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1. YBOJ

3a UCTIMTHBakE IUTOTOKCHYHOCTH HOBUX aHTHU-TYMOPCKHUX JIEKOBA, HEOITXOHO je Ja ce
pazymejy MEXaHH3MHU KOjU peryjiHily KaHIeporeHesy. 300r Tora y YBOJHOM [Ty OBE
aucepTanyje Hajupe hemo ommcaTH MOJEKYJICKY OCHOBY KaHLEporeHese ruiyha, o0jacHUTH
yHyTaphenujcke CUTHAITHE MTyTeBE YKJbYUeHE y KaHIEPOTeHe3y, peryianyjy herujckor muKiyca,
amomnTo3y M MeTacTasWpame, a 3aTUM heMo omucatd Kiacupukanujy Tymopa Iuiyha wu
NPEJICTaBUTH Y JINTEPATYPH, IO JIaHAC, IO3HATE PEe3yJITaTe KOjU TOBOPE O MOTEHIIM]aTHUM aHTH-

TYMOPCKHMM e(eKTUMa KOMILUIEKCA 3/1aTa U TUIaTHHE.

1.1. MoJsiekyjcKa 0CHOBAa KaHIleporeHese miyha

Hacranak kapruHoma miyha je BUIIecTeNeH MpOoIec TOKOM KOjer ce HOpMallHe eMUTeNIHE
henuje turyha reHeTnukn W (PEHOTHUTICKM TPOTPECHBHO TpaHcopmuily ctuayhu crocoOHOCT
HEKOHTpoyicane neobde. Tokom HEKOHTponmcaHe neobe, henuje KaHIEepa MOCTajy ayTOHOMHE,

IITO CEe YeCTO 03HAYaBa Kao ,,acollMjaTHO ToHamame" Tymopckux henuja.(1)

1.1.1. IIpOTOOHKOreHH U TYMOP CYIIPECOPHU I'eHH

Jlanac ce cmarpa da je 3a pa3Boj Tymopa (KaHIIEpOTE€He3y) IMOTPEOHO HEKOJIHMKO
TeHETCKUX MIPOMEHA, HACTIEAHUX WM CTeUEHUX, Koje 00e30elyjy mpeaHocT y pacty u pa3Bojy.(2)
VHnnujaiHe TeHeTCKe NMpOMEHe, MyTaluje CreUu(pUYHUX OHKOT€HAa M HMHAKTUBAIUje TyMOp
cympecopckux reHa o0e30elyjy tymopckum hemmjama mnponumdepatuBHy mnpenHocT. Caka
cineneha TeHeTCKa TpPOMEHA MOXE Ja CTBOPH ,HanmpenHuju’ (EHOTHII, KOra KapaKTEpPHUIIy
ayTOHOMHja pacTa, HEOCETJHUBOCT Ha MHXMOMTOpPHE CHUTHANE, ‘m30eraBame’ amonTo3e, craiHa
aHTMOTEHe3a, HEOTPAaHWYCH PEIUIMKATUBHH IOTEHIMjaJl, CIIOCOOHOCT WMHBAa3UBHOCTH U
MeTactazupama. OBakBe henmje mMocTajy MpOreHuTOpH KJIOHAIHE IMOIyJalyje, Koja JOMHHHPA

TYMOPCKOM MacoMm.(2,3)

Jlakne, HekoHTpoJmcaHa neoba henuwje je mocnenuna aucyHKIMje TPOTOOHKOTECHA

U/WIH TyMOpP CYNPECOPHHUX TeHa (aHTHOHKOTEHA), KOjU KOHTPONIUITY (YyHKIH]y MPOTOOHKOTeHA



U Jenyjy kKao OamaHcepu y TMpolecy MyTaluje MPOTOOHKOTeHa y OHKoreH. HapymaBame
xoMeoctaze usMely hemmjckor pacra m mporpamupane hemmjcke cMpTH (amomrTose) je YecTo
MOCJIeIUIIa HEeKe OJf MyTalldja MPOTOOHKOT€HA WM TyMOp-cyrnpecopHux rena (4). Ilpomene y
EKCIPECUjH OBHUX T'€HA YCIIOBJbCHE Cy (DU3UYKHM, XEMHJCKUM M OHMOJIOIIKUM arcHCUMa KOju Yy
KyMYJIaTHUBHOM JI€jCTBY Y3pYKYjy HBUXOBO omTeheme, 0THOCHO y3pOKyjy HacTaHaK MyTaluja y
BUMa. AKTHBHpPAaHH OHKOT€HHM KOjU y IudepeHTOBaHO] henwju MOry wH3a3BaTh MajUTHY
TpaHnchopmaIijy HacTajy KOHBEP3HjOM MPOTOOHKOTEHA, KOJU Cy Y HOPMAJIHO]j, 3/IpaBoj henwju
yKJbYUEHH Y Tporiece perynaiuje hemjckor nukimyca (5). Jo gaHac je OTKpUBEHO OKO CTOTHUHY
NOTEHIMjaTHUX OHKOIeHa, Kao M JBaHAECT TyMOpP-CyNpecopHUX TeHa wmely kojuma je
HAjIIOTCHTHUJU W Haj00Jbe TpOoydeH pS53, Koju ce akTuBUpa y ycioBuma omrehema JHK,
XUIOKCH]je, Ka0 W TEPMAaHEHTHE MHTOreHe cTtumynanuje. CmameHa QyHKnuja pS3 Tymop-
CYIIPECOPHOT I'eHa KOpearpa ca OpKoM MpoudepaIijoM 1 HACTajalbeM CIIOHTAHUX TC€HETCKUX

aOHOpMaJIHOCTH 300T Yera je oBaj reH U Ha3BaH YyBapoM reHoma (6).

Excrnpecujom p53 rena Hactaje p5S3 mporeuH. Tymop cympecopHu mpoTeuH pS3 je Koju
je mo0Mo HasMB MO TOME INTO My MoOJeKyjJapHa Mmaca u3Hocu 53 kDa. Y HopmaiHuM
OKOJJHOCTHMa HHMBO p53 je peryiucaH 3axBasbyjyhu Mdm?2 mpoTenHy Koju ra Be3yje U HOCH U3
jenpa y nuroriasMy. Mdm?2 mpoTenH je yOMKBUTHH JIMTa3a IITO 3HAYW Jla MapKupa pS3 u mabe
ra Ha pasrpaamy y nporeo3oM. Ha Taj HauuH ce oxpkaBa HuU3ak HMBO p53. MehyTtum, ycnen
cTpeca, paaujaldje, OKIWAATUBHOT CTpeca, HEMpPaBWIHOCTH y hNemujcKoM IHKIYCYy WM
XUIIOKCHje JoJla3u 10 aktuBanuje pS53. AxrtuBmpanu p53 ce Besyje 3a JIHK m y3pokyje
exkcripecujy oapehenux reHa, ykibydyjyhu microRNA u ren koju komupa p2lus cip/kip
¢damunuje. AktTuBupanu p21 ce Besyje 3a KOMIUIEKC LIMKJIMHA U IIUKJINH 3aBUCHE KuHase y Gl u
S ¢a3u, onemoryhapajyhu mporpecujy henujckor uukiyca.(6,7) [onmasu wim g0 amnorose u
enmuMuHanyje henmje, wim penapanuje omrehema Ha Monekyny JIHK a motom HacraBka
nukiryca. Y (GU3MOJIOMKUM ycioBuMa pS3 reH moactude ekcrnpecujy crnenududHor PIG rena,
YMjU TPOAYKTH HHTEH3MBHMpajyhM OKCHAATUBHU CTpeC, H3a3MBajy IMPOMEHE Ha MeMOpaHH
MUTOXOH/IpHja M jeapa, IITO pe3ylTHpa aKTUBAIMjOM Kacras3a, U WHHUIM]alHjOM aIloNTo3e.
Jlucperynanmja akTHBHOCTH P53 reHa henmujy yBOAM Y HEKOHTPOJHUCAHY W KOHTHHYHpPaHY

nponudepannjy .(7,8)



Perunobnaroma npotens (pRb) je y3 p53, jeman o1 HajBaXXHHJUX TYMOP CyHpPECOPCKHX
nporeuHa. JeaHa on pynknuja pRb je ma cripeun npexomepaH pacT henmuje Tako mTO JOBOIU J0
3aycTaBjbama henujckor mukiyca. [lopen Tora yuecTByje y aKTHBAIlMjU €H3UMa 3aCIy>KHHUX 3a
peMozenanujy XpoMaTruHa, Kao IITO cy MeTwiase u auerunase.(8) PernnoOnaroma mporenH
npunaaa GamMuInju T3B. [IEMHHUX MpOoTerHa (eHri. pocket protein) Koju, Kao MTO UM U HA3HB
Kake, IMajy pemn 3a (yHKIMOHAIHEO Be3WBame 3a apyre mporeuHe. Jlakie, pRb mpeBerupa
perumukanujy omrehene JIHK Tako mro naxubupa E2F Tpanckpumnimonu dhakTop Koju O nHaye
JI0BOJIMO 710 porpecuje henmjckor HuKiIyca, OIHOCHO mpenackay S ¢gasy.(8,9)

3a mporec KaHLEporeHe3e BakHa je U Auc(yHKIMja T3B. paHux reHa. OBH HEMOCPEeIHU
paHM TeHH KOAWpPajy HHU3 MpoTenHa. Hekn o \BHX Cy TPaHCKPUITIIUOHU (HaKTOPH, KOjU TUPEKTHO
yTUYYy Ha EKCIIpPEeCHjy TeHa. Y OBy Tpymly cmaaajy myc, fos u jun TeHH, KOju Cy MpPBOOHUTHO
uaeHtudukoBanu y Tpanchopmuiryhum perpoupycuma.(10,11)

HuBo myc mRNA pacrte HaKkOH MHUTOTeHEe CTUMYyJAIllMje, JOK Iaja HAKOH IpecTaHKa
nejcrBa mutorena.(12) AktuBHOCT MyC TpoTeWHa, Ka0 CHTHAJIHOT MPOTEHHA 3aBHCH O]
MpOMEHa HETrOBE KOHIIGHTpaIyje YHyTap henujckor jempa, INTO j€ y CYHNPOTHOCTH ca
LIUTOIUIA3MAaTCKUM CHUTHAJHUM IpOTeMHHMMa, kao mTo cy Ras m Src. OBM nuromiaazmMaTcku
NPOTEHHU OJArOBapajy Ha MHUTOTCHHM CUTHaJl NPOMEHOM CTPYKType, a He mnosehamem
KoHneHTpanyje.(13) OBa pa3nmka ce 3amaka Kaja HOpPMaJaH MyC, ras M SIC T'€H IOCTaHy
oHkoreHu. Tama HUBO Myc MpOTeWHA MMOCTaje HEePETYJIUCAH; YMECTO HOPMAIIHOT OArOBOpa Ha
(bM3HOJIOMIKK CUTHAJI, OH OMBa KOHCTUTYTHBHO ekcrpuMupadH. HuBo Ras m Src mporenna He
MoOpa OUTH MTPOMEHHEH, alli CE yOuaBajy MPOMEHE Yy BbHX0BO] CTPYKTYpH. (14)

Ocranu HenocpeIH! paHu FeHU KOAMPajy MPOTEUHE KOJU C€ CEKPETY]y Y eKcTpahemnujcku
IPOCTOp Kao IUTOKWHH, WIM TAaK MOMaXy y HM3rpadmH IHUTOCKeneTa hemuje. Y OBy Tpyiy
criajiajy reHu 3a TPOTIOMHO3WH, GUOpOHEKTHH 1 akTHH.(15,16)

VY KkaHIeporeHe3u BaxkHy yJIory uMajy u (hakropu pacta. @akTopu pacrta y3poKyjy pacT U
neo0y hemmja Besyjyhu ce 3a cBoje peuenrope Ha nospiiwan hemuje.(17) [lopen pemenrtopa 3a
¢akTope pacta Ha moBpmuHK henuje, y camoj henuju je nmpucyTaH U HU3 IPYTUX MPOTEHHA KOjH
Op30 TPEHOCe MHUTOTEHW CHTHAJ ca pelenTopa Ha MOBPIIMHU henuje, 10 TPaHCKPUIITMOHHUX
dakropa y jeapy.(18) [IpomeHne y cTpyKTypH OBUX IpOTEHHA, KOH(UTYpaIuju U UHTpahennjcKoj

JIOKaJMU3alMju Wrpa JOMHHAHTHY YyJIOTY Yy HHXOBOj aKTHUBAIMjH yOp30 HAKOH CTHMYJIAIje



TUPO3WH KHHA3HUX peuentopa ¢akropuma pacta. OTKpUBEHO je Ia HEKH (akTOpH pacra
WHIYKY]y MOTWIMTET henmja, To ce BUIU KpeTameM TPEKo 10me nmoBpmuHae [leTtpujese mosse.
Jpyru Qaxropu pacTta BpIlle peopraHu3alyjy akTHHCKMX BJIaKaHa YUME MOMaxy H3Irpaimy
uTockenera. MHoru (aktopu pacta 06e30el)yjy curnan 3a npexuBibaBame henuja, mrutehn ux
Ha Taj HauuH oj amomnrose.(19) Xumepekcnpecuja w/wim MyTalHja PEerenTopa enuaepMaTHOT
daxropa pacta (EGF) oTkpuBeHa je y MHOTHM KaHIEepckuM hennjama enurenHor nopekia. OBaj
(dakTop pacTa moceayje perenTop THPO3UH KMHA3Y YHjOM aKTUBaIMjoM ce akTuBupa Ras-MAPK
curHayiHa kackazna.(20) HenmaBHo je moka3aHo f1a je aktuBanuja MAP kuHa3HOT myTa OArOBOpHA
3a HEOAHTHOTeHe3y TyMopa Iutyha Kao mpemyciioB BETroBOT pacTa U MeTactasupama (21). Y3 1o,
anrepanja K-ras m c-mos OHKOIPOTEHHA, KOjU TPEACTaBIbajy OKHAAYe 32 XUIECPEKCIPECH]Y
MAIIK, y nupekTHO] je Kopelaluju ca CTETIEHOM aHTHOTeHEe3e TymMopa Kao M ca CHHTE30M

BacKyJIapHOT eHjoTenujanHor ¢akropa pacta (VEGF) (22).

1.1.2. Mexanu3mu yHyTapheiamjcke curiajausanuje

henuje xapruHOMa HEKOHTPOJMCAHO TpoIHQepuIry, IMITO 3HAYU Ja UMajy Ipyraduju
HAYMH [poTrpaMHpama pacta u neode, y oaHocy Ha HopMmanHy henujy. Jemna henmja moxxe na
excripumupa 20000 wnam 4Yak BUIIE PA3NIUYUTHX TPOTEHHA OJ KOJUX CYy MHOTHU aKTHBHO
YKJbYUYEHH Yy Tiporiec yHyTaphenujcke curHanuzanuje. OBH NpOTEeHMHU (YHKIHUOHUIIY Y
JUHEapHO] CUTHAJHO] KacKagu U MPENo3Hajy caMO OHE CUTHalle Koje MpUMajy of IpoTeHHa
u3Haj, npociehyjyhu ra Ha mporenHe UCNOA y JTUHEAPHOM CUTHAIHOM IyTy. Heku curnamHu
MyTeBH C€ MPEHOCE JUPEKTHO Y jelpo, TNIe MEHmajy TeHCKY EKCIpecHjy, MOK APYTH JACTYjy Y
LUTOIJIa3MHU, Ha CHUHTE3Y NMPOTEHHAa M OpraHM3alujy CTpyKType uurtockenera.(23) Ilporeunu,
KOMITOHEHTE CUTHAJIHUX IyTeBa MPEAICTaBIbajy BUCOKO KOH3EpBHpaHe MpoTenHe. buoxeMujckum
U TEHETCKUM HCIUTUBAKBEM PA3TUUYUTHX JKHBOTHIGCKUX BPCTA, CTBOPEHA j€ CIMKA JIMHEApHOT

CUTHAJHOX ImyTa (cxema 1).



TUpO3UH KMHA3HU PELENTOP
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Cxema 1: curmajaHa Kackajaa

Paznuuutu MoJIeKyJICKM MEXaHU3MH Cy OATOBOPHU 3a MPOMEHE y CUTHAJIHUM ITyTE€BHMa
yKJby4eHUM Y pacT henuje m amonto3y. CUTHaNm ce Kpo3 LUTOMIIA3MYy MPEHOCH AYX JaHIa
NPOTEeHHA XEMHUJCKOM peakiujoM, ¢dochopunannjom, 3axBajbyjyhu mnpotenH kuHazama. OHe
npeHoce ¢ochatHy Tpymy Ha oxapeleHy aMHUHOKHCENIMHY LWJPHOT MPOTEHHA, YUME Ta
akTuBHpajy. Jlakie, mporenH kuHa3ze GochopuianmjoM Memajy CTPYKTYPY (TPOAMMEH3UOHATHY
KoH(pOpMallKjy) UUJbHUX MPOTEHHA, U CBaKH OJ HUX MOCTAaje aKTHUBaH M CIOCO0aH Jla MPEeHOCH
CHUTHQJ KOpaK HIKE, Tj.HAa NPOTEMH UCHOJ Yy oAroBapajyheM JMHEapHOM CHUTHAIHOM
naniry.(23,24) [loctoju BHIle HHTpAICITYJIAPHUX MPOTCHH-KHHA3HUX ITyTEBa 3a MPEHOC CUTHAJIA
ca MeMOpaHCKOT perenTopa 10 jeapa, Mpu 4yeMy MyTalldja TeHa 3a OWJIO KOju O] MPOTEHHA
YKJbYYEHUX y YHYTaphelujcKy CUTHAIM3AlM]y 32 MOCIEAMIy MOKE UMATH HEKOHTPOIUCAHY U

KOHTHHYHMpaHy cTHUMyJanujy henuje u mojaBy Tymopa (24). MeaujaTopu CUTHAJIHOT IyTa Cy H



T3B. anantepcku monekynu: She u Grb2 (cnuka 1). O popmupajy moctoBe uzmel)y perenropa

¢axTopa pacra u Sos nporenHa. (25)

D_Q

henwujcka memb6paHa
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\ Q henujcka mem6paHa

Cnuxka 1. Yayrapheanjcka curHajn3anuja nocpeioBaHa agantepckum mMoJiekyjauma (Grb2

u Shce)
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AxkTuBupanu TpaHckpunuuonu ¢akropu (Myc, Fos, Jun) moaynupajy ekcrpecujy reHa
oaroBopHHX 3a hemmjcky neoOy n mpomudeparujy.(11)

AnTepHaTUBHM MOJEN IPEeHOca CUTHala yHyTap henuje, moapa3yMeBa Ja ce HaKOH
Be3MBama (hakropa pacra 3a peuentop, Gpochopuiniie HEroB LUTOIUIA3MATCKU OMEH, KOjH
OHJIa MEHa JIOKAIMjy HUCXOJHHMX YYECHHKa CHUTHAJIHOT MyTa 0e3 o0aBe3HE NMpPOMEHE HHXOBE
akTUBHOCTH. HOBa Nokanuja y muToruiasmMu, omMmoryhaBa OBUM NMPOTEMHUMA JIa HACTABE EMHCH]Y
curHasia. OBa penokanu3anyja NpPOTEHHA, U3IMJEAa MpeAcTaB/ba BaXHUJU MOAENT Y
yHyTaphenunjckoj CUTHanIM3aluju U KaHieporenesu (26), a mocebaH 3HA4Yaj y OBOM MPOLECY
MMajy CEKBEHIIE aMHUHOKHCENIMHA, Ha3BaHe Src xomonoru aomenu 1, 2 u 3 (SHI1, SH2, SH3)
HajIpe OTKpHUBEHE Y Src nmpoTenHnMa.(26,27)

SH1 nmomeH je KaTaquTUYKA JOMEH Src perenropa, a MpUCyTaH U y NPYTUM THPO3WH
KMHA3HUM pelenTopuMa, Kao W Yy JAPYIMM HEpeLEenTOPCKUM THPO3MH KHHa3ama CIMYHe
KoH(}pUrypaiuje ykasyjyhu Ha 3ajeTHIUYKO €BOJIYTHBHO MOPEKJIO CBUX KHHA3a. (27)

