелије су испране хладним PBS-ом и 

инкубиране са секундарним антителом, козјим антителом специфичним за зечји IgG 

конјугованим FITC-ом (ab6717-1, 1 mg/mL, Abcam, Cambridge, UK, коришћено је 

разблажење 1:2000). За фиксирање ћелија покровним љуспицама коришћен је ProLong 

Gold antifade reagent with (4′,6-diamidino-2-phenylindole) DAPI (Invitrogen). Ћелије су 

анализиране на флуоресцентном микроскопу Olympus BX 51, коришћено је увеличање 200 

х. 
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3.9. Aнализа експресије гена методом квантитативне ланчане 

реакције полимеразе у реалном времену 

BCL1 и JVM-13 ћелије третиране су isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-

ом током 24 сата. Контролну групу сачињавале су ћелије које су биле у чистом 

комплетном медијуму. За изолацију укупне РНК у суспензији туморских ћелија коришћен 

је тризол реагенс (енгл. TRIReagent® Solution, AppliedBiosystems, Fostercity, CA, USA). 

Ћелијске суспензије и тертираних и нетретираних ћелија механички су хомогенизоване у 

1ml тризола коришћењем ручног хомогенизатора. Након тога хомогенат је пребачен у 

епрувете и инкубиран 5 минута на собној температури, а потом центрифугиран 10 минута 

на 12000 rpm на 4оC. У супернатант је додато 100μl бромхлорпропана (SigmaAldrich, 

Germany) након чега су узорци вортексовани и инкубирани 15 минута на собној 

температури а након инкубације центрифугирани 20 минута на 12000 rpm на 4оC. Након 

центрифугирања, издвојле су се три фракције. У горњој, воденој, фракцији се налази РНК, 

па је ова фракција пажљиво пребачена у нове епрувете у које је додато и 500μl расхлађеног 

изопропил алкохола. Узорци су благо вортексовани, инкубирани 15 минута на собној 

температури и затим центрифугирани 8 минута на 12000 rpm на 4оC. После одливања 

супернатанта талог у којем се налази РНК је опран два пута у трајању од 5 минута на 

7500g у 1ml 70% етанола и сушен до испаравања целокупног етанола. Осушени талог је 

растворен у води која не садржи нуклеазе (енгл. Nuclease free water, Applied Biosystems). 

Концентрација и пречишћеност РНК одређена је спектрофотометријски мерењем 

абсорбанце на 260/280nm помоћу апарата Eppendorf® Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, 

Germany). 

Након изолације, урађена је реверзна транскрипција изоловане РНК коришћењем 

кита High Capacityc DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, FosterCity, 

California, USA). У 10μl узорка РНК додато је 10μl главне мешавине (енгл. Mastermix). 

Мастермикс између осталих супстанци садржи и 1μl реверзне транскриптазе (енгл. Multi 

Scribe TM Reverse Transcriptase). Након додавања Mastermix-а у узорак РНК, садржај је 

лагано промешан и инкубиран 10 минута на 25оC, затим 120 минута на 37оC. Реакција 

реверзне транскрипције је заустављена грејањем 5 минута на 85оC, а узорци су затим 

охлађени на 4оC (Mastercycler® eprealplex, Eppendorf, Hamburg, Germany). Овако је 

добијена комплементарна ДНК која је чувана на 4ºC до употребе у реакцији ланчаног 

умножавања. 

Ескпресија гена мерена је методом ланчане полимеризације у реалном времену 

(енгл. Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR). За реакцију qRT-PCR коришћен је апарат 

Mastercycler® eprealplex (Eppendorf, Hamburg, Germany). Узорци у количини од 20μl су 

стављани у бунаре плоча са 96 места. Сваки узорак се састојао од: 2μl комплементарне 

ДНК, 10μl Mastermix-а, 2μl смеше прајмера за ген који се мери („forward“ и „reverse“) и 

6μl воде која не садржи нуклеазе. Плоче су потом прекривене адхезивном фолијом, 

центрифугиране 1 минут на 3000rpm и убачене у апарат за qRT-PCR.  

Коришћени су следећи прајмери за амплификацију гена приказани на Табели 2. 
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Табела 2 

 Sense (5’ to 3’) Antisense (5’ to 3’) 

Mouse Bax ACACCTGAGCTGACCTTG AGCCCATGATGGTTCTGATC 

Mouse Caspase-3 AAATTCAAGGGACGGGTCAT ATTGACACAATACACGGGATCTGT 

Mouse Cyclin D3 CCGTGATTGCGCACGACTTC TCTGTGGGAGTGCTGGTCTG 

Mouse Nanog AAGCAGAAGATGCGGACTGT GTGCTGAGCCCTTCTGAATC 

Mouse C-Myc CGGACACACAACGTCTTGGAA AGGATGTAGGCGGTGGCTTTT 

Mouse Oct4 CAAGGCAAGGGAGGTAGACA ATGAGTGACAGACAGGCCAG 

Mouse β-actin AGCTGCGTTTTACACCCTTT AAGCCATGCCAATGTTGTCT 

Human Bax ATGGACGGGTCCGGGGAGCA CCCAGTTGAAGTTGCCGTCA3 

Human Bcl-2 CTTTGAGTTCGGTGGGGTCA GGGCCGTACAGTTCCACAAA 

Human Nanog ACATGCAACCTGAAGACGTGTG CATGGAAACCAGAACACGTGG 

Human c-Myc AAAGGCCCCCAAGGTAGTTA GCACAAGAGTTCCGTAGCTG 

Human Oct4 ACATCAAAGCTCTGCAGAAAGAACT CTGAATACCTTCCCAAATAGAACCC 

Human Sox2 GAGCTTTGCAGGAAGTTTGC GCAAGAAGCCTCTCCTTGAA 

Human β-actin CACCATTGGCAATGAGCGGTTC AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT 

 

 

3.10. Испитивање антитуморског дејства деривата shikonin-а in vivo 

У овом истраживању коришћени су мишеви соја BALB/C оба пола, старости 8-10 

недеља. Мишеви су узгајани у виваријуму Центра за молекулску медицину и истраживање 

матичних ћелија Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу у условима 

прописаним за узгајање животиња (вода и храна ad libitum, 12 часовни дневни ритам 

светла). Истраживање на животињама одобрила је Етичка комисија за екперименталне 

животиње Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, одобрење број 01-

6152 од 22.05.2018. 

Мишевима соја BALB/C убризгавано је 1х106 BCL1 ћелија у репну вену. Пре 

убризгавања проверавана је вијабилност ћелија триптан плавим. С обзиром да се мртве 

ћелије боје триптан плавим, коришћена је супсензија ћелија код које је преко 95% ћелија 

вијабилно. 

Након 20 дана од инокулације BCL1 ћелија, мишевима је узимана крв из репне вене 

у количини између 50 и 100μl. Од те количине крви, узимано је 10μl крви. Крв је опрана у 

PBS-у а потом су ћелије периферне крви фиксиране помоћу кита (Fixation and 

Permeabilization Kit, BD Bioscience). Након инкубације од 20 минута на температури од 

4°С, ћелије су опране у BDPerm/Wash™ Buffer-у (BD Bioscience) и центрифугиране на 
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125g, 10 минута. Супернатан је одливен и ћелије су инкубиране са антителима примарно 

обеллеженим флурохромом 20 минута на температури од 4°С. За детекцију BCL1 

леукемијских лимфоцита у периферној крви мишева коришћена су CD5 (FITC) и CD19 

(PE) антитела. Након инкубације ћелије су опране у BDPerm/Wash™ Buffer-у (BD 

Bioscience), центрифугиране и ресуспендоване у 250μl пуфера за бојење. Анализа је 

урађена на проточном цитометру FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences, SanJose, 

USA). Подаци су анализирани помоћу FlowJo програма (TreeStar).  

Мишеви код којих су регистроване леукемијске ћелије, подељени су 6 

екперименталних група насумично. Прва група мишева примала је isobutyrylshikonin у 

дози од 2mg/kg три пута недељно са размаком између доза од најмање једног дана. Друга 

група примала је и isobutyrylshikonin у дози од 4mg/kg три пута недељно са размаком 

између доза од најмање једног дана. Трећа и четврта група мишева примала је α-

methylbutyrylshikonin у истим дозама и на исти начин као и прве две групе. Третман 

мишева у прве четири групе трајао је две недеље, тако да је сваки миш примио укупно 6 

доза деривата шиконина. Оба деривата шиконина су растварана у физиолошком раствору 

до жељене концнтрације и апликовани мишевима интраперитонеално. У петој 

екперименталној групи налазили су се мишеви који су примали циклофосфамид једанпут 

недељно током 2 узастопне недеље у дози од 100mg/kg која претставља максималну 

толерабилну дозу за овај сој мишева (143). Циклофосфамид је растваран у физиолошком 

раствору (0,9% NaCl) до жељене концентрације и апликован интраперитонеално. Шесту 

експерименталну групу сачињавали су мишеви који су након детекције леукемијских 

ћелија у периферној крви примали физиолошки раствор. 