SH2 nomen, mpucyTaH y Src penenTopy W APYTUM TPOTEHHHMA, j€ PEIaTUBHO MaiH
CTPYKTYpHHU A0MeH oj1 oko 100 aMMHOKHCEIMHCKUX OCTaTaka. 3a OBaj JOMEH Ce Be3yje KpaTka
OJIMTOTIENITU/IHA CEKBEHIa Koja cagpXku U (GochopuiIucaHd THPO3HMH U CIEHUPUUHY
OJIMTOTICTITHIHY CEKBEHITY YTy 3-6 aMUHOKHCEIMHCKUX OCTaTaka Koja Be3yje GpochoTupo3uH Ha
C TepmunamHOM Kpajy.(27) Ilocroje mecetmre paznmuntux SH2 momeHa, o1 KOjUX CBaKU HOCH
pa3nuynTe MpOoTEeMHEe M MMa aQUHHUTET 3a ojpeeHe ONMTONEeNTHIHE CEKBEHIIE KOje CalpiKe
¢dbochoTupo3nH W Ha Taj HAYMH (PYHKIUOHUIIY Kao HEroB JuraHi. [IponemeHo je aa JbyIACcKH
reHoM Koaupa Hajmame 120 paznumuutux SH2 nomena. OBaj nomeH omoryhaBa mpoTenHuUMa Ja
Oyay JOKaIM30BaHW Ha TayHO oxapeheHo mecto y henuju. Heku mpoTewHHM ca OBUM JTOMEHOM
HEMajy C€H3MMCKY aKTHBHOCT, JOK JIPYI'H HOCE KaTAJUTHYKO MECTO MOTIYHO Jpyraduje o
TUPO3UH KHHA3HE akTUBHOCTH. Kao mocimeauua nuraHa MHAyKOBaHe TpaHcdochopuianuje
peLenTopcKor MoJieKyJia, mprukaszahe ce kapakTepucTuyad HU3 (GocHOTHPO3MHCKUX OCTaTaka Ha
IbUXOBOM IIMTOIIa3MaTCKOM JIOMEHY. JeAMHCTBEeHH HH3 (POCHOTUPO3MHCKUX OCTaTaka Ha
[IUTOIUIa3MAaTCKOM  JIOMEHY ojpeheH je HeroBoM aMHWHOKHCEIMHCKOM  CEKBEHIIOM.
dochoTrpo3nHM ce Crajajy ca IMUTOIUIa3MaTCKUM NpOTEeMHUMa Koju uMajy SH2 momeH u koju
Cy HOpMAaJIHO MPHUCYTHU y IIMUTOCOJIy M cTOra ce cio0ogHo Kpehy ca jeqHe Ha ApYry JOKauujy

yHyTap nuromasMe. [locneanna Be3uBama JUrayaa 3a peuentop (akropa pacta je YKpIITambe
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ca crnenu(puUHUM CETOM IpOTeHHa Koju canapxke SH2 nomeH u Koju OuBajy NpPUBYUYCHH
dochoruposmanma. Hmp. nuranmom aktuBupan PDGF penenrtop, npusiauu Src, PI3K, Ras-
GAP, SHP2 u PLC-7. CBaku o1 0OBUX MPOTEHWHA HOCH HajMame jenan SH2 noMmeH, u cBaku o
wux ce okymba oko PDGF penentopa, Tj.HeroBor IHMTOIIa3MaTCKOT JOMEHAa M KpPaTKOT
CETMEHTa y CPEIMHU OBOI KMHA3HOT JoMeHa. JenHom Be3zanu 3a PDGF penentop, HEKu ox oBHX
poTenHa Koju caapxke SH2 noMeH Mory moctatu cyocTpaTti 3a gochopriianujy THpo3uHa Kojy
Bpmn PDGF penentopcka kwunHa3za.(28) Hekn mak mpoTeWHH CiyKe Ka0 MOCTOBH Y OBHUM
MYJITUIIPOTEMHCKUM KOMIUIEKCHMA U TpuBlade apyre mnporerHe. CBakM O OBUX YAPYKEHUX
NPOTeHHA KOHTPOJIMIIE HUCXOJHY CHUTHAJHY Kackaly, a CBaka OJf HHX 3ay3BpaT yTHUE Ha
pasnuunTe acrekTe noHamama henmje. [loctaBimm Be3aHM 3a penenTop, MPOTEHHU KOJH CaJIpiKe
SH2 nomeH mocTajy cipeMHH Jia aKTUBHPA]y CBOjy oJroBapajyhy HHCXOJHY Kackanay. Heku on
nporenuHa Koju Hoce SH2 noMeH (pyHKIMOHHIIY TaKO IITO aKTHBHPA]y MEXaHHM3aM HEraTHBHE
MOBpaTHE CIIpere W Trace pelenTopcKy curHamuzanujy. LluToruiasmMaTcku IOMEH THPO3HMH
KMHA3HOT PEIENTOpa Halla3W Ce Ha YHYTPAI0j CTPAHU IUlazMa MeMOpaHe, 1ma MPOTEHHU KOjH
caapxe SH2 nomeHn OuBajy MpUBYYEHHU PEIENITOPOM Y HEMOCPEHY OJNIM3UHY TIJIa3Ma MeMOpaHe,
a TUMe U OJu3y APYruX MOJeKyla Koju cy Beh Be3aHM 3a miazma MeMOpaHy, mTo uM omoryhasa
Jla MHTeppearyjy ca mpoTremHuMa u ¢ochonunuauma miazMa MeMmOpaHe, reHepuuryhu Ha Taj
HAYMH pa3IMInTe OMOXEMUjCKe CHUTHAJNIC KOjU ce Aajbe mpeHoce y hemujy. Hmp. HakoH mTo ce
Ras-GAP mporenn Bexe 3a (ocPopuiIMcaHd perenTop, MO3WIMOHHpa ce y Oym3umHy Ras
nporenHa. To omoryhaBa nnarepakuujy Ras-GAP ca cycenaum Ras momnekysinom, ctumymnuiryhu
ra na xuaponusyje Besanu GTP, u mpeBomehu ra Tako HU3 aKTUBHOT y WHAKTUBHO CTame
curnanm3anuje. Cnuuno, kana gocharuamn-unosuron 3-kunasza (PI3K) Oyne Besana y 6mu3uHu
iasMa MemOpaHe Moxe Aa (ocdopunuiie WHO3UTON. Joml jemaH mpumep yHyTaphemwjcke
curHaym3anje je mocpemoBad aktuBHomhy ¢dochomunaze C-y (PLC- y). Kaga ce nHahe y
Onmu3uHM MIazMa MeMmOpaHe, Be3aHa 3a peuentop, PLC- y pasnaxe memOpancku ¢ochonumnua:
docharunnnr—munosuton-4,5-nudocdar (PIP2), y aBa nmpoaykTa o KOjJUX CBaKU MMa CHTHAIIHY
moh: nro3uTon-3 docdar u guammn raunepon (IP3 u DAG). (29)

SH3 nomen, Tpeha cekBeHIla MpUCYTHA Y Src, cnemupuIHO Ce Be3yje 3a CEKBEHIE Y
onrorapajyhum mpoTenmHuMa Koje cy Oorate MpOJMHOM, TO 3HAa4M Ja T€ MPOJHMHOM Oorarte

CeKBeHIIe ciyke kao jurana 3a SH3 nomen.(28) Mama noarpynma SH3 nmomena mpernosHaje
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JUraHAe Pa3MUuUTHX CTPYKTYypa. AHAJIM30M JbYJCKOT T€HOMa OTKPHUBEHO je 253 pa3inuuuTux
SH3 nomena, on kojux je cBaku neo Beher nmporenna. CBaku ox SH2 u SH3 nomena je criocoban
7la TIpeTio3Ha U BeXe crenu(uIHe CeKBEHIIe NPUCYTHE Y oAroBapajyheM HHCXOIHOM MOJICKYITY
CUTHaJHOT myTa. Heku o1 oBUX JOMeHa mperno3Hajy u Be3yjy docdocepur win HpochoTpeoHnH
oaromapajyhux mporemHa, IOK Apyru Besyjy ¢ochopunncane ¢popmMe HEKUX MEMOpPaHCKUX
munuga. J{pyru crienujann3oBaHu JoMeH, koju ce 3oBe PTB, je cnoco6an kao u SH2 nomen, na

npeno3Ha u Bexe HochoTUPO3MHCKE OCTaTKe, anu Ha N-TepMUHAITHOM Kpajy.(30)

1.1.2.1. Ras curHaJiHu myT

Ras mporenH mnpencraBiba jemaH oj HAJBAXHUJUX NPOTEHHA Yy YHYTaphelnjckoj
curHanu3anuju. KioHupameMm U CEKBEHIIMOHUpaHjeM sevenless reHa, Koju je mpoHalheH na
y4eCTBYje Yy pa3Bojy OKa BHHCKE MYIIHIE, OKa3aHO je Ja KOAWpa MPOTEUH KOjU HuMa
KapaKTePUCTHKE THUPO3WH-KHMHA3HOT pernentopa (xomonor FGF pemenropy y hemmjama
cucapa).(31) JlaJbuM T€HETCKUM HCIUTHUBAKHEM OTKPUBEH j€ T€H YHjU MPOAYKT (DYHKIIMOHHMIIIS
HUCXOJHO 07 Sevenless y JIMHeEapHOM CHTHAJTHOM IyTy, W Ha3uBa ce son of sevenless wim
JEOHOCTaBHO SOs TeH (ciuka 2). JleTaJlbHUM HCOUTHBaHjeM SOs MPOTeMHA JOKa3aHO je Ja
npunaga G mporenmHHMa, Kao W Ras mporemH. OH je 3ampBO T'yaHHH-HYKJICOTUIHH (HaKTOP
pasmene (GEF), koju omoryhaBa G mporennnma aa ormycrte Bezanu GDP, u omoryhu Be3uBame

GTP-a; nocneauua Tora je aktuaurja G nmporensa. (32)
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Cnuka 2. Sos npoTenH

7///!\\\\

Ananrepcku Monekyn Grb2 caapxxu asa SH3 nomena u jeman SH2 nomen. SH3 nomen
nMa aQUHUTET 3a JIBE Pa3IUUUTE TPOJITMHOM OoraTe cekBeHie Sos-a, 1ok ce SH2 nomeH craja ca
dbochoruposnHom Ha C TEPMHHAIIHOM Kpajy MHOTHX aKTHUBHPAHHMX perenrtopa ¢akropa pacra.
HerasbHoMm cTpyktopoM Grb2 u cnuyHux mporteuHa, Hip. Crk, ykasyje Ha To na OHM HE HOce
npyre QyHknuoHanHe nomeHe ocuM SH2 um SH3. OBu amanTepckul NPOTEHHH TPEACTABIHA]Y
MOCTOBE KOjuMa TI0Be3Yjy POTEHHE jeJTHE ca qPyTuMa y YHyTaphenujckoj curaamm3amuju. (33)

JennoMm kama ce Sos mpexo Grb2 wm npexo Grb2 u Shc moBexe ca penentopoM, Hajlazu
ce Omm3y Ras mpoTewHa, MpUCYTHOT y3 YyHYTpalllky CTpaHy IUla3mMa MeMmOpane. Sos Tanaa
JIUPEKTHO KOoMyHHIHMpa ca Ras mporemHom, koju onzaa ormymra GDP, a Besyje GTP. Osa

HYKJICOTHIHA pa3MeHa aKTUBUpA Ras mpoTenHCKy curHamm3amnujy (cxema 2).
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Cxema 2: Sos-Ras curnajgnu nyr

Sos-Ras curnHamHu myT je camMo jeJaH OJi CUTHAJHMX IyTeBa Koju ce mokpehe u3
aKTUBHpaHOT perenTopa ¢akropa pacta. bpojum oxaroBopu henuje Ha ekctpahennjcky
CUTHAJIM3AIM]y HACcTally HAKOH Be3WBama (PakTopa pacta MOTY C€ 00jaCHUTH YHUFLCHHIIOM Ja j€
penenTop 3a KOjU ce Be3yjy y CTamy Ja aKTHBHpA CIEUU(PHYHY KOMOWHANW]y HHCXOIHUX
CUTHAJIHUX ITyTeBa. AOHOpMasiHa, CTajJHa M HEKOHTPOJIMCAHA AaKTHBAllMja OBUX CHTHAJIHUX
nmyTeBa youeHa je u 'y henmjama xapunHoma tutyha.(34)

[Tocroje 4 popme Ras mporenna: H-Ras, N-Ras u qBa K-Ras u Tpu HECX0qHa CHUTHAIIHA
myTa Koja mojiaze o Ras mporenHa, a ykJby4eHa Cy y KaHreporenesy. AktuBupad Ras nporenn
MHTEppearyje ca HEKOJHMKO aJTepPHATHBHUX HHCXOJHUX CUTHAIHUX MOJIEKYJa KOjH Ce Ha3WBajy
Ras edekropu, a To cy: Raf, PI3Ku Ral-GEF. CBaku on oBux edekropa ce 4BpcTO Besyje 3a
epextopry mersby GTP Besane ¢opme Ras mporemna, jep mmajy mamu apuaurer 3a GDP
(aeaktuBHY) hopmy.(32,35)

Raf kunaza je Ras edekrop koju je mpBo otkpuBeH. Raf dochopunumie cepuncke u
TPEOHHHCKE ocTaTke mpoTenHa. AxtuBanuja Raf-a Ras-om 3aBucu ox penoxanmzanuje Raf-a
yHyTap hemmje. Ras mpoTenH je cMemITeH Ha YHYTpallkO] CTpaHH Iula3Ma MeMOpaHe, U Kana
Beske GTP mweros adpunurer 3a Raf ce jako mosehasa, mTo omoryhaa ma ce Raf uBpcto Bexe 3a
edexropHy netsby Ras-a. Ha taj naunn Raf koju ce Hanasu y nurosony, npeko Ras-a 6uBa Bezan

3a ma3ma meMmOpany. Besa Raf-a ca Ras-oM je onakimiana 1ogaTHUM MpOTEMHUMA KOJH MX ApKE
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noBe3anuM. Raf nasbe HactaBiba ma ¢ochopummiie, a THME U aKTUBHpA Apyre KWHa3e MOo3HaTe
kao MEK; To cy ,,ayan-crienupuyane kuHaze™ koje pochoprininy Kako CEpUH/TPEOHUH OCTATKE,
Tako W Tupo3uHcke ocTtatke. MEK o6wuno d¢ochopunume nse kunaze: Erkl u Erk2
(excTpauenynapHa curHai-perynuinryha kunasza). Hakon ¢ocdopunanmje, a THMe U aKTUBalIdje
Erk, one mame dochopmnuiry cyOcTpaTe KOju peryjuily pa3induTe henujcke mpoliece,
ykJbyuyjyhu Tpanckpummujy.(36) OBa Bpcta curHaidHe kackanae HazuBa ce MAPK (Murtoren-
aktuBupajyha mporenn kuHaza) curHanHu nyT. Erkl m Erk2 ce cmarpajy MAP kunazama.
Kunaze onrosopue 3a docdopunannjy MAPK nazuBajy ce MAPKK (y oBoMm cmyuajy TO je
MEK). Kunaze onrosopse 3a ¢ocdopunanujy MAPKK cy MAPKKK, a To je y oBom cityuajy
Raf (37) (cnuxka 3.).

Raf  (MAPKKK)
MEK (MAPKK)

Erk1or2 (MAPK)

|
N

Msk1 RSK Mnk1 Ets Elk-1 SAP-1

l

elF4E
(cuHTe3a npoTtenHa)

Cnuka 3. Ras—Raf—>MAP kuna3Hu nyT
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Kunase koje popmupajy oBe cUrHajHe Kackazae Mel)ycoOHO cy moBe3aHe nporenHuma. [Iporenn
KSR1 nosesyje Raf, MEK u Erk, mro omoryhasa Raf-y na je y 6musunu cBor cyocrpara MEK-
a, a MEK-y omoryhasa na Oyne y 6mm3unu cBor cyoctpara, Erk kunaze. @ocdopunamnmja jenne
KHMHa3e JIPYyroM KMHa30M oMoryhaBa meHy aktuBauujy. Hmp., kaza MEK 6uBa docdopunucan
Raf-om, mocraje akTuBHpaH y curHai-eMuTyjyhy kuHazy koja ¢ocdopunuiie u akruupa Erk
knHa3ze. AktuBupaHe Erk kWHa3e Ha JHY OBe CHTHaJlHE Kackane, nabe (ochopummry
nUTOIUIa3MaTcke cybctpate, anu u TpaHckpumniuoHe (akrope y jenpy (Ets, Elk-1 u SAP-1)
JIUPEKTHO, WM TNPEeKO aKTHBallMje APYTMX KHHa3a Koje oHjaa (ochopuivily U aKTUBUPA)y
Tpanckpunuuone ¢akrope. Erk xunaze ¢ocdopununry u qBa mporemHa KOju yiase y cacTaB
xpomatuHa (HMG-14 u xucron H3) memajyhn Ha Taj HauuH KOH(QUTYpAIUjy XpOMAaTHHA, IITO
3a TMOCJEAMITY OJIaKIIaBa TpaHCKpumniujy. Mnkl kwnHa3za, muromasmarcku cyoctpar Erkl u
Erk2, dochopunume daxtop ununumjanuje tpancnaunuje elF4E, mro akTuBHpa MexaHu3am
cuHTe3e npotenHa. Jennom kana Erk pocdopunuine Tpanckpumnimonu gaxtop Ets, on HacTaBiba
7la CTUMYJIMIIIE eKCTIPECH]y pa3HUX reHa peryiaropa pacra: xenapud Besyjyhu EGF (HB-EGF),
nukmH D1, Fos u p21. V3 10, Raf > MEK—Erk curnamuu myt uHayKyje TeHe KOjU KOJIUPajy
Fos u Jun tpanckpunuuone ¢akrope. JenHOM CHUHTETHUCAHM, OBM IMPOTEHMHU YHMHE AKTHUBHU
¢daktop AP1, xoju je XeTepoauMepHH TPAHCKPUMIIMOHH (akTop akTWBaH y henujama koje
npomdepumty, kao u y henmmjama tymopa. Ras—Raf—>MEK—Erk je camo jeman ox HEKOIUKO
HUCXOJHMUX CUTHaNHUX myTeBa aktuBupanux GTP Bezanum Ras nmporennom.(38) Mehytum, Raf
je oaroBapH 3a Behu aeo Tpanchopmumyhe mohm Ras mporemna. OcuM akTuBanMje TeHa 3a
IIPOMOLIM]Y pacTa, OBaj CUTHAJIHU IyT, HAKOH TpaHcpopMmaije Ras nmporenHa y OHKONpPOTEHUH,
Mema 00nuK henuje u y3pokyje IyOMTak KOHTaKTHE HHXHOUIMje. Y HEKUM KapLHUHOMHMA,
CUTHAQJIHM MyT HUCXOAHO of Raf-a, Mmoxe ce aktuBupatu u 0e3 nupektHor yuemtha Ras-a. ¥V
npubmpkHo 50% xymaHux MmenaHoma, mytupana ¢opma B-Raf-a, mpahena cyncrurynujom
oapehene aMMHOKHUCENNHE, U3a3uBa ckopo 500 myTa moBehany KMHa3HY akTUBHOCT.(39)

Jpyru BakaH HHCXoQHHM edekrop Ras mporemHa jecTte CUrHamHHM IMyT KOju Cy30uja
aronTo3y INTO je OA IMOoceOHOr 3Havaja y KaHIEeporeHe3W. VIHO3HWTON je yribeHO-XUApPATHH
MOJIEKYJT pacTBOpPJbMB y Boau. JlomaBameM (docharHux rpymna qoduja ce ¢hochormHO3UTON KOJU
ce MOXe OJBOJUTH oA XuapodoOHor aena ¢ochonunuanor monekyna. OBaj XuAapopUIHH

¢dochonnozuton, HazBan IP3 (unosuron-3-pocdar), moxe audyHmOBaTH AATEKO OFf IUIa3Ma
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MeMOpaHe, U Ha Taj HAUMH Jellyje Ka0 MHTpPALENyJIapHU XOPMOH U Iajbe CUTHajle U3 Ila3ma
MeMOpaHe y yaajbeHe neioBe hemuje. OBakaB MHTpAISITyTApHU TPSHOCHIIAIl CUTHAIA Ha3UBa Ce
cekyHnapau rtiacHuk. ®dochonunaza C genyje Ha docharuamn-unosuron-4,5-mudochar u
pasnaxe ra Ha IP3 u DAG. DAG akTuBHMpa KJbyuyHEe CUTHaJIHE KMHA3€e y heiuju, CepuH/TpEOHUH
kuHa3ze mosHate kao mporenH kuHaza C (PKC). ®docdomHO3UTON MOXKE OCTaTH BE3aH 3a
dochomumune mrazma MemOpaHe M Jja TIOCITYKH Ka0 MECTO BE3HMBama OJpeleHHX IMTOCOIHUX
nporenHa. Ha  wuHO3WTON  Ipymy  MOXeE  Jel0BaTH  BMIIE  pa3IMYUTHX  KUHA3a.
®ocharnaununosuton-3 kuHaza (PI3K) Besyje d¢ocharny rpymy Ha memOpaHCKU
¢docharuannmnosuton. Mako je otkpuBeHo Hekoiunko paznnuutux PI3K, najBaxnuja je PIP2,
ona (ochopumumre docharuaun-unozuron-4,5-mudocdar koju crude jom jeaHy docdaTHy
rpynny u moctaje PIP3. 3a pasmuky on Ras—Raf—MEK—Erk curnamne kackame rme ce
dbochopunuiie mpoTeuHCKU cyoctpar, y pocharuaun-unosuron nukinycy PI3K Besyjy gocdare
y ¢dochomunuanma. Hakon aktuBanmje oapeheHux perentopa oarorapajyhum JuraHuom, oBaj
eH3UM OuBa NpHBYYeH 3axBasbyjyhu mpucyctBy SH2 nomena, y Onm3uHU mia3ma MeMOpaHe,
T].Flb€TOBOT CyOCTpaTa KOjH je ypOomeH y TiazMa MeMOpany u ¢ochopumnuiie ¢hochonunuae Koju
canpxe uHozutoi. GTP-aktuBupanu Ras Takohe moxe na Bexxe PI3K u Tume mojaga cBojy
¢ysnkunonanHy aktuBHocT. H-Ras mporenn moxe eduxacno na akrusupa PI3K, camo kana je
p85 perynaropna jenuanma PI3K Be3ana 3a (ochoTUpo3WH JTUTaHIOM aKTUBHPAHOT pPEIenTopa
dakropa pacra. PI3K Moxe ma ¢(yHKIMOHHMINE Kao JAMPEKTHH HHUCXOMHH edekrop Ras-a.
BesuBamem PI3K 3a Ras, oH ce mocraBspa y Onu3nHy I1a3Ma MeMOpaHe Te ce Halla3h HhEroB
cyoctpar. OBaj €H3UM ce aKTHBHMpa pa3IMYUTUM HU30M curHanHux areHaca: PDGF, NGF, IGF-
1, wHTEepneykuH-3 W HeKH HUHTerpuHH. DochopuirvcaHu WHO3MTON IUTPYM Kpo3 IjIa3ma
MeMOpaHy U Hhera MOTY MIPEMo3HAaTH U Be3aTH ce oApeheHr MPOTENHH KOj! TUTyTajy y HUTO30IY,
Y TAaKO BE€3aHU MOTY Ja masby oapehene curnanue. (40)

MHoOru 1IMTO30JHM NPOTEUHH Koju cy npuBydeHu PIP3-om Hoce T13B, ,,IUIEKCTPHX‘
xomonoru aomeH (PH) xoju mMa jak aduHHUTET 32 OBY TPOCTPYKO (ochopuincaHy HHOZUTOI
rpyiy. BepoBaTHO HajBakHUjU IpoTenH Koju caapxu PH momen je cepun/tpeonnH kunHasza Akt,
nmo3Hara | 1o Ha3uBoM npotenH kuHa3za B (PKB). Akt/PKB kunasa ce npeko csor PH nomena
Besyje 3a PIP3 koju ce mpotexe u3 miasma memoOpane y uutocoid (cnuka 4). OBo Be3uBame

noBoau g0 QynkuumoHanHe aktuBanmje Akt/PKB kao kuHaze. JemgHOM axkTHBHpaH, OH
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dochopunmie HU3 TPOTEHHCKUX CyOCTpaTa KOjU HMMajy BHIIECTPYKO J€jCTBO Ha henujy:
MOMaxy y TpexXHBbaBawky henwje, cMamyjyhm MoryhHocT —amomnros3e, CTUMYJHIIY
nponudepannjy henuwje, ctumynmmy pact henuje, yTH4y Ha TOKPETJBHMBOCT henmje u

aHTHUOTEHe3Y IITO je Of] MOCEOHOT 3Hauaja 3a MeTacTasupame. (41)

TN

Cnuka 4. BeauBamwe Akt/PKB npexo PH nomena 3a PIP3

AxtuBanmja PIP3, a camum tum u Akt/PKB je crporo konTposucana. ¥ ¢a3u MUpOBama,
y OJICYCTBY cTUMyJaIje ¢pakTopoMm pacta, uHTpanenyjaapau HuBo PIP3 je ekcTtpemHOo HuU3ak.
Hakon crumymnanuje mutorenom, HoBo PIP3 y henuju 6p3o pacte. Hopmanno muzak Huso PIP3
u npyrux PI monexyna o6e36ehyjy docdaraze. Hajoosme npoyuena docdarasza je PTEN koja
yKinama ¢ocdaTHy rpymy ca moioxaja 3 PIP3, cymporHo y omHocy Ha PI3K. ¥V hemmjama
KapuuHOMa Hajuemnthe ce youaBa win xunepakTuBHOCT PI3K kwnHaze wnmm neaktuBHOCT PTEN
docdaraze. Dochopunamnuja kojy Bpmn Akt/PKB pe3yTrpa nHXuOUIINjOM HEKOJIHUKO MPOTEUHA
KOjU UMajy BakHy yJory y amonto3u.(42) IIponudepatuBHa cnocoOHOCT OBE KMHA3€ OIJIeAa ce
y MHXUOWIUjU TIOjeIMHUX TMPOTEHHA KOjU ydecTBYjy y hemmjckom mmkimycy. Takohe m3asmBa
IIPOMEHE y POTEMHUMA KOJU KOHTPOJIUIILY CUHTE3y NpoTenHa y henuju. OHa mpeko nocpegHuKa
aktuBupa mTOR kuHa3y koja ¢ochopunume u uHaktuBupa 4E-BP, moreHTHHM HHXHOUTOD
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TpaHciauuje, 1 y UcTo BpeMe Qocdopmiuniie u aktuBupa p70S6 kuHA3y, Koja je aKTUBATOP
Tpancnamuje. Tako ce moBehasa epukacHocT Tpancnanuje mRNA u moBehaBa cuHTe3a mpoTenHa
IITO 3a MOCIEAUIy MMa IMopacT BoryMeHa henwmje.(42,43)

W npyru nutoruiasMaTcku mpoTenHu kopucte cBoj PH nomen 3a BesuBame ca PIP3, mro
oMmoryhaBa muxoBy ¢(yHKIMOHanHy aktuBanujy. Mehy muma je GEF (dakrop pasmene
TYaHHHCKHX HYKJICOTH/a) KOjH je OATrOBOpaH 3a akTHBauujy paszmmuuTtux manmx GTP-aza xoje
npunaznajy ¢amunuju Rho curnanamx mporemHa, koja ykibyuyje Rho u nBa cpogna mporenHa:
Rac u Cdc42. Rho mpoTtennu (GyHKIMOHUIY HAa WACHTUYAH Hau4WH Kao Ras mpoTenH, OAHOCHO Yy
aKTUBHOM Cy OOJIMKY Kana je 3a wul Be3aH GTP u y HeakTHBHOM Kaja je 3a wux Be3an GDP.
Kana ce jeqnom axtuBupa BesuBameM 3a PIP3, Rho-GEF nenyje Ha victm HaumH kKao mrto Sos
nenyje Ha Ras, nanykyje ma Rho mporeun ormyctu GDP, u Bexxe GTP, u Tume ce akTuBupa.
AxtuBupanu Rho nmpoTenHu yuecTByjy y peapanxupamy HUTOCKENETa U oBe3aHoCTH henuje ca
HEHOM OKOJIMHOM, ¥ Ha Taj] HAUMH KOHTPOJIMITY 001MK henuje, ’eHy MOKPETIHUBOCT, a Kajia Cy y
nutay henwje kaprwHOMa, W uwHBasmBHOcT. Hmp. Cdc42 mnporenH je yKBY4YeH Y
peopraHu3anyjy akTuHa IUTOCKeIeTa henuje, kao U KOHTpoJy GuiIonoauja, 10K je Rac ykibydeH
y (dopMmupame JaMmenurojdja, IMTO je yYCKO TOBE3aHO ca WHBA3UjOM TYMOPCKUX henuja u
MeTacrazupameM. CHUTHaIHM TYT KOjU YKJbydyje Merabosnute QochaTHIMI-UHOZUTONIA |
Akt/PKB je neperymucan y wMHormM hemmjama kapumHoma.(44) YV y3HampemoBaIuM
KapIumHOMHMa jajHuka nosehan je HuBO jegHor obmuka PI3K koju je yapyxen ca moBehanmm
CTENEHOM Npoaudepalyje 1 UHBa3UBHOCTH, KA0 M CMAambEHEM aronTo3e. Y JpyruM TyMOpHUMa:
numMboMH, KapUWHOMH TJIaBe M BpaTa, kapuuHomu naebenor upesa, Akt/PKB ensum je
IIPEKOMEPHO EKCIIPpUMHpaH U MojayaHo aktuBupaH. PI3K je xumepakTtuBupan y ckopo 1/3
XYMaHUX KapIIMHOMa KOJIOHA 300T MyTanuje Ha meroBoj pl100a katanmuTuakoj cyojenuauim.(45)

Tpehu Benuku edexTopHn HUCXOMHU TYT Ras-a ykibydyje Ras-y cimune nporenne Ral-
A u Ral-B. BbuxoBa ¢yHkunoHanHa aktuBanyja (kao u koa Ras-a) ykipyuyje 3ameny GDP-a ca
GTP-om. Komynukammja usmeh)y Ras um Ral mporemna je mocpenoBana Ral-GEF-om koju
crumynmmre Ral nmporenn na ornyctit GDP u Besxe GTP. Ceaku Ral-GEF uma yen 3a koju Besyje
aktuBupanu Ras, mro onma moBoau Ral-GEF y OmusuHy mima3sma meMmOpaHe, a u3a3uBa H
koH(popmanmoHe mpomeHe. Pesynrar aktuBamnuje Ral-A u Ral-B mpotenna je masa HucXomHa

curHanuzanyja. Ral curnannu myt aktuBupa aBa nporenHa: Sec5 u Exo84, a mpeko aktuBaimje
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RalBP1 unaktuBume Cdc42 u Rac. Ral mporewH usriena mma KJby4HY YJIOTY CHOCOOHOCTH

KapIMHOMCKHX henmja 1a Bpiie HHBa3Hjy, OJHOCHO Jla METAaCTa3upajy.(46)

1.1.2.2. Jak-STAT curHajanu myTt

OcuM penentopa Koju HOCE KOBAJEHTHO Be3aH THUPO3WH-KUHA3HU JOMEH, MOCTOjU U
rpyna perenrtopa Koja je HeKOBaJEHTHUM Be3aMa IOBe3aHa ca TUPO3UH KHMHa3zaMma, T3B. Janus
(Jax) kuHa3e. Be3uBame nUranaa 3a peuenTopcku MoJIeKyJ MpaTu AMMepH3anuja peruenropa. Jak
KMHa3a KoOja j¢ TIOBE3aH ca pPEIEeNTOPCKUM MOJIEKyJIoM (OoCHOpWIHIEe THPO3IUH Y
[ATOIUTA3MAaTCKOM JIOMEHY JPYToT PErenTOpCKOr MoJieKyia (ciuyHo TpaHchochoprmanuju
HaKoH akTuBauuje peuenrtopa BesuBaweM EGF u PDGF). Jlobujenu ¢pocdoTrpo3nnu npusiade
U Be3yjy TpaHCKpumiuoHe QakTope Koju canapxe SH2 nomeH, mpeHOCHOlle cuUrHajla H
akToBarope Tpanckpunumje, T3B.STAT monexyne (eHri.: signal transducers and activators of
transcription), koje Hakor tora ¢ochopunumie Jak ensum. Ha oBaj naunn ce popmupajy STAT
MoJieKynu Koju caapke 1 SH2 gomen u ¢ocdotuposune. SH2 nomen STATI monexyna
cneunpuyHo ce Besyje 3a (ochoruposuncku ocrarak apyror STAT2 wmonekyna. Oaxo
dopmupanun mumep STAT-STAT murpupa y jenpo rae (GpyHKIMOHHUIIE Ka0 TPAHCKPUIIIHOHH
daktop (47) (cnuka 5).
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Cauka 5. Jak-STAT curnannu myt

STAT mpoTenHHN aKTHBHpA]y IMJbHE T€HE KOjH yUecTBYjy y henmjckoj mpomudeparuju.
Ty cnagajy myc reH, reHu 3a mukiauHe D2 w D3 u reH koju Koampa jak aHTHANONTOTHYKH
nporeun Bcel-XL. Ilopen docdopunaunje STAT monekyna, Jak moxe na dochopunuiie

cyOcTpare KOju aKTUBUPA]y pyre MUTOTeHE yTeBe, ykbyuyjyhu Ras-MAP kunazuu myT.(48)

VY kaHueporenesu miyha nocedno Baxny ynory uma STAT3 monekyn. Peapamxkupamem
STAT3 mporenHa yBohemeM mapa HUCTEHMHCKUX ocTaTraka Hactaje mytupanu STAT3 monekyn
KOJH C€ CIIOHTaHO JAuMepu3yje GopMupameM CTAOMITHUX KOBAJCHTHUX AUCYIduaHux Be3a. OBaj
crabminzoBann STAT3 numep CTpyKTYpHO M (UHKLHOHAIHO HUMHUTUpPA AUMEpe (opMHpaHe
HopmanHoM ¢ochopunannjom STAT3 mporemna Jak kunazom. Y3 1o, mytupanu STAT3
NPOTeHH (YHKIMOHUIIE Ka0 OHKOIPOTEHH, KOHCTUTYTHBHO jé aKTUBaH KAao TPAHCKPUIIIHOHH
daktop.(49) STAT3 mMoke OUTH KOHCTUTYTHBHO aKTHBAaH Y MHOTUM XYMaHHM KapIIMHOMHMA.

Hnp., y MHOrMM MelaHOMHMa, HeroBa akTHBAallMja ce MpUMKCcyje Src NPOTeuHy, KOju je Takohe
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KOHCTUTYTHUBHO aKTUBaH Y OBHM MaJIMIHMM henujama. Src MPOTEHH je HepelenToOpcKa KUHAa3a,
Koju ¢ochopunmme u tako aktuBupa STAT3 (kao u jom HajMame 4 mpoTenHa U3 Qamuimje
Src). OBo yka3zyje Ha uumeHHIy ga ce STAT MoyieKynu y HUTOINIa3MH MOTY aKTHBHPATH
TUPO3UH KMHAa3aMa Koje Hucy Jak kuHaze. Muxubunujom Src mpoTenHa y henmujama menaHoMa,
neaktuBupa ce STAT3, koju m3asuBa amontozy. OBako STAT3 o6e36elyje mpexuBbaBame
henmmja kaprmaoma. Y Behmuu henuja xapumaoma nojke, STAT3 je KOHCTUTYTHBHO aKTHBaH, U
ouBa dochopmucan capaamom Src u Jak kuHaza. Kao u y henmjama menanoma, u y henujama
KapiuuHoMa Jojke neaktuBanuja STAT3 y3pokyje HHXHOUIM]Y pacTa U aronTto3y. Y CKOpo CBUM
KapIMHOMHHA ri1aBe U Bpata, STAT3 je KOHCTUTYTUBHO akTHBaH BepoBaTHO akTuBanujom EGF
peuentopa. Y MHOTMM TimoOimacrommuma, aktuBanuja STAT3 je ¢daBopu3oBaHa TyOUTKOM
docdaraze oaroBOpHE 3a yKiIamame meroBor Gocdoruposnna. AxrtuBanuja STAT3 takobe je
npucyTHa u 'y henujama kapuunoma miayha u sxenyna. Hakon gocneha y jenpo, numepuzoBaHa u
aktuBupana ¢opma STAT mporewHa, MHIYKyje €KCIpPECH]y HEKOJIMKO CTOTMHA T'€Ha KOjH
ydecTByjy y hemujckoj nmponudepannju u 3amruti ox amonrtode. 36or tora je STAT monexyn

Ba)KaH MEJIUJaTop y TpaHCHOPMAIH]U PA3IMUUTUX XyMaHUX KapiuHoMma.(50)

1.1.2.3. Wnt-f} KaTeHUHCKH IIYT

ITopen RTK — Sos — Ras xackane n Wnt- KaTeHHHCKH TIYT ITOCPEIyje Yy OJrOBOpPY Ha
CTUMYJIAIA]y €KCTpAaIeyJIapHUM MHUTOTEHOM. Y XyMaHUM TKHBHUMA MpoHaleHo je HajMame 19
Wnt dakropa. [lopen nmpeHoca MUTOTEHOT CHTHaja, oBaj myT omoryhasa henujama na octany y
penaTHBHO HeAU(EpPEeHTOBAHOM CTaJHjyMy, LITO jé BEOMa Ba)KHA OJJIMKA MMOjJEIUHHMX THIIOBA
kaprmHOoMa. Wnt ¢akrop nenyje mnpeko Frizzled pernentopa cympumupajyhm axkTHBHOCT
mmkoreH cuHTtaza kuHaze 3B (GSK-3B). ¥V oncyctesy Wnt GSK-3B docdopunuiie HEKOIMKO
KJbYYHUX TPOTCHHA, O3HavyaBajyhu ux 3a gectpykuujy. HajBakHUjU 01 OBUX HPOTEHHCKUX
cyOcTpara je [(-KaTeHUH, HOpMalaH IUTOIJIA3MATCKU TPOTEHMH KOjU MOXKe OWTH Be3aH 3a
[IUTOIUIa3MATCKU JIOMEH aIXE3MOHUX perenTtopa, nocedno E-kanxepus, Moxke OUTH TPUCYTaH y
UTOCONy M MOXke ce Hahm y jeapy. dochopmwranmjom B-xarennna, GSK-3p3 o3nauaBa ma [3-
KaTeHWH 3a YOMKBUTWIAIM]Y, MPOLEC KOjU OcurypaBa Op3y AECTPYKIH]y [-KaTeHUHA, IITO

o0jammaBa HOPMAJIHO MPUCYTHE HHUCKE KOHIEHTpauuje y murocoiy. Kama ce aktuBupa Wnt
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curHanmzanyja, omokupa ce GSK-3p, u f-kareHuH He OMBA YHUILITEH; HErOB MOIYXUBOT CE ca
Mame ox 20 muHyra moBehaBa Ha 1-2 cata, W EroBa KOHIGHTpamuja y hemmju ce
nponopiimoHaHO moBehaBa. Mosiekynu B-kaTeHUHA 3aTUM MUTPHPA]y y jeapo u Be3yjy Tcf/Lef
MPOTEHH, IIITO JJaJbe aKTHBHPA CKCIIPECH]y MHOTHX BaKHUX I'eHa, HAPOUYUTO OHHUX KOJH KOJTUPA)y
IpoTenHe OMTHE 3a pacT u npoiudepanujy, kao mro cy D1 u Myc. [lopen B-karernna GSK-3f
Moke ma (ocdopunuine u apyre mporewHe OWTHE 3a perynanujy pacra. Dochopuiaujom
nukmHa D1, GSK-3f ra o3HavaBa 3a gerpananyjy. Wnt myT MoayIupa eKcrpecHjy mukiauHa D1
KaKO Ha HMBOY HETOBE TPAHCKPHIIIIK]E, TAKO U Ha MOCTTPAHCIAMOHOM HHBOY. [Topex Tora mro
ydecTByje y Mopdorenezu, Wnt Moxke Aa Jenyje Kao MOTEHTaH MHUTOTEH, Oall Kao JIMraHIu
MHOTHX THPO3WH KHHa3HUX perentopa. Bucok HUBO -KaTeHWHA y MHTECTHHAIHUM MAaTHYHUM
henmnjama ocurypasa n1a oBe henuje ocrany y HeaudepeHTOBAaHOM CTamby YMECTO Jia C€ pa3BHjajy
y cnenujaiu3oBane henuje npeBHor enurena. OBakO BUCOKM HMBOHW [(-KaTCHWHA OWTHHU Cy 3a
pa3Boja KapIHOMa KOJIOHA. J-KaTeHWH (opMHpa J1€0 HUTOIUIa3MAaTCKOT KOMIUIEKCA IPEKO KOojer
aJIXe3MOHU pelenTopu, HapouuTo E-kamxepuH, mocrajy Gu3nyky MOBE3aHU ca IIUTOCKEIETOM. Y
enuTeHUM henuwjama, BehnHa Monekyna [(-KaTeHMHa je TOBe3aHa ca IUTOINIa3MaTCKUM
JIOMeHHMa MoJjieKyia E-kamxepuna miazma MemOpaHe mrto (opMupa aIxepeHTHe crojeBe mehy
henujama. henuje koje nsrybe E-xaaxepun, ocnoGalhajy B-kaTeHMH Koju TMOCTaje cino0oaaH H

TPaAHCJIOLMpPA Ce Y JepO Te Aelyje Kao akTuBaTop TpaHckpumimje. (51)