Два дана након последње примљене дозе деривата шиконина, сви мишеви су 

жртвовани. Из аорте мишева издвојена је периферна крв. Екстирпиране слезине су 

пропуштене кроз ћелијско сито (cell strainer, BD Pharmingen, USA). Након пропуштања 

кроз ћелијско сито урађено је лизирање еритроцита и добијена је суспензија појединачних 

мононуклеарних ћелија. Ћелије периферне крви и мононуклеарне ћелије слезине бојене су 

на претходно описан за бојење периферне крви ради детекције BCL1 малигних ћелија. 

Такође, одређена је концентрација аланин аминотранферазе (АLT), аспартат 

аминостранферазе (АST), урее и креатинина у серуму свих мишева фотометријском 

методом коришћењем Olympus AU 400 аутиматског биохемијског анализатора (Olympus 

Diagnostica GMBH, Hamburg, Germany). 
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4. Резултати 
 

4.1. Утицај екстраката корена биљке Onosma visianii у метанолу и 

петрол етар метилен хлориду на вијабилност леукемијских 

лимфоцита 
За испитивање антилеукемијског дејства екстраката корена биљке Onosma visianii у 

метанолу и петрол етар метилен хлориду на BCL1 ћелијкој линији мишје хроничне 

лимфоцитне леукемије и JVM-13 ћелијској линији хумане B пролимфоцитне леукемије, 

коришћен је МТТ тест. Ћелије обе ћелијске линије излагане су током 24 и 48 сата 

троструко растућим концентрацијама ова два екстракта. Добијени резултати показују да ни 

при највећој тестираној концентрацији од 100µg/ml екстракти не смањују проценат 

вијабилних BCL1 и JVM-13 ћелија. 

У даљем истраживању испитивано је антилеукемијско дејтво седам деривата 

шиконина, изолованих из биљке Onosma visianii, на BCL1 и JVM-13 ћелијској линији. 

 

4.2. Утицај Isobutyrylshikonin-а на вијабилност леукемијских 

лимфоцита. 

Ћелије BCL1 ћелијске линије излагане су током 24 и 48 сата троструко растућим 

концентрацијама isobutyrylshikonin-а, од почетне концентрације 0.1µg/ml до 100µg/ml. 

Показано је да isobutyrylshikonin у току 24-часовног третмана и при ниској концентрацији 

од само 1µg/ml смањује вијабилност третираних ћелија мишје хроничне лимфоцитне 

леукемије на само 30%. Вијабилност BCL1 ћелија је смањена на готово 0% већ при 

концентрацији isobutyrylshikonin-а од 3µg/ml и тако минимална вијабилност се одржава и 

за остале тестиране концентрације све до 100µg/ml. Концентрација isobutyrylshikonin-а од 

0.1µg/ml је само минимално смањила вијабилност испитиваних ћелија, док је вијабилност 

BCL1 ћелија третираних isobutyrylshikonin-ом у дози од 0.3µg/ml смањена на око 80%. 

Овакви резултати јасно указују на дозну зависност антитуморског дејства 

isobutyrylshikonin-а на ћелије мишје хроничне лимфоцитне леукемије, BCL1, до 

концентрације од 10μg/ml, када се дозна зависнот губи (Графикон 1). 

Слични резулатати добијени су и при 48-часовном третману BCL1 ћелијске линије 

троструко растућим концентрацијама isobutyrylshikonin-а. Значајно смањење броја 

виjабилних ћелија постигнуто је са концентрацијом isobutyrylshikonin-а од 1µg/ml до 

100µg/ml. Највеће смањење вијабилности леукемијских BCL1 лимфоцита постигнуто је са 

концентрацијом од 3µg/ml. И након 48-часовног третмана се уочава јасна дозна зависност 

антилеукемијког дејства isobutyrylshikonin-а (Графикон 1). 
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Графикон 1. Утицај isobutyrylshikonin-а на вијабилност ћелија мишје хроничне лимфоцитне 

леукемије, BCL1. Вијабилност BCL1 ћелија након 24-часовног и 48-часовног третмана 

isobutyrylshikonin-ом одређена је МТТ тестом. Сви резултати су приказани као средња вредност 3 

поновљена независна експеримента а сваки од експеримента је одрађен у трипликату. 

Излагање ћелија хумане В пролимфоцитне леукемије, JVM-13, троструко растућим 

концентрацијама isobutyrylshikonin-а, такође је смањило вијабилност леукемијских ћелија, 

на шта указују резултати МТТ теста. Након 24-часовног третмана isobutyrylshikonin-ом у 

концентрацији од 3µg/ml до 100µg/ml, значајно се смањује вијабилност тертираних JVM-

13 лимфоцита. Као и код BCL1 ћелијске линије и на JVM-13 ћелијској линији 

isobutyrylshikonin показује дозно зависно антитуморско дејство, а највећи ефекат постиже 

са концентрацијом од 30µg/ml. При највећпј концентрацији од 100µg/ml примећује се благ 

пораст у броју вијабилних ћелија и губи се дозно зависни ефекат (Графикон 2). 

Слични резултати су добијени и након 48-часовног третмана JVM-13 ћелија 

isobutyrylshikonin-ом. Isobutyrylshikonin у концентрацији 1µg/ml смањује вијабилност JVM-

13 ћелија на нешто више од 60%, у концентрацији 3µg/ml смањује вијабилност JVM-13 

ћелија на око 30%, а већ од концентрације 10µg/ml вијабилност испитиваних ћелија пада 

готово на нулу (Графикон 2). 

  

Графикон 2. Утицај isobutyrylshikonin-а на вијабилност ћелија хумане В пролимфоцитне 

леукемије, JVM-13. Вијабилност JVM-13 ћелија након 24-часовног и 48-часовног третмана 

isobutyrylshikonin-ом одређена је МТТ тестом. Сви резултати су приказани као средња вредност 3 

поновљена независна експеримента а сваки од експеримента је одрађен у трипликату.  
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4.3. Утицај α-methylbutyrylshikonin-а на вијабилност леукемијских 

лимфоцита. 

Даље је испитиван антитуморски ефекат другог деривата шиконина, α-

methylbutyrylshikonin-а на вијабилност BCL1 и JVM-13 ћелија. 

Примена α-methylbutyrylshikonin-а у трајању од 24 сата, у концентрацији од 1μg/ml 

смањује проценат вијабилних BCL1 леукемијских ћелија на мање од 50. Тај ефекат расте 

са дозом и при концентрацији од 3μg/ml постиже максимум, односно вијабилност BCL1 

ћелија је 0%. Вијабилност BCL1 ћелија је такође 0% и при излагању α-

methylbutyrylshikonin-у у дози од 10μg/ml, док је минималан пораст вијабилности BCL1 

лимфоцита (4-5%) забележен при концентрацији α-methylbutyrylshikonin-а од 30μg/ml и 

100μg/ml (Графикон 3). 

Највеће смањење вијабилности BCL1 лимфоцита (на 0%) након 48-часовног 

третмана α-methylbutyrylshikonin-ом уочава се при концентрацијама од 3μg/ml до 30μg/ml. 

Тако значајан антитуморски ефекат α-methylbutyrylshikonin-а након излагања у трајању од 

48 сати је забележен и за концентрацију 1μg/ml, проценат вијабилних BCL1 ћелија је 

смањен на 60% (Графикон 3). 

  

Графикон 3. Утицај α-methylbutyrylshikonin-а на вијабилност ћелија мишје хроничне 

лимфоцитне леукемије, BCL1. Вијабилност BCL1 ћелија након 24-часовног и 48-часовног 

третмана α-methylbutyrylshikonin-ом одређена је МТТ тестом. Сви резултати су приказани као 

средња вредност 3 поновљена независна експеримента а сваки од експеримента је одрађен у 

трипликату. 