Y MHOTMM XyMaHUM KapIMHOMHMa JI0jKe eKcrpecHja oapehenux Wnt monekyna je Beha
4 no 10 nmyra y mopehemy ca HopmamauM henmmjama. Y ckopo 20% y3HampemaoBaInx KapiuuHoMa
mpocTaTe IMOCTOjU HyKJeapHa TpaHciokanuja [-kareHuHa. Y 5-7% KapuuHOMa mpocTarte
MyTalgja reHa 3a [-KaTeHHH Y3pOKyje HacTaHak mpotenHa koju GSK-3p Bume He Moxe 1a
¢dochopunmme u mocneauuHO ce [P-KaTeHuH akymyiupa y jenpy. OBakBe MyTaiyje cy
3a0eNeKeHe M Y KapIMHOMY jeTpe, KOJIOHA, CHIOMETPHjyMa, OBapHjymMa W y MeJaHoOMHUMa. Y
CKOpO CBUM KapIIMHOMHMa KOJIOHA JIerpajaiuja f-KaTeHrnHa je TorpeliHa, 300or MmyTanuje y Apc

MPOTEUHY KOjU OJIaKIlIaBa HETOBY Jerpananujy. (52)

Onucan Wnt-B-KaTeHUHCKM NIyT c€ Has3WBa ,KaHOHCKM Wnt“, W pasiukyje ce oA
,,HeKaHOHCKOr Wnt* CHUTHaJHOT IyTa KOJU C€ aKTUBHpa MoAprpynoM Wnt jurasna Koju cy

HEe3aBHCHHU 0J1 QyHKIM]je B-KaTeHUHA, M BbUXO0BA yJIora y TYMOPCKOj maToreHesu je maina.(51,53)
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1.1.2.4. CurHajiHy myT KOjU aKTUBHPA HyKJeapHu (pakTop KB
BakHocT OBOr myTa y mMaTOreHe3W KapuMHOMa NpBU MyT je 3alenexeHa oTkpuheM rel
OHKOreHa y Op3o  TpaHchopmumyhem hypehem  perpoBupycy  onaroBopHom  3a
peTukynoeHnorennosy, B-hemujcku nmmmdpom. HcTpakuBameM TpPaHCKPUIIIMOHUX (hakTopa
OJITOBOPHHUX 32 PETYJIANH]y EKCIPECHje TeHa 3a UMYHOTJIOOYJIMHEe, OTKPUBEHO je na Rel mporenn
npunaga Tpynud TPaHCKPUNIMOHMX (akTopa Koju Hoce HasuB NF-kBs. OBu mportenHu y
uuTomnasMu opmupajy xomo- U xereponumepe. Hajmoznatuju wmehy muma je NF-kB,
XeTeponuMep Koju ce cactoju on cyOjeamnuna p6S u p60. OH je y IUTOIUIa3MU TMOACIHCH
tpehum nmommnentuaom IkB, xoju je maxudburop NF-kB. Kana je y oBoj hopmu (ca IxkB), oH je y
CTarmky MUpPOBama. Y OJroBOPY Ha CHUTHAJIE KOJHM MOTY OWTH pa3MuuTOT mopekia, IkB mocraje
dbocdopunrcan, u caMuM TUM O3HAYEH 3a Op3y AecTpykiyjy. Pesynrar Tora je ocnobahame NF-
kB on IkB, 1 meroBo murpupame y jeIpo e akTHBHpa ekcmpecujy rpymne oxa dak 500 rexa

(cnuka 6).
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Kunasa koja ¢ochopunuiie u camum TiM ectpyuuie IkB, IkB kuHa3a win jeAHOCTaBHO
IKK, ucroBpemeno aktuBupa NF-kB curnammzamujy. NF-kB yTtude Ha npexuBibaBame henuja,
ka0 u Ha npomudepanujy. Kama nmocmejy y jeano, NF-kBs wuHIyKyjy ekcrpecujy
aHTHUANONITOTUYHUX T'€Ha, KOju Koaupajy nporeuHe Bel-2 u IAP-1 u 2. McroBpeMeHO UHAYKY]Y
eKcrpecHjy myc u nukiaud D1 rena, koju Koaupajy BakHe KOMIIOHEHTe henujckor mukinyca. Ha
oBaj HaunH NF-kBs mrure manurne henuje ox nporpamupane heiamjcke CMpTH U UCTOBPEMEHO
ux Boze y npomudepnjy.(54) Nako cy xommnonente NF-kBs curnamnor myrta petko HalheHe y
MYTHPAHOM OOJIMKY y XyMaHUM KaplIMHOMHUMA, 4ECTO j€ Hal)leHa KOHCTUTYTHUBHA aKTHUBHOCT OBOT'
cuurHanHor nyTa. ¥ 30% kapuuHoma Jojke HaheHa je mpekomepHa ekcnpecuja IKK, mro oBaj
CUTHAJIHU IyT YMHA BHUCOKO aKTUBHUM. OBaj CHTHAJHU IyT MMa HAjBAXHU]y YIOTY Y
Mammraomuma JuMmpormtHe so3e. REL ren koju kommpa jemny oxn cyOjenmamia NF-kB,
ammndukoBan je 'y oko 25% nudysnHux, kpynHohemujckux B nmmdoma, mro y3pokyje
nosehame ekcrpecHje OBOTr TeHCKOT npoaykra 3a 4-35 nmyta. Y B u T henujckum numdomuma u
myjeniomuMa HaljeHa je TpaHciokanuja koja 3axBata NF-kB nokyc. Jeperynamuja oBor
CUTHAJTHOI IyTa C€ MOXXE BHIETH Yy paHoj ¢a3u pa3Boja TymMoOpa HHCKOT CTEIeHa

ManurHuTeTa.(55)

1.1.2.5. Notch curnajanu myrt

Notch je Tpancmem6pancku npoteun. Y henujama cucapa moctoje 4 pasznuuuta Notch
NPOTENHA KOjH Cy MPOAYKTH pa3nuuuTHX TreHa. Notch mpeacraBiba pelenTop Ha MOBPIIMHU
henuje 3a xoju ce Besyje nurann, Jagged mnmm Delta-like mporenn. HakoH BesuBama Juranaa
jaBJba ce TMPOTEOTUTHUYKO LEName PElenTopa Ha JBa MECTa, jJeIHO Yy TpeAeiy eKTOAOMEHa, a
APYro y TpaHCMEMOpaHCKOM aoMeHy. HakoH mpoTeosmTHyKoOr pacuena y TpacMeMOpaHCKOM
JIOMeHy ociobaha ce IUTOIIa3MaTCKU MPOTEUHCKH (DparMeHT KOju je Tpe OBOr paciiena Ouo
Be3aH 3a I1a3ma mMemOpany. OBaj ¢parment Notch mpoTenHa MOTOM MUTpPUpPA Y jelpo TAE Y

KOMOWHAIMjH ca IPYTUM NpOoTenHUMa (QYHKIIMOHUIIE KA0 TPAHCKPHUITIUOHHU (BakTop (ciuka 7).
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Cauxka 7. Notch curnannm myr

Haxon Be3uBama nuranaa 3a Notch perentop nonasu 10 HpeBep3uOMIHAX MPOMEHA, BA
MPOTEOJUTHUYKA paciena. AKTHBHOCT pelentopa cpa3MepHa je Opojy Juramma vy
EKCTpalenyJapHOM MPOCTOpy. 300T MOMEHYTHUX HUPEBEP3MOMIHHX MPOMEHA, OBaj PELENTOp
HAKOH Be3WBama JIMTAHAa MOXE Ja TOoIlajke camMo jeHOM CHUTHai y henwjy, 3a pasnmuky o
TUPO3WH KHHA3HUX PEIEeNTopa KOjU HAaKOH BE3WMBama JIMTAHIA MOTY aMIUTM(UKOBATH CHTHAJI.
[uromnazmarcku nomeH Notch perenTopa je moTeHTaH OHKOTEH KOjU MOXKE Ja TpaHC(hHOpMHUIIe
henuje in vitro. Usmewmenu obmuim Notch pernenTopa y4yecTByjy y MaTOT€HE3W XyMaHUX
kapiuuHoMma. [IpekomepHa ekcripecuja jeaHor oa Notch nmporenna Bubha ce y ckBamorenyiapHOM
KapuuHoMmy 1iyha, BehuHu kapumHoMa rpiaumha marepuile, y HEKMM KapLUHOMHMA Jeberor
[[peBa M MPOCTaTe, Ka0 U Yy CKBaMOIIETyIapHOM KapuuHoMy uryha. OBy mpeKoMepHY eKCIIpecHjy
YEeCTO MpaTH W TPAHCIOKaIlMja IUTOIUIA3MaTCKOT TOMEHA OBOT PEIENTopa y jeapo, IMTO yKa3yje

Ha aKTHBHY CHTHaJM3allMjy OBOr myTa y TyMmopckuM henujama. IloBehana ekcrpecuja asa
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muranaa Notch penenropa, Jagged u Delta, Takolhe je Hal)ena y kapunHomMuMa rpinha Matepure
1 KapuuHOMHMa mpoctate. Y oko 60% akyrtae ymmMdorutHe neykemuje (T-hen.) mahena je
KOHCTUTYTHUBHO akTuBHA (hopma Notch pernenropa koja je mocieauina aenemnuje neaa NOTCH-1
TCHa KOJjU KOJHMpa HEroB eKkTojoMeH. Notch pernentopu (QyHKIHOHHUIIY KaO0 OHKOTCHU Y
MQJINTHUTETHMA XeMaTOMOETCKOT TKHUBA, JOK Y HEKUM KapLUHHOMUMA MOTY Ja (PyKLIHMOHHUIIY Kao

TyMOD cymnpecopu.(56,57)

1.1.2.6. Hedgehog curnasum myt

BesuBame mmranga Hedgehog (Hh), 3a meroB pementop Patched (Ptc), mMema
uaTepakijy usmel)y Patched (Ptc) m Smoothened (Smo). Kao mocnemuma, Smo u Gli ce
aKyMyJIMpajy Yy TpUMapHUM [HJIMjaMa, OOMYHO y caMOM BpXY. Y OJCYCTBY MHTEpBEHIIHjE SmO,
Gli nmpekypcop ce 1iena y aBa ¢pparMeHTa oA KOjuX jeaH MUTpHpa y jeaApo Iie (pyHKLHOHUIIIE
Kao TpaHcKpuniuoHu penpecop. Hakon crumynammje Hh, Smo u Gli wunTteppearyjy y
npuMapHoM 1iujymy rre je Gli 3amruhen on dparmentupama. Taga uatakran Gli murpupa y

Jenpo rae aenyje caaa Kao akTUBATOP TPAHCKpHUITIH]je (cIuKa &)
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Ciauxka 8. Hedgehog curnajHu nyt

Gli je npBU YT OTKPUBEH K0 BHCOKO €KCIPUMHpPAH MPOTEUH Y INIM00IaCTOMUHA, OTyaa

U BEroB Ha3uB. Y ycioBuMa npekoMepHe ekcrpecuje Gli ca jonr HEKOIMKO CPOAHUX MPOTEHHa,
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¢yHKkuMoHMIIE Kao OHKompoTeuH.(58) Mytanmja xymanor PTCH rena y repMHHaTUBHHM
hemujama w3asmBa [OpaMH CHUHAPOM, HACIEIHU CHUHAOM OCETJBMBOCTH Ha KaHIEP, KOjU
nojpaszymena noehan pu3uK 0 MYJITUIUIMX 0a3oLeayJapHUX KaplUUHOMAa KOXe, Kao U JIPYTuX
TyMoOpa, HapoyuTo Mmenynobmactoma. Yak 50% crnopaanyHux Oa3olenyJapHUX KapLUuHOMA
KO)Ke, HaCTaJIMX yCIlieJ COMaTcke MyTauuje, Hocu Mytupany ¢popmy PTCH wnmm SMO anena.
Comatcke mytanmje PTCH cy HaljeHe u y apyruM TyMOpHM, Kao IITO Cy METyJI00JacTOMHU U
MEHHMHI€OMH, Ka0 U KapIIMHOMHMA JOjKe W jenmaka. OBa MyTalydja KOMIPOMUTYje (PyHKIH]Y

Ptc, no3BosbaBajyhu Smo na koHcTUTYTHBHO akTHBHpa Gli TpaHCKpUNIIMOHU BaKTOp.

[Toctoje 3 Gli mpoTewHa, nABa CTHUMYJUIY TPAHCKPHUIIIH]Y, JIOK je jeaaH HHXHUOUpa.
Kapriunomu, y kojuma mocrtoje myTtanuje koje norahajy paznuuute komnonente Hh-Ptc myTa,
NpEeJCTaB/bajy caMO MalM A0 XyMaHUX KapIMHOMa y KOjUMa je OBa CUTHaJHa KacKaja
XHIIEPAKTHBHA. Y HEKMM KaplUWHOMHMA jelhaka, jKelyla, OWIMjapHOT TpaKTa M TaHKpeaca
MOCTOjM TIPeKOMeEpPHa ekcrpecuja Pte perentopa u muxoBux smrananaa Sonic Hh uinu Indian Hh.
Jlurange mpousBoje enuTenHe henmwje yHyTap KapuumHOMa, JOK cy Ptc penenTopu
eKCIPUMHUPAHU Y OKOJHMM CTpOMajHUM henujama, IITO yKa3yje Ha MapakpuHU CUTHAIHH IyT.
Ory uummennily moTBplyjy moBumenu HuBou Gli dakropa y jeapy crpomannux henuja.(58)
Crpomanne henuje moroM y3Bpahajy MHUTOTE€HU CHUTHAJI M CHUTHAJ 3a MPEKUBJHABAKE OKOJIHUM
henmjama kapuuHoma. Tperman oBux Tymopa aHTH-Hh aHTHTenmMma y3pokyje mpecTaHak
nposudepanrje u cMpT TyMopckux henuja. CianmuHe mpoMeHe cy HaljeHe UMy CHUTHONENHjCKOM

kapuuHoMy Tutyha.(59)

1.1.2.7. TGF-f curnajnm myt

TGF-B je mynTtudyHKIIMOHATHH perynaTop hemmjckor pacta u audepeHnujamnmje. Japipa
ce y paznmuuutuM nzodopmama TGF-B-1-5, mpu uemy je Haj3acTymbeHuja xomogumepHa TGF-3-
1 u3odopma. Y mainoj KOJIMUMHY Ta cTBapajy MHore henuje, kao mTo cy Makpodaru, eHI10TeIHe
hemuje u T naumdornutu, 1ok je HajBeha KOHLEHTpalMja Hal)eHa y TPOMOOLMTHMA U KOLITaHOM
TkuBy. Cropo cBe henuje mmajy cnenuduyaH MOBPIIMHCKHA PELENTOp, OETariWKaH, a HEeroB
edekaT Bapupa y 3aBHUCHOCTH o Tuma henuje, cteneHa henujcke nudepeHnujamuje, IpucycTsa
Apyrux ¢akTopa pacTta, HEroBe KOHLEHTpaIje y TKUBY M APYTuX okosHocTu. CMatpa ce ja je

oBaj ¢akTop pacra ctumyiarop 3a BehuHy hennja Me3eHXMMaJIHOT TOpEKa, a MHXHOUTOp 3a
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eMHUTEeNIHe, CHJOTENIHE, XemaromoeTcke u Heypoekrogepmanue hemmje. TGF-B  um3azusa
¢ubporeHesy jep CTUMyJHUIIe XxeMoTakcy (uOpoOmacrta, TPOAYKIHM])y KojareHa u
(UOpPOHEKTHHA, a UCTOBPEMEHO MHXUOMpa JAerpajalijy KojareHa cMamyjyhu ejCTBO mpoTeasa
a mojayaBajyhum nejctBo mHXmOUTOpa mpoteaza. bpojue crymuje ykaszyjy na TGF-f uma wu

aHTHHH(IAMOTOPHO /1€jcTBO.(60)

TGF-f u curHajgHu myT KOjU OH KOHTPOJIMIIE WIpajy TJIaBHY YJIOTY Y HaTOreHe3u
BehMHE WM Yak CBUX KapIMHOMA, Y KbUXOBOM PAaHOM CTa/IMjyMy, KaJa ClpedaBa pacT MHOTHUX
tumoBa henmja, JOK KacHHje NPHIUKOM MPOTPECHje KapIMHOMA JONPUHOCH HHHUXOBO]
WHBAa3WBHOCTU. AKTHBaIMja OBOT MyTa Imajke Smad TpaHCKpUNIIMOHU (aKTOp y jeApo Tae ce
Be3yje 3a CHenuduyHy TEeTPaHyKICOTHAHY cekBeHy DNA, u y capaimHu ca CyCceIHUM
TPAHCKPHUILIMOHUM (PaKTOpUMa WHAYKYje €KCIPECH]y MHOTUX I'€Ha, U PEenpecHjy Ipyrux (cimka

9).

TGF-B
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Cauxka 9. TGF-B curnannm myt

Smad TpaHckpumnnonu ¢GhakTop Mperno3Haje U Be3yje caMo TeTPaHYKJICOTUIHY CeKBeHIly DNA,
anu oBa Be3a u3Mehy Smad u DNA je cysume crnaba na 6u ce oapxana. 36or Tora ce Smad
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Besyje 3a DNA HemocpeaHo mopea MecTa Be3uBama APYTrUX TPAHCKPUILIMOHUX (akTopa. boune
Be3¢ OBUX MpOTerHa, Smad W APYrux TPaHCKPUIIIMOHUX (aKTOpa OCHTYpaBajy jaKky Be3y ca

DNA. Smad moxxe na popmupa oBakBe Be3e ca Buiie o 130 Tpanckpunimonux (axropa.(60)

VY oxacyctBy Smad-a, enurenHe henuje kapuuHOMa MOTY J1a W30€THY HHXUOUIIM]Y pacTa
kojy y3pokyje TGF-B. OBo ce yecto Bubha y mpexkypcoprMa MHBa3UBHUX XyMaHHX KapLHUHOMA

nankpeaca.(61)

1.1.2.8. Yiora unterpuna y ynyraphejanjckoj curaajauzaumju

Y OpojHHM WCTaXUBambHMa ITOKa3aHEe Cy MPOMEHE Y TIMKUKOIM3ALMjH JHIUAa MU
IpoTerHa Ha MeMOpaHu TyMopckux henuja. OBe CTpYKTypHE NMpoMeHe u3a3uBajy nopemeheje y
anxesnmju u MehycoOHO] komyHukanuju. byayhu ma je hemmjcka aaxeswja HeomxomHa 3a
onpxkaBame KoHTakTa Mehy henmjama, rybmrak THX ocoOumHa omoryhaBa mnpecTaHak
KoOMyHHKanuje u3Mel)y cycemnux hemmja W BHXOBO IMIMpEHE, WHABA3Wjy W METacTa3Upambe.
KonrakTHa nHXMOMIM]a je jeJaH OJ] MexaHH3ama KOjuMa ce KOHTpoJuIle pact hemuja, a Koju
3aBucu of rycture henwmja. [Ipa3zan mpocrop nzmel)y HopmamHux hennja momymasa ce 1e00oMm, a
kama Te henuwje Moy y KOHTaKT aKTHUBHINE CE CUTHAI KOJH MPEKUIA HHXOBY Najby /eo0y. 3a
pasnuKy o HopMmanHuXx henuja, Mmel)ycOOHM KOHTaKT TyMOpPCKuX henuja He M3a3uBa MpecTaHak
neobe, Tako na TymMopcke henuje HacTaBibajy Ja ce Jellie M PacTy jeAHE MPEeKO IPYTux
¢dbopmupajyhu Buie ciojeBa. MlcroBpeMHO MpoMeHe Ha MEMOpaHU peMeTe TPOMET HEOPTaHCKUX
joHa, Kao W HM3a apyrux Behmx moinekyna. Kpo3 memOpany Tymopckux hemuja mopemehen je
TPAHCTIOPT BEIMKUX TIUKOMPOTEHMHCKUX MOJEKyla Kao ImTo je (uOpoHeKTuH (uuje cy
BpeIHOCTH MoBeheHe Ha CIoJballlkb0o] MOBPIIMHU MeMOpaHe, a cMameHe y henujama). Ocum Tora
MOKA3aHo je J1a HeKe TyMopcke hemmje cekperyjy (pakTop akTUBaIje TUIA3MHOTCHA KOJH ITOMaKe

pasrpaamy ekcTpaheanjckor MaTpuKca U MHBA3Hjy TYMOpPA Y OKOJIHO TKUBO.