 

Третирање JVM-13 леукемијских ћелија растућим концентрацијама α-

methylbutyrylshikonin-а изазвало је дозно зависно смањење вијабилности ових ћелија. 

Максимални антитуморски ефекат α-methylbutyrylshikonin-а на JVM-13 ћелије уочен је за 

концентрацију од 30μg/ml, при чему се види јасна дозна зависност дејства α-

methylbutyrylshikonin-а до концентрације од 100μg/ml када се губи и примећује се благ 

пораст у броју вијабилних ћелија (Графикон 4).  

Идентични резултати добијени су и након 48-часовног третмана JVM-13 ћелија α-

methylbutyrylshikonin-ом. Значајно смањење вијабилности JVM-13 ћелија добијено је при 
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концентрацијама α-methylbutyrylshikonin-а од 1μg/ml до 100μg/ml, а максималан ефекат је 

постигнут већ са концентрацијом од 30μg/ml (Графикон 4). 

  

Графикон 4. Утицај α-methylbutyrylshikonin-а на вијабилност ћелија хумане В 

пролимфоцитне леукемије, JVM-13. Вијабилност JVM-13 ћелија након 24-часовног и 48-

часовног третмана α-methylbutyrylshikonin-ом одређена је МТТ тестом. Сви резултати су 

приказани као средња вредност три поновљена независна експеримента а сваки од експеримента 

је одрађен у трипликату. 

 

4.4. Утицај аcetylshikonin-а на вијабилност леукемијских лимфоцита 

Трећи дериват шиконина чији смо утицај на вијабилност BCL1 и JVM-13 ћелија 

испитивали МТТ тестом је acetylshikonin.  

Acetylshikonin је, слично претходно тестираним дериватима шиконина, показао 

значајно антиелукемијско дејство на BCL1 лимфоцитима. Значајније смањење 

вијабилности BCL1 ћелија третираних acetylshikonin-ом је уочено тек при концентрацији 

3μg/ml, и након 24-часовног као и након 48-часовнох третмана. Максималан ефекат 

acetylshikonin-а, смањење вијабилности BCL1 ћелија на 0% постигнут је тек у 

концентрацији од 30μg/ml у оба временска интервала (Графикон 5). 
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Графикон 5. Утицај acetylshikonin-а на вијабилност ћелија мишје хроничне лимфоцитне 

леукемије, BCL1. Вијабилност BCL1 ћелија након 24-часовног и 48-часовног третмана 

acetylshikonin-ом одређена је МТТ тестом. Сви резултати су приказани као средња вредност 3 

поновљена независна експеримента а сваки од експеримента је одрађен у трипликату.  

Излагањем ћелија хумане В пролимфоцитне леукемије, JVM-13, троструко 

растућим концентрацијама acetylshikonin-а добијени су слични резулатати за оба 

временска интервала. И након 24-часовног и након 48-часовног третмана статистички 

значајно смањење вијабилности JVM-13 ћелија примећено је у опсегу концентрација од 

3μg/ml до 100μg/ml acetylshikonin-а. Максимално смањење вијабилности тетираних ћелија 

постигнуто је са концентрацијом од 30μg/ml acetylshikonin-а, док је вијабилност ћелија 

третираних acetylshikonin-ом у концентрацији 100μg/ml била благо повећана у оба 

временска интервала. Аcetylshikonin показује дозно завистан ефекат и на JVM-13 ћелијској 

линији као и на BCL1 линији до концентрације од 30μg/ml (Графикон 6). 

 

  

Графикон 6. Утицај acetylshikonin-а на вијабилност ћелија хумане В пролимфоцитне 

леукемије, JVM-13. Вијабилност JVM-13 ћелија након 24-часовног и 48-часовног третмана 

acetylshikonin-ом одређена је МТТ тестом. Сви резултати су приказани као средња вредност 3 

поновљена независна експеримента а сваки од експеримента је одрађен у трипликату. 

 

4.5. Утицај deoxyshikonin-a, β-hydroxyisovalerylshikonin-a, 5,8-O-dimethyl 

isobutyrylshikonin-a, 5,8-O-dimethyl deoxyshikonin-а нa вијабилност 

леукемијских лимфоцита 

Deoxyshikonin, β-hydroxyisovalerylshikonin, 5,8-O-dimethyl isobutyrylshikonin и 5,8-O-

dimethyl deoxyshikonin, за разлику од претходна три деривата шиконина, нису показали 

значајан ефекат на смањење вијабилности BCL1 и JVM-13 леукемијских ћелија. Након 24-

часовног и 48-часовног третирања обе ћелијске линије није детектовано значајно смањење 

вијабилности третираних ћелија ни за један од четири поменута деривата шиконина 

(резултати нису приказани). 
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4.6. IC50 вредности екстраката корена биљке Onosma visianii и 

изолованих деривата шиконина 

Даље су анализиране IC50 вредности (концентрација супстанце (μg/ml) која 

инхибира преживљавање циљаних ћелија за 50%) за оба испитана екстракта и седам 

деривата шиконина.  

У случају BCL1 ћелијске линије, најмању вредност IC50 имали су isobutyrylshikonin 

и α-methylbutyrylshikonin, а потом acetylshikonin. Добијене IC50 вредности за све 

испитиване сусптанце су готово идентичне за оба времена излагања ћелија и 24 и 48 сати. 

Deoxyshikonin, β-hydroxyisovalerylshikonin, 5,8-O-dimethyl isobutyrylshikonin и 5,8-O-dimethyl 

deoxyshikonin и оба ектракта, метанолски и петрол етар метилен хлоридски, нису показали 

антилеукемијско дејство ни при концентрацији од 100μg/ml па је и IC50 вредност била 

већа од 100μg/ml (Табела 3). 

 

IC50±SD, BCL1 ћелијска линија 

 24h 48h 

метенолски екстракт >100μg/ml >100μg/ml 

петрол етар метилен хлоридски екстракт >100μg/ml >100μg/ml 

isobutyrylshikonin 0.86±0.16ug/ml 0.95±0.15ug/ml 

α-methylbutyrylshikonin 1.07±0.19ug/ml 1.02±0.2ug/ml 

acetylshikonin 3.82±0.2ug/ml 3.88±0.2ug/ml 

deoxyshikonin >100μg/ml >100μg/ml 

β-hydroxyisovalerylshikonin >100μg/ml >100μg/ml 

5,8-O-dimethyl isobutyrylshikonin >100μg/ml >100μg/ml 

5,8-O-dimethyl deoxyshikonin >100μg/ml >100μg/ml 

 

Табела 3. Концентрације екстраката корена биљке Onsoma visianii и изолованих деривата 

шиконина које инхибирају преживљавање BCL1 ћелија за 50% након излагања овим супстанцама 

у трајању од 24 и 48 сати. Вредности IC50 су приказане као средња вредност ± стандардна 

девијација из три независна ескперимента. 

 

За JVM-13 ћелијску линију добијени су готово идентични резултати, најмању 

вредност IC50 имали су isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin а нешто веђу 

acetylshikonin. IC50 вредности за ова три шиконинска деривата нешто су веће у поређењу 

са IC50 вредностима које су добијене за BCL1 ћелијску линију, указујући на већу 

осетљивост BCL1 ћелија на поменуте деривате. Екстракти и остали деривати шиконина 

имали су IC50 вредност већу од 100μg/ml (Табела 4). 
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IC50±SD, JVM-13 ћелијска линија 

 24h 48h 

метенолски екстракт >100μg/ml >100μg/ml 

петрол етар метилен хлоридски екстракт >100μg/ml >100μg/ml 

isobutyrylshikonin 3.86±0.18ug/ml 2.40±0.18ug/ml 

α-methylbutyrylshikonin 3.08±0.17ug/ml 2.51±0.16ug/ml 

acetylshikonin 7.30±0.22ug/ml 4.76±0.20ug/ml 

deoxyshikonin >100μg/ml >100μg/ml 

β-hydroxyisovalerylshikonin >100μg/ml >100μg/ml 

5,8-O-dimethyl isobutyrylshikonin >100μg/ml >100μg/ml 

5,8-O-dimethyl deoxyshikonin >100μg/ml >100μg/ml 

 

Табела 4. Концентрације екстраката корена биљке Onsoma visianii и деривата шиконина 

изолованих из ове биљке које инхибирају преживљавање JVM-13 ћелија за 50% након инкубације 

у трајању од 24 и 48 часова. Вредности IC50 су приказане као средња вредност ± стандардна 

девијација из три независна експеримента. 

 

С' обзиром да су вијабилност BCL1 и JVM-13 леукемијских ћелија у највећем 

проценту смањили isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin, у наредним експериментима 

су детаљније испитивани антилеукемијски ефекти ова два два деривата шиконина.  

 

4.7. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin индукују апоптозу BCL1 

леукемијских лимфоцита 
Обзиром да је механизам већине цитостатика индукција апоптозе малигних ћелија, 

испитали смо да ли isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin индукују апопторску смрт 

леукемијских ћелија. Прво смо ћелије BCL1 ћелијске линије изложили isobutyrylshikonin-у 

и α-methylbutyrylshikonin-у у концентрацији од 1μg/ml и 2μg/ml током 24 сата, а потом смо 

тетиране ћелије обележили анексином V конјугованим флуоресцентном бојом и 

пропидијум јодидом. Тако обележене ћелије анализирали смо проточном цитометријом и 

одређивали тип ћелијске смрти третираних ћелија. Добијени резултати указују да је 

доминантан тип ћелијске смрти BCL1 ћелија након третмана isobutyrylshikonin-ом и α-

methylbutyrylshikonin-ом апоптоза. Резултати јасно показују да isobutyrylshikonin и α-

methylbutyrylshikonin статистички значајно повећавају проценат BCL1 ћелија и у раној и у 

касној фази апоптозе у односу на нетретиране ћелије, али такође и да је највећи проценат 

третираних BCL1 ћелија у касној фази апоптозе. Након третмана isobutyrylshikonin-ом у 

концентрацији од 1μg/ml проценат ћелија у раној апоптози износио је 13.03% а у касној 

62.77%. Проценат апоптотичних BCL1 ћелија након третмана isobutyrylshikonin-ом у већој 

концентрацији, 2μg/ml је био још већи и износио је 13.2% BCL1 ћелија у раној и 76.83% 

BCL1 ћелија касној апоптози. Након излагања BCL1 ћелија α-methylbutyrylshikonin-у у 

концентрацији 1μg/ml 11.47% ћелија било је у раној фази, а 43.63% у касној апоптозе. 
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Након третмана α-methylbutyrylshikonin-у у концентрацији 2μg/ml 19.63% BCL1 ћелија је 

било у раној, а 66.47% у касној фази апоптозе, наспрам 4.63% и 4.55% нетретираних ћелија 

у раној и касној апоптози. Добијени резултати јасно указују да је апоптоза третираних 

BCL1 ћелија зависна од концентрације isobutyrylshikonin-а, односно α-

methylbutyrylshikonin-а и да је највећи проценат третираних ћелија у касној фази апоптозе 

(Графикон 7). 

 
   

 

Графикон 7. Анализа процентуалне заступљености ћелија у различитим фазама апоптозе након 

што су BCL1 ћелије 24 сата третиране isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-methylbutyrylshikonin(MBS)-ом 

у концентрацијама 1μg/ml и 2μg/ml. Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна 

девијација из три независна експеримента (* p<0.05, ** p<0.01). 

 

4.8. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin индукују апоптозу JVM-

13 леукемијских лимфоцита 
На исти начин анализиран је евентуални проапототски ефекат isobutyrylshikonin-а и 

α-methylbutyrylshikonin, у концентрацијама 1μg/ml и 2 μg/ml, на JVM-13 ћелијску линију 

хумане В пролимфоцитне леукемије. Резултати добијени анализом процента рано- и касно- 

апоптотичних JVM-13 ћелија након третмана селектованим дериватима шиконина су 

готово идентични резултатима добијеним анализом BCL1 ћелија. Детектован је 

статистички значајно већи проценат JVM-13 ћелија и у раној и у касној фази апоптозе за 

обе концентрације isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а у поређењу са 

нетретираним JVM-13 ћелијама. Највећи проценат третираних JVM-13 ћелија био је у 

касној апоптози. Након излагања isobutyrylshikonin-у у концентрацији 1μg/ml проценат 

JVM-13 ћелија у раној апоптози износио је 18.87% а у касној 49.23%, наспрам 4.63% и 

4.55% нетретираних ћелија у раној и касној апоптози. Коришћењем веће концентрације од 
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2μg/ml, проценат JVM-13 ћелија у касној фази апоптозе је порастао на 72.63% док је 

проценат ћелија у раној апоптози остао исти. Третирање JVM-13 ћелијске линије α-

methylbutyrylshikonin-а у концентрацији 1μg/ml за резултат је имао 12.9% ћелија у раној, а 

29.1% у касној фази апоптозе. И α-methylbutyrylshikonin је показао дозно завистан ефекат 

па је након тетирања са 2μg/ml α-methylbutyrylshikonin-а 19.07% ћелија било у раној, а 

59.07% у касној фази апоптозе (Графикон 8). 

 

 

 

Графикон 8. Анализа процентуалне заступљености ћелија у различитим фазама апоптозе након 

што су JVM-13 ћелије 24 сата третиране isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-methylbutyrylshikonin(MBS)-

ом у концентрацији од 1μg/ml и 2μg/ml. Резултати су приказани као средња вредност ± стандардна 

девијација из три независна експеримента (* p<0.05, ** p<0.01) 

 

4.9. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin смањују антиапоптотске 

а повећавају проапоптотске молекуле 
У циљу бољег разумевања механизама апоптозе, анализиран је утицај 

isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а на експресију проапоптотских молекула 

Noxa и Bax, антиапоптотских MCL1 и Bcl-2 као и на експресију каспазе-3 која има 

централну улогу у започињању унутрашњег пута апоптозе. 

JVM-13 леукемијски лимфоцити третирани isobutyrylshikonin-ом и α-

methylbutyrylshikonin у концентрацијама 1μg/ml и 2μg/ml током 24 часа инкубирани су са 

антителима специфичним за Noxa и MCL1, а затим и секундарним антителима 

конјугованим са флуоресцентном бојом и анализирани проточном цитометријом. 

Резултати показују да је проценат JVM-13 ћелија, третираних већом концентрацијом 

(2μg/ml) isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а, које експримирају антиапоптотски 

протеин MCL1 статистички је значајно мањи у поређењу са процентом MCL1 позитивних 
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JVM-13 нетретираних ћелија (Графикон 9А). Такође, показано је да је проценат JVM-13 

ћелија третираних и мањом и већом концентрацијом isobutyrylshikonin-а и α-

methylbutyrylshikonin-а, које експримирају проапоптотски протеин Noxa статистички 

значајнп већи у поређењу са процентом Noxa позитивних JVM-13 ћелија излаганих само 

медијуму (Графикон 9Б). 

 

 
 
 

  

Графикон 9. Проценат MCL-1 (А) и Noxa (Б) позитивних JVM-13 ћелија након третирања 

isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-methylbutyrylshikonin(MBS)-ом у трајању од 24 сата. Проценти MCL1 

и Noxa позитивних JVM-13 ћелија приказане су као средња вредност ± стандардна девијација из 

три независна екперимента. (* p<0.05, ** p<0.01) 

 

Методом RT-PCR, анализирана је експресија иРНК за антиапоптоски Bcl-2 и 

проапоптоски Bax молекул након 24-часовног третирања JVM-13 ћелија isobutyrylshikonin-

ом и α-methylbutyrylshikonin-ом у концентрацији од 2μg/ml. На Графикону 10 се јасно види 

да је третман дериватима шиконина значајно смањио експресију Bcl-2, а повећао 

експресију проапоптоског Bax молекула (ниво иРНК). Ови резултати потврђују резултате 

анализе третираних ћелија које експримирају Annexin V и пропидијум јодид, да 

isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin индукују апоптозе JVM-13 лимфоцита. 
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Графикон 10. Експресија Bax и Bcl-2 (иРНК) у JVM-13 ћелијама након 24-часовног третмана α-

methylbutyrylshikonin(MBS)-ом и α-methylbutyrylshikonin(MBS)-ом. Приказане су средње вредности 

± стандардна девијација за четири узорка по групи (* p<0.05) 

 

Проценат BCL1 ћелија које експримирају Mcl-1 и Noxa протеине након третмана 

isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом такође је анализиран проточном 

цитометријом. Слично JVM-13 ћелијској линији, деривати шиконина су деловали и на 

BCL1 ћелије, изазвали су дозно зависно смањења процента Mcl-1 позитивних (Графикон 

11А) а повећање процента Noxa позитивних BCL1 ћелија (Графикон 11Б).  
 