Be3a KOMIIOHEHTH eKCTpaleNyJapHOT MaTpHKca ca WHTETPUHHMA IHajke Kpo3
[MTOIUTa3My CHUTHAJ 3a MpEeXHBJbaBamke henuja Koju cMmamyje BepoBaTHohy ymacka henmje y
amonTo3y. MCTOBpeMeHO, aKTHBAallMjOM HHTEIPUHA CHTHAJIMMA KOjU TMOTHYY H3 hemwje,
IIPOMOBHIIE C€ MOTWIMTET henMje CTHUMYNalMjoM MOJIEKyJla MHTETpUHA JIOKAIN30BaHUX Ha
CHeM(pUIHAM MECTHMa Ha Ila3Ma MEMOpaHHW, yCIOCTaBJbajyhn Ha Taj HaYWH HOBE Be3e ca

eKCcTpalenyJapHuM MaTpukcoM. IHTerpuHu Mory nia ce rpynuuly u (opmupajy MyJITHIUIE Be3e
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ca eKcTpalenyJapHUM MaTpukcoM (gopmupajyhu mana mosjba Ha3zBaHa (oxanHe aaxesuje. OBo
rpynucame H3a3uBa akTUBANMjy QokamHux anxeswmoHnx kuHaza (FAK), Hepenenropckux
THPO3UH KKHa3a cauyHux Src. FAK je yapyskeH ca NUTOIUIa3MaTCKUM IOMEHOM [3 cyOjeauHuIe
oapeheHnx MoJeKyjda MHTErpMHAa M IOCTaje aKTHUBHpPAH BEPOBATHO TpaHC(hochopUIaujom.
Jenan ox Hactanux QocdoruposnHckux ocraraka Ha FAK monexyny o6e36ehyje BesuBame 3a
onrosapajyhe mecTo Ha Src MoJiekyIry. Src MOTOM HacTaBJba 1a GocHOPHITUIIEC OCTAIC THPO3HHE
Ha FAK monexkyiy, a Hactanu hochoTupo3nHu CiIyke Kao Be3uBajyha mecTa 3a ipyre curHaiaHe
MoJiekyJie koju caapxke SH2 nomene, kao mto cy Grb2, She, PI3K, and PLC-y. Grb2 Be3an 3a

bochorupozun FAK-a, moxe na npuByde Sos Koju Aajbe akTHBHpa Ras.

Tupo3uH KWHA3HU pELEenTop Be3yje CBOj Jurania, ¢akTop pacra, y eKCTpalelyJapHOM
IIPOCTOPY, JOK KOMIIOHEHTE EKCTpPAaLEeIyJIapHOT MaTpUKCa CIyXe Kao JIMTaHIW WHTErPUHUMA.
JenHOM akTHBHpaHe, OBE [BE TPYIlE CHTHAJIHUX IYyTEBa, aKTHBHPA)y MHOTE OJ HHUCXOJHHUX
CUTHAJIHMX KacKaja. Y OJCYCTBY CHTHaJHM3allljeé MHTETpPUHUMA, henrja He qo0uja curHai jaa je
MOBE3aHa ca eKcTpalenynapHuM MaTpukcoM. OBo cripeuaBa henujy a pacte U 1a ce Jelu WiIH
je YBOOM Yy aHOWKHC, OOJHMK NporpaMupane henmujcke CMpPTH KoOja Cce€ aKTUBUpPA NPHINKOM
ryouTka henmjckor KoHTaKTa ca 4YBpcToM nozuiorom. CnpeyaBame aHOMKHCA IPECTaBba MPBU
KOpakK y HacTaHKy paka Jiojke. Nenujcku aaxe3noHu MOJIEKYJIM €MHUTY]y CHTHAJ KOjH Ce yKiama

ca cUTHaJIMMa KOjU HAcTajy HAaKOH CTUMYJIaldje peuentopa dakropa pacra.(62,63)

1.1.2.9. Yiaora ,,G-nporenH Be3aHUX peuentopa* y ynyrapheaujckoj
CUTHAJIU3ALMjH

G-nIpOTEeHH BE3aHU PELENTOPHU Cy TPaHCMEMOPAaHCKM TMPOTEHHU KOju 7 IyTa mpojase
Kpo3 1wiazmMa MemOpaHy. HakoH Be3uBama eKCTpaLeNlyJapHOT JIMTaHAa, CBAaKU OJf OBHX
CCPICHTUHCKUX peucnropa AKTUBHUPaA jez[aH nJIn BUIIIC BpCTa OUTOIIIIa3MaTCKUX
xeTepoaumepHux G-mpoTenHa Koje 4YuHe Tpu paznmuuure cybjemunune Go, GB u Gy.
AxtuBupano crame Go moctmke ce BesuBambeM GTP-a. Hakon crumynanumje peuenropa o
cy0jenunmIa xerepoauMepHor G-mporenHa, paszasaja ce o [ u y cyOjequHUIle U HACTaBJba Ja
aKTHBHpa OpOjHE Pa3NUUMTE MUTOIIIa3MaTcke eHzume. Mely mHMa Cy aJeHWT LUKJa3a Koja

kouBepryje ATP y muknmuaau AMP (cAMP), u dochonunaza C- (PLC-B) koja paznaxe PIP3
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Ha DAG wu IP3. OBM mHpOAYKTH Cy CHaXHHM CEKyHJAPHU TJIACHUIM KOJU CTUMYJIHUILY

npomudepanujy hemmje (cauka 10).
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Cauxka 10. G-npoTenH Be3aHu penenTop y yHyrapheiujckoj CHrHAIM3ALUjH

[Tocroje noka3m ga Src KMHA3a MOKe OUTH aKTHBHPAaHA aKTHBHPAHOM 0. Cy0jeTMHUTIOM
G-nporenna. [Ipyre nse cy0jenunune xerepoanumepHor G-potenHa, 3 ¥ y, CTAMYJIUIY ApyTe
Ba)KHE MUTOTE€HE CUTHAIIHE IPOTEHHE, Kao mTo je jenaHa popma PI3K. CnocobHOCT G-mipoTenH
BE3aHUX PELENTOopa Ja aKTUBUPAjy MUTOTEHE MTyTEBE, CyTepHIle a JIeperyialunja perenTopa 1
yapyxxeaux G-poTernHa MoXe J1a JoIpruHece pa3Boj hemujcke Tpanchopmanmje u

TyMoporeHese.(64)

Vnora G-npoTerH Be3aHUX PELENTopa y MaToreHe3W XyMaHHX KapIMHOMa HajooJbe ce
BUJY Ha MpuMepy cuTHohenujckor kapuuHoma rmiayha. henuje oBor Tymopa oTmymiTajy Opoje
pasnuuuTe nmentuaHe GakTope Koje Mperno3Hajy u Be3yjy G-NPOTeUHCKH PEelenToOpH U CTBapajy

Ha Taj HAYWMH BUIIECTPYKE ayTOKpUHE CUTHAIHE ImyTeBe. CUTHOheMjcKu KapiHOM Tutyha Moxe
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HCTOBPEMEHO JIa CeKpeTyje: 00MOEeCTHH, OpaIMKMHUH, XOJIEIIUCTOKMHNH, TAaCTPUH, HEYPOTCH3HH
u BazomnpecuH. OBa ayTOKPUHH CUTHAIM CY OJTrOBOPHH 32 MpOoSUdEpaujy U MpeKUBbaBabe
henmmja cutHOhenujckor kapimHoMma miyha. Ykonuko ce henuje oBor kapumHOMa HHKYOUpajy in
Vitro y IpUCYCTBY aHTUTEJA KOja Be3yjy M HEYTPAJIUINy CEKPETOBaHE ayTOKpUHE (pakTope pacrta,
npecrahe ma pacty. OBo yka3yje Ha TO Ja je pacT henuja OBOI KapLHMHOMAa 3aBUCTaH OJ

ayTOKpUHUX (haKTOpa pacTa IITO C€ MOXKEe PUMEHHUTH U y Teparnujcke cBpxe. (65)

1.1.3. Peryinanuja heaujckor nukiyca
Hopmanna henmja wucrosbaBa BHCOKO —perysiMcaH CHCTEM npoiudepanuje U

nudepeHIrjanyje Koju oJroBapa Ha CTUMYJIAIU]y U eKCTpa-u HHTpALETyJapHUM CUTHATTUMA.

hemuje paka cy ,,mo0erie” OBUM perylaTOPHHM OTpaHHYCHMMa KpO3 MyTalHje Ha
reHuMa KOju KOHTpoymmry mnposmdepannjy henuja, Tako ga cy y cTramy JAa pacty H
pa3sMHOXKaBajy ce 0e3 WM ca Majo OrpaHHuYerma. Y3 To, helMjcku HUKITyC TyMOpCKuX henuja je
ayxu oxn hemujckor numkiayca onrosapajyhux nopmannux hemwja. Ilo3nato je na henmjcku
[UKITyC HOpMaITHUX henuja xomraHe cpku kKoj doBeka Tpaje ox 0.7 mo 1.1 maH, a xox henmja
aKyTHE MHUjeJouaHe JTeykemuje 1.5 mo 3 maHa, 0THOCHO XpOHUYHE MH]jeouHe Jeykemuje 2.0 10
2,5 nana. BaxxHo je BpeMe 3a Koje ce ynBocTpy4r henrjcka nomyJaimja, ITo 3aBUCH HE CaMO OJI
henujckor mukyca, Beh u ox 6poja henuja koje ce aene. 3aTo je BaXXHO pa3yMeBamke MEXaHU3aMa

KOj¥ KOHTPOJIMITY H peryiumry hemujcku nukiyc. (1-6)

Themujcku nukiyc (enri. cell cycle, wm cell-division cycle), npeacrasipa HU3 norahaja
KOju ce onBHjajy y henmwju m Bome no WeHe neobe u aymmmpama (perummkanyja). Jlok kox
MpOKapHroTa J101a3u 10 ouHapHe ducuje (eHri. binary fission), koa eykaproTa heaujcku IUKITyC
ce MOXe MOJACNTUTH Ha JBa mepuona: uatepdazy u ¢azy neode. Muarepdasa je Takohe mo3nara
Kao mpumnpeMHa (aza u Moxe ce noaenutu Ha Tpu ¢aze: Gl, S u G2. Tokom unTepdasze henuja
pacte rommiajyhu XxpanieuBe MaTepuje moTpedHe 3a MuTo3y u peruukanujy JJHK-a. ®@a3a neobe
KOJl e€yKapuoTckux henuwja oOyxBaTa mojeny jeapa (KapuOKMHE3a) W TOJCNIy IUTOIUIa3Me M

IEHUX OpraHena (IIMTOKUHE3a).

henuje koje cy mpUBpeMEHO WM PEeBEP3UOMIHO 3aycTaBuile Je00y, yia3e y CTambe MUPOBamba

wm GO ¢a3y rae ocratajy ayke BpeMe WIM Yak 3ayBeK (Kao IITO je YecTo Ciydaj ca
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HeypoHuma). OBo je yoOwmuajeHo 3a TepMUHAIHO AudepeHuupane henuje. Ycien omrehema
JIHK nonasu mo hemumjckor crapema (enrn. Cellular senescence) u cienctBeHo ymacka y GO

dazy. Y cynporom, n1eoboM oBakBe hennje Moke HacTaTH TYMOP.

G1 ¢a3a je mpBa ¢aza y oxkBupy uHtepdase, koja ce 30Be u ¢asza pacta. OBa ¢aza ce
KapakTepuiie (GopMUpamkeM MHJIHMOHA MPOTEHHA, a KaCHHUje W €H3MMa KOju Ccy MOTpeOHU y S
¢da3u 3a perumkauujy JIHK. Tpajame Gl je Bpio mpoMeHIJbMBO, 4ak M Mely pazauuuTHM

henujama ucte Bpcre. Hanasu ce nog kontposiom p53 rena.(1-6)

S da3za je daza ,,cuntesze’, onnocHo perukanuje JJHK. ITo 3aBpmeTky cBaka XxpoMmatuaa

Xpomocoma capku 1o jenny JJHK.

G2 ¢a3a tpaje g0 ynacka henmje y muto3y. Tokom oBe (aze Takohe mona3u 10 CUHTE3E
MPOTEHHA, YTJIABHOM MHUKPOTYOyJia KOjU Cy HEOIXOJHH Y TMpoIecy MHUTO3e. Tako, HHXUOUIIH]ja

CHUHTCE3C NPOTCHHA TOKOM OBC (1)836, CIIp€uaBa OTIIOYNEHABLC I[CO6€.

Perymanmja hemujckor mmkimyca oOyxBaTa TIpollece KJbYYHE 3a OIICTaHAK henwje,
yKJby4dyjyhn OTKpHBame U MONpaBKy I'eHeTCKOT omTehema Kao u crpedaBame HEKOHTPOJIMCAHE
neobe henuja. 3a ogBujame henujckor HUKIyca HajBaXXKHHjE Cy TPU Ipyle MPOTeHHA: IIUKINHHY,
[uknua-3aBucHe kuHa3ze (eHri. cyclin-dependent kinases CDKs) m WHXMOMTOpH IMKJIWH-

3aBucHUX kuHa3a (eHri. Cdk inhibitor proteins, CKlIs).(1-6)

Huxnmuan cy (amunmja mpoTenHa KOJU KOHTPOJIMINY NENHjCKU IUKIYC aKTUBAIHjOM
€H3MMa [IUKJINH 3aBUCHUX KuHa3a. [locroje aBe rpymne nuknuHa: G1/S HMKIMHY KOJU Cy KJbYYHU
y KoHTpoiu henujckor mukinyca npu npenacky u3 G1 ¢asze y S ¢pazy (Cyclin A/CDK2—- aktuBHI
y S ¢asu; Cyclin D/CDK4, Cyclin D /CDK6, u Cyclin E/ CDK2 — perynumy npena3 u3 Gly S
¢dazy) u G2/M UMKIMHKA KOjJH Cy KJbYYHH y KOHTPOJIM henujcKor nuKiIyca npu npenacky n3 G2

¢aze y M ¢pazy (Cyclin B/CDK1).

[uknuH 3aBUCHE KWHA3e uYnWHE (aMHIM]y TPOTEHMH KHWHA3a YKJbYUYeHUX y henmujcku
mukinyc. CDKs Be3yjyhu ce 3a nukinune ¢popmupajy komiuieke. CDKs cy cepuH/TpeoHUH KUHA3e
koje (dochopunmiry cepuHCKe Tj. TPEOHHMHCKE ocTtaTke cymcrpata. Leland H. Hartwell, R.
Timothy Hunt u Paul M. Nurse cy 2001. roguae moounn HoGemoBy Harpany 3a oTkpuhe oBHX

Mosiekyia. Jlakie, akTUBHpaHM XETepoJuMep YWHU CyOjequHHIla [HUKIMHA Koja HMa
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perynatopay yinory u CDKs cyOjeaununa koja uma katanutuuky ¢yskmujy. CDKs je
HEaKTHBAH JIOK ce He Bexke 3a MuKiInH. [1o BesuBamy nonasu 10 Gochopuanyje 1 mociIeIuaHO
aKTHBaIlMje WIM WHaKTHBanuje oxapeheHux mporenHa. I[locTtoju 4 riaBaHa MexaHU3Ma
koHTponucamwa CDKSs: BesuBame nuknuHa, ¢pochopunannja CAK (CDK-activating kinase),
uHxuburopHa gocdopunanyja, Besubame CKls (Cdk inhibitor proteins). Ce kunaze umajy ATII
Besyjyhe mecto (enri. ATP-binding site) koje ce Hama3u u3Mehy Mamer aMUHO Kpaja U JTyKer
KapOokcuiiHOT Kpaja. Mehytum, ncnuruBama Ha xymaHo] Cdk2 cy mokazana ma CDKs umajy
HEITO Apyradje Be3yjyhe mMecTo y OJHOCY Ha JApyre KuHase, jep T3B. T merspa mpekpuBa
aKTHUBHO MecTo. KibydHH MOMEHAT je Be3MBame IIMKIMHA KOjU CKIamajy T neTsby u ,,0TKpuBajy
Besyjyhe mecto moBonehm no mapumjanHe akThBanuje Komruiekca. J[o MOTIyHe akTWBaIyje
KoMrIutekca nonasu 3axBasbyjyhu CAK koja goBoau 10 dhochopuianmje TpEOHMHA HA TTO3UIIN]H
161 y 6mu3unn aktuBHOr Mecta. CAK (enrn. CDK-activating kinase) akruBupa cyclin-CDK
KOMILIeKC (ochopuialijoM TPEOHWHCKUX ocraTaka Ha nosuiuju 161 CDK mersee. [lakie,
pesummupano, 3a akruBanujy CDK Heomxomna cy nBa kopaka. [IpBo, Be3uBame HUKIMHA 32
CDK, a npyro, dochopunanmja popmupanor xommuiekca cylin-Cdk ox crpane CAK. 3a
pasnuky ona aktuBupajyhe docdopunanuje, naxudbumyha docdopunanuja je Takohe OutHa 3a
perynanujy henujckor nmkiyca. Paznuumte kuHaze u Qocdaraze perynuury HUBO (ocdara.
Taxo, jeqHa oa KMHA3a, IPUCYTHA KOJ CBUX eykapuoTa je Weel kuHa3a koja (ochopunamnmjom
TPEOHWHCKHUX OCTaTaka JOBOIU IO MHXHOUIMje KOMITIEKca. Y cynmpoTHoM cmepy nenyje Cde25

docdaraza koja yknamajyhu pocharay rpymy 10Boau 10 TOHOBHE aKTHUBAIIH]E KOMIUIEKCA.

JIBe moponune rena, cip/kip family (emrnm. CDK interacting protein/Kinase inhibitory
protein) u INK4a/ARF (enrn. Inhibitor of Kinase 4/Alternative Reading Frame) cmpeuasa
nporpecujy hemmjckor mukiyca. Ilomro cy oBu reHu Takohe OMTHH y NpPEBEHLHUjHU TyMoOpa,
MO3HATH Cy W Kao Tymop cympecopu. INK4 mporewnn nenyjy camMo MHXHOHUTOPHO W caMO Ha
CDK monomepe, nok cip/kip mporennu Mory aa aenyjy u Ha nukiauae u CDK, u aktuBamujcku,
u uHxuburopno. Y cip/kip cdamminjy cnagajy remu p2l, p27 u pS57. BesuBamem u
nHakTHBanujom cyclin-CDK xommiekca onu 3aycraBsbajy henujcku nukinyc y G1 ¢asu. Tymop
cynpcopHu TeH pS3 koju ce aktuBupa mo omrehewy JHK (amp. ycnen paawmjammje) je
onroBopan 3a aktuBaiujy p2l. Ca gpyre crpane TGF B (Transforming Growth Factor )
aktuBupa p27 reH. Y INK4a/ARF ¢ammnnjy cnaga pl6, plS, pl8 u pl19. Muxubutop plé ce
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Besyje 3a CDK4 u Ttako 3aycraBiba hemujcku muknyc y Gl ¢asu, a pl9ARF cnpeuasa

nerpamanujy pS53.

3a HOpMAJIHO OJBHjamke¢ helrjCKOT MHKITyca BaXKHA j¢ MHTEPaKIHja IUKINHA, ITHKJIUH
3aBUCHUX KHHA3a U HUXOBHX MHXHOuTOpa (cimuka 11). Ectpanenymapuu curnan (Hop. ¢gaktop
pacra) aktuBupa G 1 nukmmse, Hajmpe Cyclin D1,2,3. Cyclin D ce Besyje 3a CDK4,6
dopmupajyhu komruiekc cyclin D1,2,3/CDK4,6 koju ¢gochopunumie Rb (enrin. retinoblastoma
protein). Xunepdochopunucanu Rb ce oxsaja on komminekca E2F/DP1/Rb u u aktuBupa ce E2F.
AxtuBamja E2F pesyntupa tpanckpunmmjom reHa kao mro cy cyclin E, cyclin A, DNA
polymerase, thymidine kinase utna. [Tapanentno c-Myc Takole 10BOM 0 TPaHCKPHUIIIIH]jE TeHA 3a
cyclin E u cdc25A. Cana ce Cyclin E Besyje 3a CDK2 dopmupajyhu kommieke cyclin E-CDK?2
koju goBoau jao mpenacka hemuje uz G1 ¢asze y S. Cyclin B ca cde2 (omrocHo CDKI1 xon
cucapa) popmupa cyclin B-cdc2 kommieke koju noBoau o mpenacka uz G2 ¢aze y M ¢a3sy.
AKTHBaIIMjOM OBOT KOMIUIEKCA J0JIa3H JIO TMOAeIe jenapHe MeMOpaHe U modeTka npodase, 10k
HETOBOM JICAKTUBAIIM]OM IpPeCcTaje MUTO3a. PeTnHOOIacTOMa MPOTEUH MPEBEHUPA PEIUIUKALIN]Y
omrehene JIHK tako mro uaxubupa E2F Tpanckpunuuonu ¢gaxtop Koju OM MHA4Ye TOBOJHO 10
nporpecuje henumjckor mukiyca, ogHocHO mpenacka y S ¢daszy. Kaga nohe Bpeme 3a ynazak y
HapeaHy ¢a3y u HactaBak nukiyca, cyclin—-CDK kommiekc pochopunume pRb. 3a nnunujanny
dochopunanujy je 3acmyxkan kommiekc Cyclin D/CDK4/CDK6, a 3atum Cyclin E/CDK2.
3naun, pRb ocraje ¢dochopunucan Toxkom S, G2 m M ¢paze. Hacympor oBome, Yy
xunodochopriIcaHoM cTamy, pRb aeiyje kao TyMOp CyIpecoOpHH MPOTEHH KOju OHEeMoTryhasa
nporpecujy henmjckor mukmnyca. Jlakme, mo npumamy curtana Gl cyclin-CDK komrmutiekc ce
aKTHBHpa W OTIOYHMIbE Ja mnpurpema henujy 3a Hapenny ¢asy. Jlomasu 1o ekcrpecHje
TPAHCKPHUMIMOHUX (hakTopa MOTPeOHUX 3a CHUHTE3y S NMKIMHA M €H3UMa HEONXOJHUX 3a
perumkanujy JTHK. OmHoCcHO, 10 yOMKBUTAIM]je W MTPOTEO30MAJTHE JIeTpajalije MpoTenHa KOju
nenyjy uaxuoutopHo y S ¢aszu. Axrusupan S cyclin-CDK kommiekc gocdopumuiie nporenHe
MPepeILTUKAIM]CKOT KOMITIeKca Koju Hactaje Ha opupmHuma JIHK wmonekyna (enrnm. DNA
replication origins) Tokom G1 ¢daze. Pochopunanuja uma 3a 1HIb 1a aKTUBHpa Beh GpopmupaHu
MIPEPETUTMKAIM]CKH KOMIUIEKC, OJHOCHO Aa crpedd (opmupame HoBor. Ha oBaj HaumH ce

OocHWTrypaBa Jia ce€ CBaKH JIe0 T'eéHOMa peIuIhKyje camo jeaHoM. To je Beoma OWTHO 3Hajyhu ma
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khepka henmja k0joj HemocCTaje €0 WIM CBH KJbYYHH T'€HM YMHUpPE, a HHMXOBOM MYTAallljoM

omoryheHa je HekoHTposrcaHa henujcka aeoda u kanmeporeHesa.(1-6,66)

KoHueHTpauuja

I I I I "

G1 hasa S daza G2 hasa MwuTto3za

cauka 11. IIukJIMHY ¥ MUKJIUH 3aBHCHE KMHAa3e

1.1.4. MoJiekyJICKa OCHOBA M CEMUHAIHA]jEe TYMOpa

CBaka reHeTcka NpoMeHa ,,lIpojia3u’” KIOHCKY ceiekiujy. IIporpecuja Tymopa je aHajorsa
JIapBUHOBO] CeNeKIUju. Y OKBUPY TYMOpPCKE Mace aoMuHHUpahe KIIOHCKa IomyJandja ca
(EeHOTUIICKMM MPETHOCTHMA Y OHOCY Ha Jpyre KIOHOBE: ayTOHOMHja pacTa, HEOCETJHUBOCT Ha
WHXUOUTOpHE CHTHaje, ,u30eraBame” amomnro3e W Japyre. MeracTasupame TNpeacTaBiba
NOCNIEAY KOpaKk y mporpecuju tymopa. Kao m kon Tymoprenese, Tymopcke henmje ca
METACTAaTCKUM KaIlal[UTeTOM HAcTajy MpoIecOM aHAJIOTHUM JlapBHHOBOj MPHUPOJIHO] CENEKIHUjH,
Kojy omoryhaBajy renercke mpomeHe. [IOMWHaHTaH KJIOH TyMOPCKHX henwja y mpuMapHOM
TYMOpPY KpO3 CE€pHjy TE€HETCKHX IpOMEHa CTHUYe ,,eBOJYTHBHY NPEIHOCT  Tj. CIOCOOHOCT
MeTacTa3upama.

Jlpyra Teopwja cmarpa Ja MeTacTa3e HacTajy oA MalloOpOjHUX ,,METacTaTrcKux ¢opmu’ y

npuMapHuM TymMopuma. Ilo oBoj Teopwju Hemajy cBe hemmje mpuMapHOr TymMOpa HCTH
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MeTacTaTcku kananuter. CrmocoOHOCT MeTacTa3upama He Jaje OBUM helrjaMa MpeIHOCT y pacTy
T€ OHE YMHE MaJly MOMyJalnjy YHyTap IpUMapHOT TyMOpa.

TpanckpunToMm mpencTaBba MpoduUi aKTHBHUX T€HA y jeaHo] henuju. YMOpeaHOM aHaM30M
TPaHCKPUIITOMA HEMETACTATCKUX M METacTaTCKHUX heiHja mpuMapHOT TyMopa HUAESHTH(UKOBAHO
je 15 mo 70 rena (Opoj rena Bapupa oj BpCTe TyMopa) KOju Je(UHMINY Pa3iIUKy y COCOOHOCTH
MeTactazupama. CTora, CTHUIake METACTaTCKOT KamaluTeTa MOoJpa3syMeBa CEpHjy TeHETCKUX
npomeHa.(67)

3a cTUIame METacTaTCKe CIIOCOOHOCTH MOTpeOHa je aKkTHBaIMja JOAATHHX ,,METACTATCKHX
e(eKTOPCKUX I'eHa™ WIM MHAKTUBAIMja ,,METaCTaTCKUX CYNpecopckux reHa“. OBe MmpoMeHe ce
JIeIIaBajy Ha TeMeJby TeHETCKH M3MEHmeHe henmje, Koja je y mporecy TyMmopreHese. Hexonmko
,,METAaCTAaTCKUX CYMPECOPCKUX reHa’ uaeHTU(UKOBAHO je 300T CMamema eKCIpecHuje y hennjama
ca METacTaTCKUM KamaluuTeToM, y mnopehemy ca TymopckuMm henujama 0e3 crmocoOHOCTH
MaTacrazupama. Peekcrpecuja ,,MeTacTaTCKUX CYMPECOPCKUX TI'eHa™ y TYMOPCKHUM hesujcKum
JMHHjaMa CMambyje METAcTaTCKH KamaluTeT OBHX henwja, in vivo, 0e3 yTulaja Ha ocTaie
ocobuHe Tymopcke hemnuje.

[Tpouec ¢popmupama MeTacTase, JaHac ce yoOU4ajeHoO 30Be MeTacTaTcka kKackana. OBy Kackamy
caunmaBa cepuja Mel)ycoOHo 3aBucHuX gorahaja:

1. onBajame henmje o mpuMapHe TYMOPCKE Mace

2. npobujame OazanHe MeMOpaHe U 1071a3aK y HUPKYJIaLujy

3. IpeKMBIbABALE y IUPKYJIALNjU

4. excTpaBasalyja y mapeHx1uMe opraHa

5

. OCETJPMBOCT Ha MapakpuHe ¢akTope pacrta, mpoiudepalrja u aHrHoreHe3a

ExcnepuMeHTanHO je MMOKa3aHO Ja HAKOH WHTPABEHCKE alljIMKalHje BpJI0 METacTaTCKUX
tymMopckux hemmja, camo 0,01% dopmupa wmeracrarcke Kkojouuje. bpoj mupkymumryhux
TyMOpCKUX henuja Kopenupa ca BETWYMHOM NMPUMAPHOT TyMOpa, W3 Beher Tymopa onBaja ce
BUIIE TyMOpCcKuX henmuja. MehyTtum, O6poj nupkynumyhux tymopckux henmja He Kopemupa ca
KIMHUYKAM HCXO/0M MeTacraza. HemoryhHoct Tymopckux hemuja 1na  KOMIUIETHPAjy
METAacTaTCKy KacKaqy IeJoM je 300T YMI-CHHIE JIa je 3a YCIEeIHO (popMHUpame MeTacTaTcKe

KOJIOHHj€ TTOTPpeOHO HEKOJIMKO BeoMa KOMIUIEKCHUX M MelycoOHO moBe3anux pgorahaja. [Ipema
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ToMe, foral)aju yKJbYUeHH y MaTaCTaTCKy Kackaay Takohe mpecTaBibajy MpoLeC CeNeKIHje, Kao
kox JlapeuHoBe Teopuje eBonyije. Camo oHe TyMOpcke henmje koje cTekHy oTpeOHEe TeHETCKE
MIPOMEHE MOTY YCIIeITHO 1a (opMupajy MeTacTaTCKa KapHIITa.

Hpyru pasnor HemoryhHocT TymMopckux henmja ga KOMIUIETHpajy METacTaTCKy KacKagy jecte
na BehuHa TymMopckux henuja xoje qocmejy y IUpKyJIaujy jecy y npouecy ymupama. Tymopcke
henuje y mupKynanuju KapakTepuiie ABOCTPyKo Beha CIIOHTaHa aronrto3a y OJHOAY Ha HUCTE Y
npumMapHoM Tymopy. Hucy cBe mmpkymnminyhe Tymopcke hemmje MeTacTaTcKé KOMIIETEHTHE,
CIIOCOOHE J1a KOJIOHN3Y]Y YJaJbeHEe OpTaHe.

Toxom 1889. Stephen Paget je moctaBHoO ,,ceMe M 3eMJbUINTE (€HIN. seed and soil)* Teopujy
MeTacTazupama. Paget je mpuMeTHO Aa HEKH TyMOPH Jajy MeTacTase y Crelu(puIHuM OpraHuMa
M J1a MECTO MeTacTasupama HHje ciaydajHocT. CmaTpao je Ja Ha MeTacTa3upame yTHYe
MHUKpOCpPEMHA IIMJbHOT opraHa. OBy TeopHjy je ocnopuo James Ewing, KOju je cMaTpao jJa Ha
JIOKaJHM3alMjy MeTacTaza yTH4y aHaTOMCKHM II0JIOXKa] MPUMAapHOT TymMopa M Iupkynanuja. Ose
7IBE TEOpHje HEe MCKIbYUYjy jeHa OPYyTy Y MOTIYHOCTH W HOBHja UCTPaKHMBama MOAYIHUPY 00€
teopuje. Haume, npeHupame MOpPTHE IUPKYJIAlMje KPO3 jeTpy YMHU OBA] OpPraH IPUMapHUM
MECTOM MeTacTa3hpama Y3HANpeJOBAINX KOJOPEKTATHUX KapuuHoMma. AuM, Takohe je
noTBpheHo 1a MUKPOCPENHA jeTpe YTHUE Ha pacT METaCTaTCKUX TYMOPCKUX henuja mpexo jorr
YBEK HEHCTPAKCHUX MEXaHHU3aMa.

[TokperspuBOCT TymMOpckmx henuja je BeoMa BakHA KOMIIOHEHTa WHBA3WBHOT (peHoTHIIA.
[IpumapHu TAaTOXUCTONOMIKKA JoTahaj y mporpecuju TymMopa je mpoOHjame enuTeaHe Oa3aiHe
MeMOpaHe M JI0CTIeBalke TYMOPCKUX heiMja y cTpoMaliHy cpeiuHy. 3a pas3iuKy o] OCHHUTHHX,
MaJIMTHE TYMOpE KapakTepuile ryOouTak 6a3anHe MeMOpaHe OKO MHBa3UBHOI TYMOPCKOT TKHBA.
Kana ce jemHom wmHTerpurer 0OasamHe MemOpaHe Hapymw, Hemoryhe je oapeautu Opoj wim
JIOKaJIu3alnjy TYMOPCKHX henuja Koje cy ce OABOjHIIe Ol MPUMApHOT Tymopa. VHUIMjaTH!
norahaj y nokpetspuBocTH henuja jecy mpomene y henmjckoj aaxe3uBHocTu: mehyhenujcke Bese
u uHTepakuuje hemuja ca excrpanenynapaum Matpukcom (ECM). Tymopcke henmje cmamyjy
Opoj ¥ MHTEH3UTET henMjcKUX W MaTPUKCHUX Be3a Y IHMJbY OJ[Bajarka O] MPUMapHE TyMOpPCKE
Mace. Mehytum, y kacHujuM (a3zama MeTacTaTcke Kackajie, TyMOpCKe henwje mojadaBajy
aZixe3uBHe MHTepakuuje ca cycenqnum henujama u ECM. [Iporeonurnuko pemonenupawme ECM

cMaTpa ce BaXHUM KOpPaKOM y MeTacTaTckoj kackaau. Tymopcke hemuje mopajy na ce kpehy
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KpO3 BE3MBHO TKHBO: Oa3asHy MeMOpaHy u welyhenujcku marpukc na OM CTUTIH 10
mupkynanyje. Mako cy MHOre mporease YKJbydeHE y OBaj mpollec, HajBehu 3Ha4aj ce mpuaaje
MetanonporenHazama- MMP. MMP u wuxoBu cieninuIHN HHXUOUTOPH, TKHBHU MHXHOUTOPH
MeaJIONPOTENHAa3a Urpajy 3HauajHy yJory y ¢usuonomkom pemonenupary ECM. Jlo nanac je
ormucano 26 MMP u 4 TkuBHA HHXHOUTOPA KO JbYAH U KUBOTHUIHA.

Pact m mporpecwja Tymopa 3aBHCE O] YCIOCTaBJbama aJCKBATHE CHAOJIEBEHOCTH KpBJIbY.
[ToTpeban je HacTaHAK HOBMX KPBHUX CyJIOBa Jla Ou ce ucrpaTtuie norpede pactyher tymopckor
TKHBa. AHTHOTEHe3a je Mocieauiia AucOallaHca TPO- U aHTH-aHTHOTEHETCKHX MOJICKYJa Y
TKUBHO] MuKpocpenuHu. Tokom 1971. Folkman mocraBiba Temesbe 3Hauaja aHTHOTEHE3E 3a
nporpecujy TyMopa. 3akjpyuyje a COMMIHN TyMOpH Hehe pacTu mpeko BennduHe o 1-2 cm 6e3
JoJaTHE CHAOJEBEHOCTH KPBJbY- KPBHUM CyJIOBHMA. J[aBame aHTH aHTHOTEHETCKHUX areHaca
CYNpUMHUpa JaJby HEOBACKyJapu3alHjy TymMopa M PacT TyMOPCKE Mace, IITO HEMOCPEIHO
notBplyje Teopujy. AHTHOTEHe3y YUHU cepuja norahaja koja Boau 1o noehama cHabeBeHOCTH
KpPBJBY Y TYMOPCKOM TKUBY. Tymopcke henuje xao u Tymop uHpuiaTpuiryhe hemje nmyHcKkor
cucteMa jaomahMHa CceKkpeTyjy aHTHOTeHEeTCKe (akTope pacTa, KOjU C€ 3aTUM Be3yjy 3a
cnenu(UYHE pelenTope Ha EHAOTeTHMM henujama. OBa JIMraHI - PEUENTOP HWHTEPAKIIH]ja
J0BOJIM JI0 Tponudepalyje eH1oTena, MArpaluje, MHBa3uBHOCTH M, Ha Kpajy, 10 (opMHpama
KalmIiapHux cyaoBa. [Ipo-aHrHoreHeTcka aKTHBHOCT je y OajaHCy ca akTHBHOIINY aHTHU-
aHTHOTEHETCKUX MoJsieKyna. Kama ce G6amaHc momepu y KOPHUCT MPO-aHTHOTEHETCKUX (akKTopa,
HAcTajy HOBU KPBHU CYJOBH. AKTHBHOCT MpPO-aHTHOTEHETCKHX (pakTopa MOTry na moBehajy
XHIIOKCHja, HU3aK pH, MUTOKMHM, (HaKTOPH pacTa, BEJIMYWHA TYMOpPA, OHKOTCHU WU TyOUTaK
(byHKIMjEe TYMOp CyIpecop reHa.

Virchow je npBu OTKpPHO JICYKOLIUTE Y W Ha TpaHUIM TyMOpckor TkuBa 1863. Jlanac ce 3Ha ma
TyMOp- acorupanu Makpodaru (TAMs) ynHe Behu J1€0 JIGYKOIUTHOT MHPUITPATa OKO MHOTHUX
TyMopa (M mpumMapHuX U MeTactaza). TAMs umajy OpojHe QyHKIHje, yTUYy Ha pacT Tymopa
JIBOJaKO: MPOTPECUBHO M perpecuBHO. Makpodaru uMajy BakHy YJOTY Y aHTHOT'€HE3H TyMopa.
Onu Mory aa MHIYKYjy pacT ¥ pa3Boj KpBHUX CyJO0Ba Ha BUIIe HaunHA. Makpodaru TUpeKTHO
CeKpeTyjy mpo-aHruoreHeTcke (akrope. [lanac je mo3naro mpeko 20 MOJIEKyJia KOje CEKPETY]y
Makpodaru a yTudy Ha nponudeparujy, MUrpanujy u audepeHnujanujy eHaoTenHux hemnmja:

Transforming growth factor-o. and —pf, insulin-like growth factor-1, PDGF u VEGF. Maxkpodaru,
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takohe, momudukyjy ECM. I'paha ECM ytude Ha pacT HOBUX KPBHHMX CyZoBa. Makpodaru
pemonenupajy ECM mpoayKiujoM HEKHX KOMIIOHEHTH HCTOT HMJIM CEKperjoM mpoteaza. OHu
aKTUBHO CHHTETHINY MeTtajgonporenHaze MMP-2 u MMP-9, koje cy Beoma akTHUBHE Y

HEOBACKYJIapH3aIiju MHOTHX TyMopa.(68,69)

1.1.5. Maruune heauje Tymopa

[To3naTo je ma KOHBEHIIMOHAJIAaHA XeMOoTeparuja Aenyje Ha nudepeHnupane hemuje u hemuje y
nporecy nudepeHnujanyuje, aau He U Ha MaTtuuHe hemwje Ttymopa (enrn. Cancer stem cells,
CSCs) koje cMO, BUXOB HACTaHAK W 3HAYa] y KaHIEPOTeHE3W, JeTajbHHje OIMUCAIH Y OBOM
TMIOTJIaBJbY.

Matudase henuje Tymopa ce Ha3UBajy myMOpcKuM jep ce U30Iyjy U3 TyMOpa, a Mamu4Hum jep,
Kao W HOpMajiHe MaTW4He henuje, MMajy cmocoOHOCT caMOOOHaBJbama W AUQEpPEeHIHjaIrje y
pasznuuute TuUnoBe henmuja. OHOCHO, 4YMHE cyOnomynanujy TyMOpcKuX henuja koje cy
OJrOBOpHE 3a HAacTaHaK pelHMIuBa M MeracTaza Tymopa. [IpenMer OpojHMX MEIMIMHCKUX
UCTPaXMBama je yTBphUBame CIMYHOCTH W pa3ivKa u3Mel)y TyMOPCKMX W HOPMAaJHHX OpTraH
cnenuduuHux MaTHYHUX henuja. Takohe, mocraB/ba ce MUTame Ja U OBE henuje MoTU4y O
MaTUYHUX henuja koje cy wusrybusne wmoryhHocT perynanmje mnponudepanuja, HIA O]
MPOTCHUTOPCKUX helnurja Koje cy CTeKiIe CTOCOOHOCT CaMOOOHABIbamA.

Bonnet u Dick cy npsu, 1997. rogune y Nature Medicine, 06ajBuiu pag o MaTnaHAM henujama
tymopa. OHM Cy HM30JI0BaJid JieyKeMHjcKe henuje Koje eKCIpPUMHUPAjy TOBPIIMHCKH MapKep
CD34, a wnenmocraje um CD38. Jlakne, ayTopu cy MOTBpAMIM Ja oOBa CyOmomyJsamuja
CD34+/CD38- henuja Mmoxe HHALUPATH HacTaHak Tymopa kog NOD/SCID mumeBa. Cmatpa ce
na CSCs koje nMajy crmocoOHOCT hopMHpama TyMOpa, YHHE CaMo jeJaH MaIH 0 OJ1 YKYITHOT
Opoja Tymopckux henuja. Tako HIIp. y aKyTHO] MH]jEIIOMIHO] JICYKEMHjH KOJ YOBEKA YNHE MAme
ox 1 nma 10.000 henmuja. XuCTONOMIKH, MHOTH TyMOPHU CY XETEPOTCHH CApPKE BHUIIEC PA3THIUTHX
tunoBa henmja. Kako ce oBa XxeTeporeHoOCT 3ajapkaBa U y yAaJbeHHM MeTacTa3aMa, MOXe ce
3aKJbYUMTH Jla BUILE TUIOBa henuja HacTaje o1 U3BOpHE TyMopcke maTuyHe henmje. Jlakie, kao
u HopManHe (HetymMopcke) maruuHe henmuje, 1 CSCs Cy TOTEHTHE W MOTy JaTH BUIIE

paznuuuTtux Trnosa hemuja.(70)

42



[TocToju BHIIE TeopHja O MOPEKITYy TYMOPCKHX MaTWYHUX henuja: moctoju MoryhHOCT J1a HacTajy
MYTaIlijoM MaTHYHHX henrja, mporeHuTopckux henmja u repmuHanHo audepenuupanux hemnuja.
ITocToje nBe Teopuje koje ommcyjy moryhm Hacranak CSCs: TeopHja TyMOPCKHX MaTHYHUX
henuja u cToxucTUYKa TEOpHja.