 

   

Графикон 11. Проценат MCL-1 (А) и Noxa (Б) позитивних BCL1 ћелија након третирања 

isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-methylbutyrylshikonin(MBS)-ом у трајању од 24 сата. Проценти MCL1 

и Noxa позитивних BCL1 ћелија приказани су као средња вредност ± стандардна девијација из три 

независна екперимента. (* p<0.05, ** p<0.01)  
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Експресија проапоптотског Bax протеина и активиране каспазе 3 у BCL1 ћелијама 

анализирана је прво имунофлуоресценцом. Утрврђена повећана екпресија и Bax протеина 

и активиране каспазе 3 у BCL1 ћелијама третираним α-methylbutyrylshikonin-ом у 

концентрацији од 2μg/ml у трајању од 24 сата (Графикон 12А). У складу са овим 

резултатом су и резултати квантитативне RT-PCR анализе којом је показана статистички 

значајно већа екпресија иРНК за Bax молекул у BCL1 ћелијама третираним 

isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом за обе тестиране концентрације (1μg/ml и 

2μg/ml) у поређењу са нетретираним ћелијама (Графикон 12Б). Експресија иРНК за 

активирану каспазу 3 је већа у BCL1 ћелијама третираним дериватима шиконина у 

поређењу са нетретираним ћелијама али та разлика није достигла статистичку значајност 

(Графикон 12В). 
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Графикон 12. Деривати шиконина повећавају експресију Bax молекула и активиране каспазе 3 у 

BCL1 ћелијама. (А) Имунофлуоресцена BCL1 ћелија нетретираних и третираних α-

methylbutyrylshikonin(MBS)-ом у дози 2µg/mL (зелено су обојени протеини Bax и активирана 

каспаза 3, а ДНК је обојена плавом бојом DAPI). Анализа екпресије иРНК за Bax (Б) и активирану 

каспазу 3 (В) након што су BCL1 ћелије 24 сата третиране isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-

methylbutyrylshikonin(MBS)-ом. Измерене вредности из експеримента су приказане као средња 

вредност ± стандардна девијација за четири узорка (* p<0.05). 
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4.10. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin инхибирају 

пролиферацију леукемијских лимфоцита 

Антипролиферативни ефекат isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а 

анализиран је проточном цитометријом третираних и нетретираних леукемијских ћелија 

обојених анти Ki-67 антителом конјугованим са флуоресцентном бојом. Проценат BCL1 

(Графикон 13А) и JVM-13 ћелија (Графикон 13Б) које експримирају Ki-67 значајно је 

мањи након 24-часовног третирања дериватима шиконина (обе тестиране концентрације 

1μg/ml и 2μg/ml) у поређењу са процентом нетретираних ћелија које експримирају Ki-67. 

Ихбиција пролиферације показује дозну зависност, излагање већој концентрацији 

isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а праћено је већим смањењем процента 

леукемијских ћелија које експримирају маркер пролиферације Ki67. Испитивани деривати 

шиконина смањују на исти начин и експресију Ki67 у BCL1 ћелијама (Графикон 14В). 
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Графикон 13. Isobutyrylshikonin(IBS) и α-methylbutyrylshikonin(MBS) смањују експресију Ki67 у 

леукемијским ћелијама. Проценат BCL1 (A), односно JVM-13 (Б) ћелија које експримирају Ki-67 

након 24-часовног третмана isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-methylbutyrylshikonin(MBS)-ом. 

Измерене вредности из три независна експеримента приказане су као средња вредност ± 

стандардна девијација (* p<0.05, ** p<0.01). (В) Репрезентативни хистограми екпресије Ki-67 

(mean fluorescence intensity) у BCL1 и JVM-13 ћелијама. 
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4.11. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin индукују застој 

леукемијских лимфоцита у G0/G1, односно G2/M фази ћелијског 

циклуса 

Проточном цитометријом анализирана је процентуална заступљеност леукемијских 

лимфоцита у појединим фазама ћелијског циклуса након излагања BCL1 и JVM-13 ћелија 

isobutyrylshikonin-у и α-methylbutyrylshikonin-и у концетрацији од 2μg/ml. Резултати указују 

да третман isobutyrylshikonin-ом повећава проценат BCL1 ћелија у G2/M фази, а смањује 

проценат ових ћелија у S и G0/G1 фази ћелијског циклуса, док α-methylbutyrylshikonin 

повећава проценат ћелија у G0/G1 фази, а смањује процента ћелија у S и G2/M фази 

ћелијског циклуса (Графикон 14А). Оба деривата шиконина су изазвала застој JVM-13 

ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса и последично смањење процента ових ћелија у S и 

G2/M фази (Графикон 14Б). 
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Графикон 14. Процентуална заступљеност BCL1(А) и JVM-13 ћелија у различитим фазама 

ћелијског циклуса након 24-часовног третмана isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-

methylbutyrylshikonin(MBS)-ом. Измерене вредности из три независна експеримента су приказане 

као средња вредност ± стандардна девијација (* p<0.05, ** p<0.01). 

 

4.12. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin смањују екпресију 

циклина D, а повећавају екпресију p16, p21 и p27 

У циљу даљег испитивања утицаја isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а на 

ћелијски циклус, анализирана је екпресија циклина -D3 и -E. Добијени резултати указују 

да isobutyrylshikon и α-methylbutyrylshikonin не утичу на проценат BCL1 и JVM-13 ћелија 

које екпримирају циклин E (Графикон 15А и 15Б). Са друге стране, показано је да 

isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin у концентрацији од 2μg/ml смањују екпресију 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

G0/G1 S G2/M

нетретиране IBS 2μg/ml MBS 2μg/ml

B
C

L1
 ћ

ел
и

јe
 (

%
)

0

10

20

30

40

50

60

G0/G1 S G2/M

нетретиране IBS 2μg/ml MBS 2μg/ml

JV
M

-1
3

 ћ
ел

и
јe

 (
%

)
А 

Б 

* 

** 

** 

* 



42 
 

циклина D3 (ниво иРНК) у BCL1 лимфоцитима (Графикон 15В). Проточном цитометријом 

је даље анализиран и проценат JVM-13 ћелија које експримирају циклин D3 након 

третмана isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом, а резултати показују да 

isobutyrylshikonin у концентрацији од 2μg/ml и α-methylbutyrylshikonin у концентрацији од 

1μg/ml и од 2μg/ml значајно смањују проценат циклин D3 позитивних JVM-13 лимфоцита 

(Графикон 15Г). 

Даље, проточном цитометријом испитивали смо утицај isobutyrylshikonin-а и α-

methylbutyrylshikonin-а на екпресију инхибитора циклин зависних киназа p16, p21, p27, 

значајних регулатора ћелијског циклуса, у BCL1 лимфоцитима. Показано је да је 

статистички значајно већи проценат BCL1 ћелија које ескпримирају р16 након третмана 

isobutyrylshikonin-ом у концентрацији од 2μg/ml у поређењу са нетретираним ћелијама, док 

је међу ћелијама третираним α-methylbutyrylshikonin-ом статистички значајно већи 

проценат ћелија које експримирају сва три испитивана инхибитора циклин зависних 

киназа p16, p21 и p27 у поређењу са нетретираним ћелијама (Графикон 16). 

Добијени резултати указују да isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin остварују 

антипролиферативно дејтво на BCL1 и JVM-13 лимфоците тако што индукују застој ћелија 

ћелијског циклуса, а што је вероватно последица инхибиције циклина D и повећања 

експресије инхибитора циклин зависних киназа p16, p21 и p27. 
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Графикон 15. Утицај деривата шиконина на експресију циклина у леукемијским лимфоцитима. 

Проценат циклин Е позитивних BCL1 (А) и JVM-13 (Б) ћелија одређен проточном цитометријом 

након 24-часовног третмана isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-methylbutyrylshikonin(MBS)-ом. (В) 

Екпресија иРНК циклина D3 одређена RT-PCR методом након што су BCL1 ћелије 24 сата 

третиране isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом. (Г) Проценат JVM-13 ћелија које 

експримирају циклин D3 одређен проточном цитометријом након третмана JVM-13 ћелија 

isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом у дозама 1µg/mL и 2µg/mL у трајању од 24 сата. 

Измерене вредности из експеримента су приказане као средња вредност ± стандардна девијација, 5 

узорака по групи (*p<0.05, ** p<0.01) 
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Графикон 16. Утицај деривата шиконина на експресију циклин зависних киназа у BCL1 

лимфоцитима. Проценат BCL1 ћелија које експримирају инхибиторе циклин зависних киназа, p16, 

p21 и p27 одређен проточном цитометријом након што су 24 сата третиране isobutyrylshikonin-ом и 

α-methylbutyrylshikonin-ом. Измерене вредности из експеримента су приказане као средња вредност 

± стандардна девијација за пет узорка по групи (* p<0.05, ** p<0.01). 
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4.13. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin инхибирају STAT3 

сигнални пут и гене које STAT3 регулише 

Обзиром да је показано да инхибиција STAT3 сигналног изазива смрт ћелија CLL 

(144) и да је инхибиција STAT3 један од механизама антитуморског дејства шиконина 

(145), испитали смо експресију активног, фосфорилисаног, STAT3 (pSTAT3) у BCL1 и 

JVM-13 лимфоцитима након што су ове ћелије третиране isobutyrylshikonin-ом и α-

methylbutyrylshikonin-ом у концентрацији од 1μg/ml и од 2μg/ml. Подаци добијени 

проточном цитометријом јасно показују смањење процента и BCL1 (Графикон 17А) и 

JVM-13 (Графикон 17Б) ћелија које екпримирају pSTAT3 након третмана дериватима 

шиконина.  

Након ових резултата, детаљније је анализирана нисходна регулација STAT3 

сигналног пута и утицај шиконинских деривата на гене које STAT3 регулише. На 

Графикону 17 јасно је показано да isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin у 

концентрацији од 2μg/ml смањују екпресију иРНК за c-Myc, Nanog и Oct4 у BCL1 ћелијама 

(Графикон 17В), а иРНК за c-Myc, Nanog, Oct4 и Sox2 у JVM-13 ћелијама (Графикон 17Г). 

Како би даље испитали инхибицију STAT3 сигналног пута у индуковању смрти 

леукемијских лимфоцита, испитали смо цитотоксичност комбинованог третмана 

isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом са инхибитором Јак2 молекула (AG490). 

Јак2 је киназа која фосфорилише и активира STAT3 молекул. Резултати добијени МТТ 

тестом приказани на Графикону 17, јасно показују да појединачни третман ћелија 

инхибитором Јак2 киназе не изазива смрт BCL1 лимфоцита, али да комбиновани третман 

инхибитором Јак2 киназе (AG490) и isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом 

значајно више смањује вијабилност BCL1 лимфоцита у поређењу са процентом 

вијабилних BCL1 ћелија третираних само isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-

ом (Графикон 17Д). 
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Графикон 17. Tретман BCL1 и JVM-13 ћелија isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-

methylbutyrylshikonin(MBS)-ом смањује експресију pSTAT3 и гена чију експресију регулише 

STAT3. Проценат pSTAT3 у BCL1(А) и JVM-13 (Б) позитивних ћелија одређен проточном 

цитометријом након 24-часовног третмана isobutyrylshikonin(IBS)-ом и α-

methylbutyrylshikonin(MBS)-ом. Екпресија иРНК за c-Myc, Nanog и Oct4 одређена RT-PCR након 

што су BCL1 (В) и JVM-13 (Г) ћелије 24 сата третиране isobutyrylshikonin-ом и α-

methylbutyrylshikonin-ом. (Д) Вијабилност BCL1 ћелија одређена МТТ након 24-часовног третмана 

isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом са или без додавања Јак2 инхибитора, AG490. 

Измерене вредности из експеримента су приказане као средња вредност ± стандардна девијација (* 

p<0.05, ** p<0.01, ***<0.001). 

 

4.14. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin инхибирају 

пролиферацију BCL1 ћелија in vivo 

У складу са претходним резултатима in vitro, испитали смо потенцијал 

isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а да in vivo инхибирају раст леукемијских 

BCL1 ћелија које су претходно интравенски инјектоване BALB/c мишевима. Као 

контролна супстанца за коју је познато да делује на ћелије хроничне лимфоцитне 

леукемије коришћен је циклофосфамид. Проточном цитометријом је одеђиван проценат 

леукемијских, CD5+CD19+, BCL1 ћелија у периферној крви и слезини нетретираних 

мишева и мишева третираних дериватима шиконина и циклофодфамидом. Показано је 

значајно смањење процента леукемијских ћелија у периферној крви (Графикон 18А) и 

слезини (Графикон 18Б) мишева третираних isobutyrylshikonin-ом и α-

methylbutyrylshikonin-ом (у дозама од 2mg/kg и 4mg/kg апликованих интраперитонеално 

три пута недељно, укупно 6 доза) у поређењу са групом нетретираних мишева. О 

ефикасности isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а говори и чињеница да је након 

третмана овим дериватима у дози од 4mg/kg проценат BCL1 ћелија у слезини третираних 

мишева био сличан као након третмана циклофосфамидом (Графикон 18Б). Такође, 

деривати шиконина након интраперитонеалне примене нису изазвали значајан пораст 

концентрације ALT, AST, урее и креатинина у серуму (Графикон 18В). 
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Графикон 18. Третман isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом инхибира in vivo раст 

BCL1 леукемијских ћелија. Мононуклеарне ћелије изоловане су из периферне крви (А) и слезине 

(Б) нетретираних мишева и мишева третираних isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом и 

циклофосфамидом након интравенске инјекције BCL1 ћелија (1x106), и проточном цитометријом је 

одређиван проценат CD5+CD19+ BCL1 ћелија који је приказан као средња вредност ± SD. * p<0.05 

** p<0.01. (В) Концентрације AST, ALT, урее и креатинина измерен 90 дана након интравенске 

примене BCL1 ћелија, приказане као средња вредност ± SD (8 мишева по групи). 
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5. Дискусија  

 
CLL је споро прогресивна, али још увек неизлечива болест. Два главна проблема у 

терапији CLL су сложена онкогенеза са појавом лимфоцита који су отпорни на апоптозу и 

који пролиферишу у костној сржи и лимфним чворовима (5,6) и висока токсичност 

постојеће хемиотерапије. Стога је неопходно истраживање нових потенцијалних 

терапеутика за лечење CLL који би се боље толерисали а који би индуковали апоптозу 

ћелија CLL.  

У овој студији је по први пут показано да isobutyrylshikonin и α-

methylbutyrylshikonin, два нафтохинона који су екстрахованаи из корена биљке Onosma 

visianii, индукују јак апоптотски, антипролиферативни и STAT3 зависан цитотоксички 

ефекат у ћелијама мишје хроничне лимфоцитне леукемије, BCL1, и хумане В 

пролимфоцитне леукемије и in vivo антитуморске ефекте у мишјем моделу CLL. 

 

5.1.  Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin изоловани из Onosmaе 

visianii остварују значајан антилеукемијски ефекат  

Шиконин је добро позната антитуморска супстанца која своју активност испољава 

тако што изазива апоптозу у канцерским ћелијама, инхибише пролиферацију ћелија и 

испољава антиангиогенетски ефекат. Антитуморски ефекти шиконина су описани у 

различитим туморима укључујући леукемију (90, 146) и Буркитов лимфом (147). Ранија 

истраживања показују да екстракти корена (61) и неколико деривата шиконина који су 

изоловани из ендемске биљке Балканског полуострва, Onosmaе visianii, испољавају 

антитуморске ефекте in vitro на неколико туморских ћелијских линија (148), али и добро 

везују хумани албумин (149), што имплицира да се могу ефикасно транспортовати 

серумским албумином и да могу да испоље и антитуморске ефекте in vivo. 

Етнофармаколошка употреба Onosmaе visianii може се оправдати присуством ових 

нафтохинона у различитим деловима ове биљке (150).  

У овој студији, потврдили смо да су два деривата шиконина, isobutyrylshikonin и α-

methylbutyrylshikonin, значајно смањили вијабилност, супримирали ћелијску 

пролиферацију и индуковали апоптотску смрт у BCL1 ћелијама на дозно зависан начин 

(Графикони 5-8, Тбаеле 3 и 4). Овај налаз је у складу са налазима из претходних 

испитивања нафтохинона изолованих из Onosmaе visianii где је показано да је 

isobutyrylshikonin значајно редуковао вијабилност ћелија хуманог колоректалног 

карцинома, HCT116, док оба деривата утичу на вијабилност хуманих ћелија рака дојке 

MDA-MB-231 (148). Међутим, до данас су антитуморски ефекти ових једињења in vivo и 

механицистички аспекти њихове активности неистражени. У овој студији смо такође 

показали да је „терапеутска” примена isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а код 

мишева са леукемијом индукованом интравенском апликацијом BCL1 ћелија праћена 

праћена значајним смањењем заступљености лекуемијских BCL1 ћелија у периферној крви 

(Графикон 18А) и слезини (Графикон 18Б) третираних мишева што указује да ови 

деривати шиконина испољавају и антитуморску активност in vivo. Такође, важно запажање 
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је да isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin смањују проценат леукемијских ћелија у 

слезини мишева скоро једнако ефикасно као циклофосфамид (Графикон 18Б). 