[Ipema mpBOj TEOpHjU TYMOPCKO TKHBO pPacTe Kao M Jpyra HOpMallHa TKHBAa OpraHU3Ma.
OpnnocHo, ox MaTuuHe henmje (Koja je XujepapXujCKH HajBHINA) HACTAj]y MporeHuTopcke henwmje,
a o1 mUX audepeHupane wim crnenujanu3oBane hemwje. Ilpu Tome, matuune henuje nmajy
crocoOHOCT camooOHaBbaka. OgHOCHO Aeobama nosehaBa ce Opoj n MaTuuHuX henuja u TA
(Tpam3uTHUX nojauaBajyhux henuja). TA ce nene HEKOMUKO MMyTa, a 3aTUM /1ajy AU(EepeHIUpaHy
henwnjy koja Bume Hema MoryhHOCT Jesbema. 3Ha4H, mpemMa oBOj Teopuju popMupame Tymopa je
OpraHu30Ba MPOIIEC TIe 0J1 TyMOpcke MaTu4He henuje Hacrtajy cBe henmje Tymopa.

[Ipema 0oBOj Teopuju, KaHIEpCKe MaTHUYHE henuje HacTajy caMO KOHBEpP3MjOM W3 HOPMAaITHUX
MaTHYHUX henuja 300r Hactanux OpojHHX MyTanuja. Jlakie, mpemMa oBOj TEOPUjU TYMOPOT€H3a
MOYNE HATOMWIABAEEM MyTalldja y jeIHO] BPCTH MaTHYHHX henmuja W3 KOJUX HACTajy
TyMOpCKe MaTu4He henuje, 0THOCHO KacHHU]€ 11e0 TYMOp.

3a pasnuKy Off IPETXO/HE TeopHje, MpeMa CTOXUCTHUKOj- cBaka henuja Tymopa uma MoryhHoCT
u neobe U camooOHaBJbama. Jlakie, popmupame TymMmopa HHje OpraHu30BaH U ypehen nporec u
M0 TPUHIMITY CIy4ajHOCTH (CTOXMCTHUYKH) JOJIa3d WM A0 JudepeHIujanrje Hiu
camooOHaBJbama henmja Tymopa. TauHuje, HajBaKHUJU PA3JIOT je HAjBEpPOBATHHjE MyTalHja H
nopemehena ¢ynknuja pS3 reHa, y Ouno kojoj henuju opranmsma (a HE camMO Yy MaTHYHUM
henujama) mTo pe3ynTupa HaCTAHKOM TYMOpPCKe MaTu4He henuje, ma u ueiaor TyMopa.

Jlakiie, pe3uMUpaHo, MpemMa MpBOj TEOPUjU TyMOPCKE MaTH4HE henmuje ¥ TYMOp MOTY HacTaTH
caMo MyTalMjamMa y MaTWYHMM henmjama, a mpema Japyroj — cBe hemuje opraHusma uMajy
MOTEHITM]aJl 3a KaHIleporeHe3y. BepoBaTHo 1a Cy W jeHa U ApyTra TEopHja TayHE, Y 3aBUCHOCTH
o Bpcte TyMopa. OJTHOCHO, HaCTaHAK HEKUX TyMOpa ce BEpOBaTHO 00Jbe 00jallmbaBa TEOPUjOM
TYMOPCKHMX MaTHYHHUX henuja MOK ce pa3Boj Ipyrux Tymopa 0ojbe oOjalrmhaBa CTOXHCTHUYKOM

Teopujom.(66-70)
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1.1.6. Annonro3a

ArmnonTo3a, Uiy mporpaMupaHa hemmjcka cMpT, je TeHETCKH peryjncaH oONuK hemujcke cMpTH
KOjH je, y HOpMaJTHUM OKOJIHOCTUMA, YKJbYUEH Y OpraHOTreHe3y, TKUBHY XOMEOCTa3y U Yy MpOLEC
ca3peBama JIMM(OIUTA Y IEHTPATHUM JIMM(DHUM OpraHuMa, OJHOCHO Ba)KaH je 32 CITUMUHAIIN]Y
ayTOPEaKTHBHUX KIIOHOBA. ATIONTO3a Takohe CIy’)KM M Kao 3alITUTHH MEXaHHW3aM, CIpedaBa
pa3Boj TyMopa. ANONTO3a CE MOXKE AaKTHBHpAaTH Kao OJArOBOpP Ha CIOJbHE Hajapakaje,
yKJbydyjyhu u pazauuure (akTope pacra, WIH Kao OATOBOP Ha JIGjCTBO HEKOIMKO TOKCHYHHX

areHaca, ykJbyuyjyhu u xemuorepaneytuke u jouusyjyhe spaueme. (71,72)

VY amonTo3u, 3a pa3nuKy oJ henmjcke Hekpo3e, hemuja ce cmamyje M KOHICH3Yje, a
kapaktepuie je ¢parmenranuja jemapue JIHK. Ilocroje mpumpemibeHa W HenmpumpeMIbeHa
amonto3a. [Ipunpemsbena amonTo3a je mpoHaleHa y Behunu henrja xematornoesse j103e, Te Cy
CBH €()eKTOPHM MOJICKYJIH jaCHO W3paXCHW yHyTap henmuje TOKOM HEHOT HUKIyca. Y OBHM
henujama mporec amonro3e ce nmokpehe 6e3 MpUCTyNamba TPAHCKPUIIMJU T'€HA 33 amonTosy. Y
HENPHUIIPEMJBEHO] alloNTO3M, TPAHCKPHUIINIHja TeHA je MOTpeOHa, a MpOoIec Ce OJBHja CIIOPH]je
HEro y MPHUIPEMJBbEHO] amonTo3u. Y OBOM ciydajy henwje ycmemHo mpoly kpo3 jeany dasy

henujckor nukiryca, 10K y HapeaHoj (as3u ymnasze y mpotec anontose.(73,74)

Wunykuyja anonTto3e o0yxBaTa aKTHBAlMjy LIMTOCOJIHUX €H3MMa 3BaHMX Kacmase. Kacmasze cy
[IUTOIUIA3MATCKE LUCTEMHWI- aclapTaTHO CIeHu(HUYHE EHAONpoTea3e Koje YHHUIITABAjy
€CCHLMjaJIHE CTPYKTYpHE KOMIIOHEHTE YyKJbyuyjyhu reHercku wmarepujan henmje. Tako cy
Ha3BaHE 3aTO IITO IIETNajy cyOcTpare ca acmapTaTCKUM KHCETMHCKHM octanuma. Kacmase cy
MPUCYTHE y IuToruia3mMu Behune henvja y mHakTHBHO] (hOpMU, Ka0 MPOEH3UMH. AKTHBUPA]Y CE
KaCKaJHO MPOTEOJIUTUYKUM IIeTamkeM, a PEeocie] HBUXOBE aKTHBAlMje 3aBUCH OJ HAayMHA
nokpeTama anonro3e. OBa NpOTEOJIMTHYKA KacKaaa, y K0joj jelHa Kacmas3a akThBHpa cienehy,
rojadaBa anonTOTCKU CHTHAI U CIIEJACTBEHO BOIU Ka Op30j hemmjckoj cmptu. JlaHac je mo3HaTo
14 xacmasa koje ce o3HauyaBajy peaHuM OpojeBuma 1- 14. Heke kacmasze (QyHKIIMOHHIIY Kao
WHUIjaTOPCKE, 3amodyumy mporec amontoze (2-, 8-, 9- u 10-), Heke (QYHKIMOHHIIY Kao
eeKTOpHE WM U3BPIIMONM, Ienajyhu MHore cyocrpare (3-, 6- U 7-), a HEeKe Kao 3amajbeHCKe

kacnase (75-77).
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[TocToje nBa rIaBHA MyTa UHAYKOBAaH-a alloONTO3€: YHYTPAIIHHU My T (T3B. MUTOXOHPHUjAJIHU TYT)
U CIoJballlibl TMyT (TIPEKO T3B. penenTtopa cMpTH). MehytuMm, nanac ce takohe 3Ha na cy aBa
noMeHyTa nmyTa Mel)ycoOHO moBe3aHa U Jja MOJIMKYJIM aHTaKOBaHU y JEIHOM MOTY J1a TIOKPEHY U

Apyru curHanHu myT.(78)

3a moKpeTame YHyTpallJbeI IyTa afonToTe BaXKHAa je IMpPOMEHa HHTerpurera MeMmMOpaHe
mutoxoHapHja. Omrehema JIHK nokpehy anonTosy came henuje. OBakaB yunHaK nMma: rperika
y peIuKaiuju, AejcTBO joHu3yjyher 3pauema, XeMUOTEpareyTHIM, JICKOBH IOMYT aHaiora
Hykieosuna u Opojum JIHK- peakTnBHM TOKCHHH. PeakTHBHM KHCEOHHYHH PaAJMKAIU KOjH
HacTajy Kao MPOAYKTH aepoOHOT MeTabojau3Ma MOTY aKTHBUPATH amomnToly aenyjyhu Ha
IIPOMEHY MepMEeadMIIHOCTH MeMOpaHe MUTOXOHApHja. CBH HaBElIEHU CTUMYIYCH Y3POKY]Y
NIPOMEHY HHTETpUTETa YHYTpallkhe MUTOXOHIpPHjaiHEe MeMOpaHe, IITO pe3yJiTyje OTBapameM
,,TIOpa MHUTOXOHJIpHjaTHOT TpaHcmopra® (eHri. Mitochondrial permeabillity transition MPT
pore), TYOMTKOM TpaHCMEMOpaHCKOT TMIOTEHIMjajla H ocjio0ahameM Mpo-armonTOTOYHUX
npoTtenHa y uutocoi. Hakon ocnobahama y nuromnasmy, nuroxpom C ¢opmupa KOMILIEKC ca
SH3UMOM Ha3BaHMM aronTto3a akTuBupajyhu ¢akrop-1 (Apaf-1). Kommiekc aktuBupa kacmazy-
9, Te 3ajemqHO ca HOM TIpaJH aronTo30M KOjH aKTHBHpa Kacrmasy 3, e(peKTOpHU MPOTEHH KOjH
n3a3uBa Jerpamanujy hemnuje: cede aKkTHHCKE HUTH IUTOCKeneTa, henmuja ce oxamaja, OyOpw,

n30ouyje ce muazMa MmemopaHa- oABajajy ce mexypuhu (blebs), amonroTrcka Tenarima.(75-79)

KoHTpony u perynanmjy amnonTo3e MUTOXOHIPHjATHUM IMYTEM CIPOBOJIC MOJICKYJIM YIAHOBH
Bcl-2 ¢ammiuje nmporenna. OBUM HPOTEMHH KOHTPOJIMILY MEpMEaOMIIHOCT MHUTOXOHJPH]jaTHE
MeMmOpane. Mory OWTH IpO-aroNTOTUYHNA M aHTU-aoNTOTHYHH. J{0 maHac, uneHTuduKoBaHoO je
25 rena y Bcl-2 ¢pamunuju. Heku on anTu-anontotnyHux mojekyna cy: Bcel-2, Bel-x, Bel-XL,
Bcl-XS, Bel-w, BAG, a veku ox npo-anontotuunux cy Bcel-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik u
Blk. IIpo-anonToTHYHU NPOTEUHH BE3Yjy C€ 3a CHOJballllby MEMOpaHy MUTOXOHApHja, Memajyhu
joj maTerpHUTeT. PesynTar je yBehame MpONMyCTIBUBOCTH MHUTOXOHIpPHjaTHE MEMOpaHe yia3zak
jona Ca2+ um ociobahame HEKOJHMKO MPOTEMHA W3 MUTOXOHApHja, YKIbyuyjyhu muroxpom C.
Crnospammu myT anonTto3e mokpehe ce Be3WBameM CUTHAIHUX MOJIEKYJa 3a TpaHCMEMOpaHCKe
peuentope. Hajoospe onucanu peuentopu (perentopu cMpTH) NpHUnagajy dpamuinuju dakropa

Hekpose tymopa (TNF) y koju ce yopajajy peuenrtop 3a TNF, Fas, CD40. To cy XoMoTpuMepHH
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MOJICKYJIM YHjU Cy EKCTpalenayJapHU JeJOBH OOraTH LUCTEMHOM, a IIMTOIJIa3MaTCKH JICIOBH
cagpxe oko 80 aMHHO KHCEIHMHA U NPEACTaBIbajy T3B. foMeHe cMpTu. OHU Urpajy BaKHY YJIOTY
NpEHOIIehY CUTHANa cMpTH ca henmjcke MeMOpaHe Ha MHTpaleIyIapHu curHaiHu cucteM. Of
MO3HATHJUX JIMTaHaJa W oArosapajyhux peuentopa cmptu usnasajajy ce FasL/ FasR, TNF-o/

TNFR1, Apo3L/DR3 (78-80).

Cepmja morahaja TOKOM MHAYKIHjE amonTo3e Moxe ce oOjacHuTH FasL/ FasR muTepakmujom.
BesuBame nurannma cmptu (Hmp. Fasl) 3a penentop cmptu (Fas) rpynume peuentop-
perenTopcke TpuMepusanuje. Tpumepusanuja uae npeko agantopHux nporemHa FADD (Fas-
Associated- Death- Domain- Protein). 3atum FADD Be3syje nHakTuBHY (popMy Kacmaze-8 u
aKTUBUpa je. AKTHBHA Kacma3a-8 3aTHM aKkTUBUpa Kacmasy 3, eeKTOpHU MPOTEHH KOjU h3a3uBa

nerpaganujy henuje. Anmonrorcku nmyt npeko TNF nuranna u perentopa civ4as je OMUCaHOM.

Omrehewe Mutoxonapuja y FasL/ FasR curnannom myTy mocpenoBaHa je akTHBAaLMjOM IpO-
anonrrormyHor Bid mporenmHa kacmazom 8 mTo je mobap mpuMep YKpIITama CHOJbAIIBEr U

yHyTpalmer myTta amnonrtose.(79,80)

1.2. KNMHUYKH acneKT KapuuHoMa 1miyha

1.2.1 EnuaeMuo/I0IIKH MOAANMA U €THONATOTeHe3a KAPUMHOMA
miayha

Beh nexomuko nenenmja, kapuuHOM Tutyha Hajuemhu je y3pok o0ojieBamba M yYMHpama Off
MaJIMTHUX TyMOpa mupoM cera. Kox MyImikapana mupoM cBeTa H Jajke je Hajuemhu KapIimHOM,
a KOJ JKeHa 4YeTBPTH Hajyellnd MaluTrHA TyMOp M JpYyrd Hajuemhu y3poK CMPTH O
MaJIMTHATETa. Manurau tymopu Tutyha u OpoHxuja Boaeha Cy ManWrHa JIOKalIW3andja u y
oboneBawy (21,3%) u y ymupamwy (31,3%) mehy mymxapuuma. [locie kapunHoma aojke,
KOJIOHa U peKTyMa, kapuuHoM Iuiyha je tpehu (8,1%) mo ydecramoctu y3pok oOoiieBama U
nocie paka jaojke, apyru (12,1%) y3pokx ymupama mel)y keHama ca JMjarHO30M MAaJMTHE

oomnectu. (81)
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[lymeme mayBaHa IJIaBHU j€ jeAaH Of IVIaBHUX (akTopa pH3MKa 3a HacTaHak paka ruryha.
[Tymaun umajy 20 myra Behy BepoBatHohy nma oboine on paka muyha y ogHOCY Ha Hemymiaye.
[Iymiemwe je oAroBopHO 3a HacTaHak paka Iuryha xox npubmamxao 90% mynikaparna u 80% xeHa.
Bepyje ce nma mely momoBuma mocToje pasziMKe y OCETJbUBOCTH Ha KaHIEpOTeHE edeKTe

JyBaHCKOT auma. (82)

Pagon ce cmarpa apyruMm HajBaKHHjUM Yy3poKoM paka ruiyha. IlpouemeHo je na je panoH
oarosopa 3a 2-9% mojaBa paka miuyha y 3emspama EBpome. Kanneporenu yumHak panoHa
MYJTHILTUIAPA € KOJ Imymrada. HeKoJnMKo MHIYCTPHjCKHX KapUWHOTE€HA, Kao INTO Cy apceH,
MNOJUIMKINYHN YTJbOBOJOHUIM, a30THU OKCHIH, a30ecT, XepOMIUAN, MHCEKTHLUAN U JPYTrH

noBehaBajy pu3mK 3a HacTaHak paka miayha. (83)

[To3uTHBHA MOpOIMYHA aHAMHE3a paka Iiyha y MpBOM CTEIEHY CpOJCTBa JBa IyTa moBehaBa
PU3MK 3a TI0jaBy OBOT MaJITHOMa. MeTa-aHam3e yka3aie cy Ha OCeTJbUBOCT JIOKYca MallupaHor
Ha pEeruoHy 25 xpoMo3oma 6k23, ka0 U MHAKTUBAIM]y Moryher TyMop cymnpecopa rena p34 Ha
XpoMo3oMy 6g25 3a HacTaHak MOPOAMYHOT paka Iuryha. ['ope HaBeneHHM IeHW KOjU Marupajy
NPOTCHHE OJrOBOPHE 3a heNmujCKM HUKIYC W amomnto3y Cy Takohe 3HauajHH 3a TCHETCKY

NPEIUCIIO3UIIN]y HacTaHKa KapuuHoMa mtyha. (84,85)

PagnoTepanuja u apyre BpcTe 3pauema IpyaHOr Koma noehaBajy pusuk mojaBe paka muryha.
Ob6ospema n3azBana XMB-oM, cucteMcku Jymyc epyrxemaTtocyc, KimHedentepoB cuHAPOM H

npyra nmoBehaBajy pu3uK 3a HacTaHak paka muyha. (86,87)

VY HOopMmanmHuM 1ryhuma, akTHBHOCT MaTHYHUX henuja, mpema Otoy u Pajty, (88) ykipyuyje Tpu
Bpcre henmja : (a) 6a3zanne henuje 6ponxuja u Tpaxeje , (6) Knmapa henuje y 6ponxuonama u (1r)
tun Il mHeymonure y anBeonama. TOKOM TyMOpCKE MaTOreHe3e, yjora jelHe WJIM BHIIE OBHX
henuja ocTaje HeTOBOJBHO MO3HATA. TPEHYTHO, ITOCTOj€ BE TJIaBHE XUIIOTE3€ O MATOr€HEe3! paKa
wiyha. IlpBa je ma ox MIypUIIOTEHTHE MaTW4HE henmuje MOry HacTaTH TYMOPH pa3iIHduTe
dbenotuncke audepeHnujanyje. Jpyra xunoresa 3acTymna CTAaHOBHUIITE J1a U3 Pa3IMUUTUX hennja
HAcTajy TYMOpPH pa3zianuuTe PeHOTUIICKE qudepeHnrjanuje. Y HUBEp3alHO IPUXBATAkE JeTHE O
OBE J[BE XMIIOTE3€ jOoII yBeK He nocToju. (89) Heku ayTopu cy nmokasanu na henuja 6azamougHor
KapIuHOMa Iulyha Mory wuMatd Mop(QoNomKe U YATPacTPyKTypHE KapaKTEPUCTHKE

TOTUTIOTEHTHUX OazanHux henmuja y miyhuma, mTo uMma gaje MOryhHOCT 1a TOKOM zneo0e najy
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HCTOBPEMEHO BHIIE TMpaBama audepeHnujanyje (ka CKBaMO3HUM henujama, >KiIe3laHUM
henmjama ma 4ak ¥ HEypOSHAOKpHHUM henujama) mTo MOKe Ja 00jaCHU XETEPOTeHOCT y Mehy
henmnjama kaprumHoma yha jeqne nanpusuaye. (90) M3Hep u capagHuIy Cy IpHKa3alid M0jaBy
nokyca NSCLC y tymopuMa Koju jiacu(pukoBaHM Kao CUTHONENNjCKU KapIMHOMHU Iutyha, Kao u
obpartHo. (91,92) [lpyru aytopu cy mokasaau jaa je camo 34 % OJ HMCIUTHBAHUX TyMmOpa
XOMOTEHO 3a jefan Tun henuja paka , a n1a 45 % TymMopa caapsky JIBe WIX BUIC JInHU]ja henmja.
(93) Illta TayHo yTHYe Ha pa3nuuUTy (DEHOTHUIICKY mudepeHnujanujy hemmja Tymopa TOMOM
KaplMHOIeHe3e, 3a caja ocTaje Hemo3HaTo. Heka ucTpaxkuBama Cy IOKaszana Ja MajurHa
TpaHchopmanuja henuja mox pazIMUUTHM CTUMYJIyCUMa PE3yITHPA Pa3IHYUTHM (EHOTHIHMA
MaIMrHUX henwja, y 3aBHCHOCTH OJ BpPCT€ MyTalHja CTeUeHE Y KJBYYHHM T€HHMa KOjH

KOHTpoJiy henujcku nukiayc npoiudepanuje u nudepennujanuje 1 anonrtosy. (94)

VYrpy6o, kapruHomu miyha ce mene Ha He-cuTHO-henmujcke kapuHuome ryha (eng. non-small
cell lung cancer, NSCLC) u cutHo-henmjcke kapumHome rayha (eng. small cell lung cancer,

SCLQ).