Поред резистенције на хемотерапеутике, главни проблеми који су удружени са 

применом одобрених антиканцерских лекова су бројни нежељени токсички ефекти. 

Третман алкилирајућим агенсом, циклофосфамидом, повезан је са нефротоксичношћу и 

хепатотоксичношћу (151,152). Резултати ове студије показују да се isobutyrylshikonin и α-

methylbutyrylshikonin у примењени у концентрацији од 4 mg/kg која остварује терапијски 

ефекат добро толеришу in vivo (Графикон 18В). 

 

5.2.  Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin изоловани из Onosmaе 

visianii индукују апоптотску смрт BCL1 и JVM-13 ћелија 

Обзиром на чињеницу да је неколико претходних студија открило да различити 

шиконини изазивају апоптотску смрт у третираним ћелијама (84-88), испитивана је 

способност два деривата шиконина селектована на основу најбоље цитотоксичности 

детектоване МТТ тестом, isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а, да индукују 

апоптозу BCL1 ћелија. Оба деривата шиконина који индукују значајан цитотоксички 

ефекат, индукују апоптотску смрт у третираним BCL1 ћелијама (Графикон 8). Већина 

BCL1 ћелија је 24 сата након третмана са обе дозе (1µg/ml и 2µg/ml) isobutyrylshikonin-а и 

α-methylbutyrylshikonin-а била у касној фази апоптотозе, Ann V+PI+ (Графикон 8) што 

указује да ови деривати веома брзо индукују проапоптотске ефекте. Такође је детектован и 

значајно већи проценат и BCL1 и JVM-13 ћелија које експримирају проапототски молекул 

Noxa (Графикони 9Б, 11Б) након третмана isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-

ом, а имунофлуоресценцом је детектована и већа експресија молекула који играју важну 

улогу у апоптотској ћелијској смрти, Bax и активирне каспазе 3 (153) у BCL1 ћелијама 

третираним α-methylbutyrylshikonin-ом (Графикон 12А). У складу са овим налазима 

показано је и да третман isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом, повећава ниво 

mRNA Bax-а и каспазе-3 (Графикон 12Б). Раније је неколико студија показало да 

шиконини изазивају значајно смањење Bcl-2 а повећавају експресију Bax-а, што је праћено 

појачаном активношћу каспазе 3 и индукцијом апоптотске смрти ћелија (154, 155). У 

складу са претходним налазима да шиконини индукују апоптозу ћелија хуманог 

колоректалног карцинома, SW620 и HCT116, која зависи од каспазе 3, (156), и да 

isobutyrylshikonin индукује активацију каспазе и апоптозу ћелија оралног 

сквамоцелуларног карцинома у усној шупљини (157) и наши резултати имплицирају да 

isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin индукују апоптозу у BCL1 ћелијама која зависи 

од каспазе 3. 

 

5.3.  Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin изоловани из Onosmaе 

visianii делују антипролиферативно на BCL1 и JVM-13 ћелије 

Недавна студија је показала да шиконини могу да супримирају пролиферацију 

ћелија заустављањем ћелија у G0/G1 или G2/M фази ћелијског циклуса (158). Узроци овог 

прекида могу бити појачана регулација инхибитора циклин зависних киназа p16, p21 и p27, 

као и смањење експресије циклина (114, 159-162). У овој студији је показано да је третман 

BCL1 ћелија α-methylbutyrylshikonin-ом праћен повећањем процента ћелија које се налазе у 
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G1 фази ћелијског циклуса (Графикон 14А). Циклин D3 се везује за CDK4 и CDK6 и има 

улогу иницијалног активатора G1 фазе ћелијског циклуса (160). У складу са овим и у 

складу са детектованим повећањем процента BCL1 третираних α-methylbutyrylshikonin-ом 

у G1 фази ћелијског циклуса је и налаз смањеног нивоа иРНК за циклин D3 у BCL1 

ћелијама (Графикон 15В) као и налаз значајно већег процента тертираних ћелија које 

експримирају инхибитор комплекса циклина D и CDK4/CDK6, p16 (114), универзални 

инхибитор циклин зависних киназа, p21 (161), и инхибитор комплекса циклинa E и CDK2, 

циклина A и CDK2 и циклина D и CDK4, p27 (114, 162) (Графикон 16).  

Ki67 је протеин који се везује за ДНК и у директној је корелацији са 

пролиферацијом ћелија, експримирају га ћелије у пролиферацији, али не и мирне ћелије 

(163). У овој студији је показано да α-methylbutyrylshikonin значајно смањује проценат 

BCL1 и JVM-13 ћелија које експримирају Ki67 (Графикони 13А, 13Б) и смањује експресију 

овог молекула у BCL1 и JVM-13 ћелијама (Грфаикон 13В), али такође значајно смањује 

проценат BCL1 ћелија у S фази ћелијског циклуса (Графикон 14А). Узимајући у обзир ове 

резултате, може се претпоставити да α-methylbutyrylshikonin инхибира пролиферацију 

BCL1 и JVM-13 ћелија заустављањем ћелија у G0/G1 фази ћелијског циклуса. BCL1 ћелије 

третиране isobutyrylshikonin-ом су се у већем проценту налазиле у G2/М фази ћелијског 

циклуса, имале су мању експресију циклина D3 и у већем проценту су експримирале p16 у 

поређењу са нетретираним ћелијама (Графикони 14А, 15В, 16). Раније је показано да ниске 

дозе UV зрачења изазивају заустављање ћелијског циклуса у G2 фази, што је праћено 

повећаном експресијом p16 који остварују везе веће јачине са CDK4 и CDK6 и инхибира 

комплекс циклин D3 и CDK4 који се иначе активира у касној S и раној G2 фази ћелијског 

циклуса (164). Наш налаз о мањој експресији циклина D3, већој експресији p16 и 

непромењеној експресији p21 и p27 (Графикони 15В, 15Д) је у складу са овим налазом. 

Такође, раније је показано да децитабин, лек који инхибира синтезу нуклеинских 

киселина, у ћелијским линијама хуманог мијелома и у лимфобластним ћелијским линијама 

индукује заустављање ћелијског циклуса у G1 и G2/М фазама у зависности од дозе, и да је 

заустављање ћелијског циклуса у G2 фази независно од активности CDK инхибитора 

(165). Заустављање BCL1 ћелија у различитим фазама ћелијског циклуса изазвано 

различитим дериватима шиконина како је показано у овој студији може да објасни раније 

пријављене различите ефекте различитих екстраката корена (ацетона или хлороформа) 

биљке Onosma visianii на прогресију ћелијског циклуса, пошто различито добијени 

екстракти могу да садрже различит проценат активних компоненти (148). 

 

5.4.  Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin инхибирају експресију 

pSTAT3 и гена чију експресију регулише STAT3  

Трансдуктор сигнала и активатор молекула транскрипције 3 (STAT3) је сигнални 

молекул који је прекомерно експримиран у многим туморима (166). У ћелијама хроничне 

лимфоцитне леукемије STAT3 је конститутивно фосфорилисан и одговоран је за појачано 

преживљавање CLL ћелија (29), што указује да је његова инхибиција једна од терапијских 

опција за оболеле од CLL. Резултати in vitro студија показују да инхибиција STAT3 

сигналног пута повећава однос Bax/Bcl-2 што изазива апоптозу туморских ћелија (167). 

Такође, STAT3 игра кључну улогу у прелазу G1 у S фазу ћелијског циклуса регулацијом 

циклина D1, D2, D3 и А, и Cdc25A и истовременом нисходном регулацијом p21 и p27 (168, 

169). У овој студији је показано да излагање BCL1 и JVM-13 ћелија isobutyrylshikonin-у и 
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α-methylbutyrylshikonin-у значајно смањује проценат ћелија које експримирају 

фосфорилисани STAT3 (Графикони 17А, 17Б). Смањена експресија фосфорилисаног 

STAT3 у третираним леукемијским ћелијама праћена је повећаном експресијом Bax и 

повећаном апоптозом BCL1 ћелија (Графикон графикони 17А, 12Б, 7), смањеном 

експресијом циклина D3 и повећаном експресијом инхибитора циклин зависних киназа 

(Графикони 15В, 15Г, 16) што је у сагласности са резултатима претходних студија (167-

169). 

Недавно је показано да инхибитор JAK2, AG490, изазива дефосфорилацију STAT3 

и појачава цитотоксичку активност конвенционалних хемотерапеутика у леукемијским 

ћелијама (144). Како би се додатно потврдила веза између смањења ексресије 

фосфорилисаног STAT3 и појачане смрти BCL1 ћелија, ове ћелије су третиране 

isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-ом заједно са инхибитором ЈАК2, AG490. 

Као што је приказано на Графикону 17Д примећено је значајно смањење вијабилних BCL1 

ћелија које су истовремено третиране са AG490 и isobutyrylshikonin-ом и α-

methylbutyrylshikonin-ом у поређењу са самим третманом дериватима шиконина, што 

подржава хипотезу да је цитотоксична активност isobutyrylshikonin-а и α-

methylbutyrylshikonin-а детектована у BCL1 ћелијама барем делимично посредована 

регулацијом активности STAT3 сигнализације. 

NANOG, Oct4, Sox2 и c-Myc су фактори транскрипције експримирани у 

ембрионалним матичним ћелијама (126, 127, 170). Аберантна, повећана, експресија 

NANOG, Oct4, Sox2 и c-Myc детектована је у канцерским матичним ћелијама неколико 

различитих тумора (126, 170, 171). Ова три молекула су такође продукти гена чију 

експресију у канцерским ћелијама регулише STAT3 (126, 170, 171) и повезани су са 

матичношћу ћелија хроничне лимфоцитне леукемије (172). Резултати ове студије показују 

да третман леукемијских ћелија испитиваним дериватима шиконина значајно смањује 

ниво иРНК за NANOG, Oct4 и c-Myc у BCL1 ћелијама (Графикон 17В) и ниво иРНК за 

NANOG, Oct4, Sox2 и c-Myc у поређењу са нетретираним ћелијама (Графикон 17Г). 

Корелација смањеног процента BCL1 и JVM-13 ћелија које експримирају Y705 фосфо-

STAT3 (Графикон 17А, 17Б) и смањена експресија NANOG, Oct4, Sox2 и c-Myc (ниво 

иРНК) (Графикон 17В, 17Г) након третмана isobutyrylshikonin-ом и α-methylbutyrylshikonin-

ом је у складу са резултатима претходне студије у којој је показано да је инхибиција 

фосфорилације STAT3, удружена са смањеном експресијом Oct-4 и c-Myc у ћелијама 

карцинома дојке (145). 

Сумарно, резултати ове студије показују значајан антитуморски ефекат 

isobutyrylshikonin-а и α-methylbutyrylshikonin-а на ћелије хроничне лимфоцитне леукемије и 

В пролимфоцитне леукемије. Овај ефекат је постигнут смањењем фосфорилације и 

сигнализације STAT3 молекула и последичном индукцијом апоптотске смрти ових 

леукемијских ћелија, инхибицијом ћелијске пролиферације и атенуацијом матичности 

леукемијских ћелија. Ови резултати указују на значај даљих испитивања деривата 

шиконина као могућих нових антиканцерских агенаса или као помоћних лекова. 
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6. Закључци  

 
Деривати шиконина изоловани из биљке Onosma visianii, isobutyrylshikonin и α-

methylbutyrylshikonin, остварују значајан цитотксички ефекат на ћелије мишје хроничне 

лимфоцитне леукемије, BCL1, и хумане В пролимфоицитне леукемије, JVM-13. Ови 

деривати шиконина остварују значајан антипролиферативни ефекат, смањују активност 

STAT3 сигналног пута и индукују апоптотску смрт ћелија CLL и B-PLL. И 

isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin остварују значајан антитуморски ефекат in vivo, 

значајно смањујући проценат леукемијских лимфоцита у периферној крви и слезини 

третираних мишева, без пратећих значајних токсичних ефеката.  

 

Закључак проистиче из следећих експерименталних налаза: 

 

1. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin значајно смањују вијабилност BCL1 и JVM-

13 ћелија.  

2. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin смањују експресију антиапоптотских 

молекула Bcl-2 и MCL1, a повећавају експресију проапоптотских молекула Bax и Noxa 

и активне форме каспазе 3 што је праћено значајном апоптозом BCL1 и JVM-13 ћелија.  

3. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin остварују антипролиферативни ефекат на 

леукемијске лимфоците. Мања експресија Ki-67 молекула и циклина D3, у BCL1 и 

JVM-13 ћелијама и мањи проценат ових ћелија у S фази ћелијског циклуса, а већа 

експресија инхибитора циклин зависних киназа p16, p21 и p27 се детектује у ћелијама 

третираним дериватима шиконина. 

4. Мањи проценат фосфорилисаног STAT3 молекула и смањена експресија молекула чију 

експресију регулише STAT3, c-Myc, циклина D3, NANOG и Sox2 (ниво РНК), 

детектују се у BCL1 и JVM-13 ћелијама третираним дериватима шиконина што указује 

да isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin инхибирају STAT3 сигнализацију у 

леукемијским ћелијама. 

5. Isobutyrylshikonin и α-methylbutyrylshikonin значајно смањују заступљеност CD5+CD19+ 

леукемијских ћелија у периферној крви и слезини у мишјем моделу CLL, без 

испољавања значајне токсичности. 
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7. Скраћенице 

 
CLL - engl. chronic lymphocytic leukemia, превод: хронична лимфоцитна леукемија 

CD - engl. cluster of differentiation, превод: кластер диференцијације 

miRNK - engl. micro-ribonucleic acid, превод: микро-рибонуклеинска киселина  

NF-κB - engl. Nuclear factor kappa B-light-chain-enhancer of activated B cells, превод: 

нуклеарни фактор капа B-лаког ланца појачивач активираних B ћелија 

BCR - engl. B cell receptor, превод: B ћелијски рецептор 

mTOR – engl. Mammalian target of rapamycin, превод: циљни рецептор за рапамицин код 

сисара 

ERK – енгл. Extracellular signal–regulated kinase, превод: ектрацелуларним сигналом 

регулисана киназа 

STAT3 - engl. Signal transducer and activator of transcription 3, превод: сигнални 

преносилац и активатор транскрпције 3 

ORR - engl. оverall response rate, превод: укупни одговор 

CR - engl. complete response, превод: комплетни одговор 

B-ПЛЛ - В пролимфоцитна леукемија 

PR - engl. partial remission, превод: парцијална ремисија 

PFS - engl. progression free survival, превод: време до прогресије 

TNF - engl. tumornecrosis factor, превод: фактор некрозе тумора 

IL - engl. interleukin, превод: интерлеукин 

MIC - engl. minimal inhibitory concentration, превод: минимална инхибиторна 

концентрација 

JNK - engl. c-Jun-N-terminal kinase, превод: c-Jun-N терминална киназа 

MAPK - engl. mitogen-activated protein kinase, превод: митогеном активирана протеин 

киназа 

AIF - engl. apoptosis inducing factor), превод: фактор који индукује апоптозу 

Endo G - engl. endonuclease G, превод: ендонуклеаза G 

CAD - engl. caspase-activated dеnase, превод: каспазом активирана дееназа 

MOMP - engl. mitochondrial outer membrane permiabilization, превод: пермеабилизације 

митохондријалне спољашње мембране 

G1 - engl. gap phase 1 

S - engl. synthesis, превод: синтеза 

G2 - engl. gap phase 2 

Cdk - engl. cyclin dependent kinases, превод: циклин зависне киназе 

ДНК - дезоксирибонуклеинска киселина 

G-CSF - engl. granulocyte-colony stimulating factor, превод: стимулишући фактор 

гранулоцитних колонија 

EGF - engl. epidermal growth factor, превод: епидермлани фактор раста 

PDGF - engl. platelet-derived growth factor, превод: фактор раста пореклом из тромбоцита 

JAK2 - engl. Janus kinasa 2, превод: јанус киназа 

VEGF - engl. vascular endothelial growth factor, превод: васкуларни ендотелијални фактор 

раста 

FBS – engl. fetal bovine serum, превод: фетални говеђи серум 

DMSO – диметилсулфоксид 
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PBS – engl. Phosphate Buffer Saline, превод: раствор фосфатног пуфера 
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