20% ( d 80%

MukpouenynapHu KapuuHom nnyha
‘ KapuuHom nnyha ’ ‘ He-Mmanux ctaHumua ‘
(SCLC) (NSCLC)
[ ! } !
HeaundepeHunpaHmn KapuuHom MNMnaHouenynapHu ApeHo-
TymMopwu BeriIMKUX cTaHuua KapuuHOM KapuuHOM
15% 10-15% 25-30% J 40%

{ l

BpoHxonoanBeonapHu Knacuuun
kapuuHom (BAC) apeHoOKapLuUuHOM

10-25% 75-90%
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1.2.2.1. He-cutHo-heaujcku kapunHomu miryha(non-small cell lung
cancer, NSCLC)

1.2.2.1.1. Ilnanouenyaapuu KapuuHom miyha

[TnanouenynapHu kKapuuHoM 4YuHH OKO 30% cBux kapuuHoma Iutyha.(95) [IBe tpehune
CKBaMO3HHMX KapIIMHOMa IIPE/ICTaBJbajy LEHTPAIHO TOCTaBJbeHE Tymope ruryha, OK je camo
jenna tpehuna uctux nepudepna. (96,97) BehnHa kaBepHO3HHX MaUTHUX JIe3Hja Cy MOCIEaUIa
TUTAaHOLENYJIAPHOT KapIHOMA, JOK NPAaKTHYHO CBH CIy4ajeBU IOKa3yjy HWHTPaBaCKyJapHO
mupeme KapuuHoMmckux henmuja. (98) Takohe, kapakTepuily uXx M MHTEpheNHjCKH MOCTOBH,
dbopMarje ,,pakOBUX TEpIAU, a TOjeIMHAYHH KEPATHHOIUTH Ce€ Kpehy Ka CKBaMO3HO]
mudepennyjannju. Y noopo nudepeHToBaHuX TyMOpa, Cy OBE OCOOMHE ouuTrieaHe, Mehytum, y
cyabo nugepeHTOBaHUX TyMopa, BuX je Teimko Hahu.(99) 3a ckBamolenylapHu KapLUHOMU ce
4YecTo cMmaTpa Jla HacTajy ca MpOrpecHjoM MeTamia3uje CKBaMO3HUX WM XHUIEpIUIa3Hje
0azamHux hemwja ox aTwmuje, MPEeKO AWCIUIA3Hje, KapIUHOMA in Situ, O MHKPOHMHBA3HBHOT
kapuuaoMa. (100) MehyTtum, Ttakohe je moryhe ga ce ruraHolenyJapHU KapiuHOM pas3Buje de
Nnovo Ha HopMaiHO] OpoHxujamHo] Myko3u.(101). CkBamouenynapHu KapLUUHOM HacTaje
Hajuemthe y CerMeHTHHUM OpoHXHjama, JOK aHrakoBame J00apHUX OpOHXMja M TJIABHUX
OpoHXHMja HAcTaje pacToM W ImHpemeM per continuitatem.(101) XWCTONOMIKK MMOATHIIOBU
CKBaMOIICITYJIApHOT KapIMHOMAa YKJbYUyjy NanmwiapHu KapruHoMm, clear cell kapruHOM,
CUTHONENTNJCKM CKBAaMO3HM KapIMHOM U 0a3aJouHy BapHjaHTy ILIAHOIEITYJIApPHOT KapIMHOMA

wiyha. (102,103)

1.2.2.1.2. AneHokapuuHoM 1uiyha

AnenokapuuHoMu ynHe Hemto Bunie o 30% cBux kapuuHoma miayha. (104) Ilpema usBemrajy
C30 u3 1999. roaune, ajeHOKapIUHOMH MOTY OUTH TOAEJbEHH y TET IJIaBHUX MOATUIIOBA:
alMHyCHU  (OKJIe3daHo  (QopMHUpame), MamuiapHd, OpPOHXHMOJIOAJIBCOJApPHHU, YBPCTH ca
dbopmupameM Ciy3HHIIE W MemoBUTH aneHonapiuHomu.(104) Tlopen tora, BuIle BapujaHTH
aJICHOKapIIMHOMa YKJbY4yjy JHo0po nudepeHtoBane ¢QeranHe aaeHokapiuHome, (105)

MyuuHo3He ("konounne") ageHokapuuHome, (106) Myunnosne nucragenokapuuaome, (107,108)
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kapiuHome henuja ,nedatHor mpcreHa”, (109), OpoHxuoaneBeosiapHe aJCHOKAPIIUHOME
(MynmHO3HU ¥ HeMyIuHO3HM TuIl) ¥ clear cell axenonapuunome.(110) Behuna agerokapmHoma
CY XHCTOJIOUIKH XETEPOTCHH, CACTaBJbEHHU OJ JBA WM BHIIE XHUCTOJOMIKMM IOJTHIIOBA, AKJIIE,
BehMHA ajJICHOKaplMHOMAa Clajajy Yy MENIOBUTH TOATHIL. AJeHOKapiuHoMe (OpMHUPajy

anuHyCcHE (KJIe3/1aHe) WIH ManuiapHe CTPYKTYpeE.

1.2.2.1.3. Kpynno-heaujcku kapuunom miyha

Kpynno-henujku kapruHoM Iuiyha ce cactoju o Benukux henwja 0e3 HUTOIMIa3MaTCKe
mudepennrjanygje, 1 unHe oko 15% cBux kapumHoma turyha. Ca oOMUHHjUM HCIHMTHBAaKUMAa
KOja YKIBYYY]y Pa3jIMIHUTe JUjarHOCTHYKE W JIAOOpATOPHjCKE MPOIEaype, OBH KapIUOHOMHU CE€
MOTY TIOJIENIUTH Ha ciabo andepeHnnpaH ageHOKApIMHOM WM, pele, KapIHOM CKBaMO3HHX
henuja. KpynHo-henujku kapiuuHOMH TOKa3yjy MOHEKaJ HEYPOCHIOKPUHU (EHOTHUII, CIUYAH
XHMCTOIATOJIOUIKOM M MMYHOXMCTOXEMHJCKOM Hallazy KOJ KapIHHOWAa, MehyTuM Kaga ce y3
OBaKaB XHMCTOIATOJIOIIKY Hasla3 Hal)e HeKpo3a TyMOpCKHX henvja ¥ BHCOK CTENEH MUTO3€E, OBH
KapIIMHOMH CY TOBE3aHU ca JIOIMIOM TporHo3oM. OBaj MOATHNT KPYyHMHONETHjCKOT KapIHOHOM

wiyha ce HasuBa kpynHo-henujcku xapyuonom niyha ca HeypOeHOOKPUHOM MOpGhosocujom.

(111,112)

1.2.2.2. CutHo-hesmmjcku kapuunoM miayha(small cell lung cancer,
SCLC)

CutnHo-henujcku kaprmonom miyha unnu 20% cBux xapumHoMa ruryha. (113) Oxo nBe Tpehune
SCLC ce mpesentyjy y Buay nepuxmwiapae mace. SCLC ce 00MYHO Hana3u nepuOpOHXHUjaTHO ca
uHwmiTpanjom OpoHXHWjaTHE CyOMyKo3e U TEpUOPOHXHjaTHOT TKHBA. bpoHXHjanmHa
OTICTPYKIIHja ce Hajuenthe aemana 300r eKcTpallyMUHAIIHE KOMIIpecHje, 0K je HHTpaITyMUHAIIHA
OTICTPYKIMja Kao MOCIeANIa pacTa TYMOpCKe Mace peTka mojasa.(114) Excten3uBHe meracTase
y muMQpHUM Kiie3nama cy yobOudajere. Tymop je Oemo-gpam 0oje, MEKaH, TPOIIAH, W YECTO
MoKa3yje BelMKa mosjba Hekpose. Y no 5% cayuajeBa, SCLC ce Bu3yenHUM AMjarHOCTHYKUM

mpoleaypama npeacTaBiba Kao je3uja tumna ,,nepudepuor Hopunha®. (115, 116)
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Mame on 10% on cutHo-henmmjckux KapuuHoma Iuryha TOKasyjy MeEIIaBUHY ca Jpyrom
KOMITOHCHTOM XHCTOJIOIIKOT TUIa He-cuTHO-henmmjckux kapunHoma mryha. Komounammja SCLC
U KpynHO-henujcKor kapuuHoMma Haja3u y oko 4% 1o 6% ciydajeBa. (115, 116.) Oxo 1% o 3%
CLJIL] moxe ce KOMOMHOBATH ca aJeHOKapLIMHOMOM U IIaHOLETyJIapHUM KapiuuHoMoM. (115-
119) Memasune SCLC ce Takohe MoXe jaBUTH KOJA KapuuHoMa BpereHactux hemnuja, (120)
THTaHTOIETyJIapHUM KapimHoMoM, (121) u xapruHocapkomoM. (122). Ocraje na ce gokaxe 1a
M Cy TH NAalWjeHTH MMAjy 3HAYajHE PasiMKe y KIMHWYKUM KapaKTepUCTUKama, MPOTHO3U U
OAroBopy Ha Tepamujy. Hekm nokasu ykasyjy Ha IopacT MeHWjaHE IPEXHBJbaBamba KOJ

nalyjeHaTa Koju cy IOABPrHYTH oAroBapajyheM xupypukom 3axsaty. (119).

1.2.2.3. THM kaacuduxkanuja tymopa miyha

Tymop (T) (mpumapum), (mumbuu) Hoayc (H), (ynamena) meractaza (M) (THM) cucrem je y
ynotpebu on 1953. ronune (123). ¥V obmactu craxupama kapuuHoma ruryha, modeB ox 1973.
roguHe (124), ctaxupame je Ouno 6asmpaHo Ha 0a3ama TojaTaka XUPYPIIKHX cepHja, CBE O
nere peBusmje, yuumwene 1997.rommne (125). Y wucro Bpeme je Hacrama moTpeda 3a
WHTCPHAIIMOHATTHUM TIPUCTYNIOM y Oa3Wpamy mojaraka. Buine oj jeaHe nekane Tpajao je
KOOPJMHUCAHU HANoOp Yy HWIACHTU(QUKAIMJH MHCTUTYIHja M IOjeluHala KOoju O ONPHHEIH
OCTBapHBamy 3ajeJHUYKE HMHTEpHAIMOHANHE Oa3ze Mojaraka IMaldjeHara, Koja je Ha Kpajy
ooyxBaruna 100. 869 ciyuajeBa, on kojux je 81. 495 ciyuajeBa OWJIO ca aaeKBaTHUM
BpeMeHCKUM TpahemeM, o1 kojux je 68.463 cmydaja OwiIo y Tpynmu HE-CHTHO-NEIIHjCKUX
kapruoHoMma rutyha (NSCLC) a 13. 032 ciyuajeBa y rpynu cuTHo-henujckux kpauuHoma miyha
(SCLC). Ox oBor 6poja, 41% je Ouo MOABPTHYT CaMO XUPYPIIKOM PECEKIIMOHOM TEPTMaHy, Y
11% ciydajeBa je y nedemy kopumrheHa camo pamuorepanuja, a y 23% ciydejeBa camo
XEMHUOTEpanuja, JTOK j€ TPEeOoCTadd TMpOIEeHAT TPEeTUPaH KOMOWHOBAHWUM TEPAIHjCKUM

IIPUCTYTIOM.

Ha ocHoBy moparaka 18. 198 cnyuajeBa koju cy ce kBanudukoBaiu 3a oapehuBame ytunaja T

CTaaujyMa JOILIOo je 10 ciaeaehux nmpoMeHa y onHocy Ha kinacudukanujy uz 1997. ronune (125):
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T1 Tymopu cy nonknacudukoBanu y Tla u T16, T2 tymopu y T2a u T20, T2y Tymopu u
nomatHu Hoayc (i) y HCTOM pexXmy cy KilacupukoBanu kao T3, mok cy Homyc (1) y
UTICHJIATEPATHOM PEXIbY KOjU HE CaJpKW MPUMapHU TyMOp caja KiacuukoBaHW kao T4, a
CJIy4ajeBU ca MAJUTHOM IUICYPATHOM WM NIEpUKapIrjatHoM edy3ujoM cy casia Kiacu(GuKoBaHH
kao MI1. Takomje, Tymopu > 7 1M y cBoM HajeheM nujamerpy cy momepenu u3 12 y T3

KaTeropujy.

Ha ocnoBy monartaka 38. 265 ciydajeBa 0€3 KIMHMYKOT JI0Ka3a O IOCTOjamby YIa/beHHUX
Mmetacraza (cMO ), koju cy umanu uHpopMaImje 0 KIMHHIKOM cTaTycy JuMdpHux Homyca (cH )
28. 371 xupypuiku TpeTUpaHUX CydajeBa KOjU Cy uUMaiau wHpoOpManuje o matojomkomM H
cranujymy ( mH ), nouwto ce no 3akibydka aa noctojeha knacuduxamnuja H craqujyma ( HO - H3)

He Ou Tpedano na Oyae MemaHa.

VY norneny meractarckux jesuja ( M+ ), one cy cana nogesbene y Mla u M 16, ox kojux cy npBse
3arpaBo JeUHUCAHE Ka0 OJIBOjEHH TYMOPCKH HOIYJ (i) y KOHTpaJIaTepAITHOM PEXIbY, WIH Kao
TYMOD ca IJIEypaJTHUM HOJYJMMa, WM Kao MaJluTHa IUIeypajiHa WM NepUuKapanjanHa edysuja.
Kana je rpymucame neckpuntopa T, H m M y3eTo kao rpynucame CTagujyma, ciydajeBH
T26HOMO cy nomepenu u3 cragujyma Ub y cranujym MUA, ciydajesu T2aH1MO u3 cranujyma
IIb y cramujym IIA, nok cy ciayuajeu T4HO - 1MO nmomepenn u3 craaujyma IIIb y craaujym
IITA (TaGena 1). OBakaB MpPUCTYN TyMayewkhy Y3HANPEIOBAIOCTH MaJMTHE 0OJIECTH MOMaXe aa
ce y3 IpHMeHY A00pe KIMHMYKE Ipakce, OCMHUCIN Haj0OJbU TpEeTMaH 3a IOjeAMHAYHOT

nalujeHTa.
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OKyJITHU KapLUHOM Tx NO MO
Craaujym 0 Tis NO MO
Stadijum [A Tla,b NO MO
Cragujym IB T2a NO MO

Cramujym ITA Tlab N1 MO
T2a N1 MO

T2b NO MO

Craaujym 11B T2b N1 MO
T3 NO MO

Cragujym IITA T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO

T4 NO, N1 MO

Cragujym 111B T4 N2 MO
Bumno xoju T N3 MO

Cragujym IV buio xoju T buio xoju N Mla,b

Tabena 1
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1.2.3. Komiuiekcu niiaTvuHe U 3J1aTa Ka0 MOTEHIMjaJIHO HOBH
TepaneyTHLH 32 JieYelhe KapuuHoMa mniyha

Jlexap koju neun 60secHUKA 000JIEIIOT O] MAJIUTHUTETA IUTyha IUTOTOKCHYHUM XEMOTEPAITHjoM,
MOpa OWTH CUTYpaH y TUjarHo3y (Ie()MHUTHUBHU IMATOXHUCTOJIONIKYM Haja3 je obaBe3aH).JIekap u
MAIlAjeHT 3aj€THO MOPajy pa3yMeTH ITUJbEBE JIeUeHha Tj. Ja JIM j€ b NaIhjalija Wik u3jeucHhe.
OntuManHa Tepanuja 3aXxTeBa MO3HABAaWkE MPUPOZC OOJIECTH, MO3HABAKE CAMOI TAlHjeHTa H
ETOBOI NICUXO(HU3UYKOT CTama, MO3HABAKE JICKOBA KOJU CE€ KOPUCTE, KAa0 M JOCTYHMHOCT
onroBapajyhe maGoparopujcke u OonHHYKE ycimyre moapiike. OBO HaM TOBOPH Ja YHTABOM

TpeTMaHy Tpeba MPUCTYIUTH MYATHANIUIUTHHAPHO.(126)

VYV nedewmy ManurHux OosiecTw Tuiyha ce OOMYHO KOPUCTH KOMOMHOBaHA XEMHOTEpaIvja,
MpUMEHA BUINE Pa3IMYUTUX JIEKOBA KOja 3a IUJb MMa Ja ce M30erHe pe3ucTeHIja TymMopa Ha
nek u ga cFe ymamu ommra IUTOTOKCHYHOCT. Y OBaKOBOM IMPHUCTYIy Jedewmy, “‘haktop
nmanyjeHT”’ je BeomMa OWTHA cTaBKa, 300rT Qakropa Kao IMTO Cy JKMBOTHA 100, CTame
KapIMoBacKyJapHOT cuctema, ¢yHKiuja OyOpera, odyBaHCOT (DYHKITHje KOIITaHE CPXKH U JIp.
(127, 128). ucnutuBame CTamka OBUX OpPraHa W OPraHCKOT CHCTEMa y LEIHHH j€ O] BEIHKOT
3Hayaja 3a ycrex Tepanuje. HyTpuTuBHe crame manujeHTa je Takohe BakHo. HeyxpameHH
MAIMjeHTH Ca XUIMOATOYMUHEMH]OM TEXE TTOJHOCE OIITY HMUTOTOKCHYHOCT XEMHOTEpAIeyTHKa
(129). OnroBapajyhe mo3ne cMepHHIle 3a Toja3He manujeHte Hucy mocrymnue. (130) M3Mmemena
(dbyHKIMja OpraHa MOXe€ CJIMMHHHCATH MOTYNHOCT Ja KOPUCTE€ HEKH JIEKOBH (Ha MpUMED,
JlokopyOuIIMH KOJ| TalyjeHaTa ca CpYaHoOM UWHCYy(QUIHjeHIHjoM wunu breoMunuH kox

MaryjeHaTa ca TeIKoM ITyhHOM WHCY (PHIIM]SHIIU]OM).

AHTHHEOIJIACTUYHHM JICKOBH HMAjy pa3jIMydTe IIOYeTHE LuJbeBe. MelhyTuM, CBU JIEKOBH
(GYHKIMOHMITY Tako Ja W3a3uBajy mopemehaj yHyTap hemmjckor mukiyca KOju HAaKOH TOTa
nokpehe Beh ommcane mexanm3Me W yBoau hemuje y amonrto3y. Kao mrTo je Bumie myTta
HAIOMEHYTO, arloNTo3a je HOPMaJIHU (PH3HOJIOMKH Tpoliec henujckor caMoyOUCTBa, WK JIETIIe
peueHo, XPTBOBaHja KOjU CE€ jaBJba y CBUM XHBHM OpPraHM3MHUMA Ja EIMMUHUILIE HEXEJHEHE,

(GYHKIIMOHATTHO HEHOPMAJTHE W/1iu mTeTHe henmje.
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JlaHanime Jeyemhe XeMUOTepaey TUIIIMa YKIbyUyje BEIUKH Opoj pa3IuIUTUX JIEKOBA KOjU UMAjy
pa3nuYnuTe MEXaHW3ME JejCTBa. (AIKWIHMpajyhu areHcu, KOMIUIEKCH TUIATHHE, MUKPOTYOyIIapHU
WHXUOO0TOpH, aHTUMeTabomutu u ap.) OO03upoM na Cy HamM EKCIPETUMETHH BE3aHU 3a
KOMIIEKCe ITUTaTHHE, OBJIE€ heMO OMIIUpHHje TOBOPUTH O HCTOPUjaTy HHHXOBE YIOTpede U

MEeXaHH3MHUMa JIejCTBA.

VYnorpeba jenumema IUIATHHE JICUeHhYy paka je HMHTEH3UBHO IpOydaBaHa HAKOH OTKpuha
TepaneyTcKux cBojctaBa uc-nuamuHonuxiopraraaa (1) (cys-[Pt (NH3) 2CI12], uucrnaruna).
(131,132). HucrmmatuHa je jeman ojn Hajuemrhe KopummheHUX aHTHTYMOPCKHX JIEKOBA, Koja
MOoKa3yje BUCOKY e(prMKaCHOCT MPOTUB COJIMTHUX TyMOpa, MOCEOHO paka jajuuka u tectuca (133-
135). AHTuUKaHIIeporeHa akKTUBHOCT IHCIUIATHHE ce 0a3upa Ha OCHOBY H»E€HE CIIOCOOHOCTH Ja
dopmupa crosslink xoamentHuM agykrom ca JIHK BesuBamem Pt Ha N7 aroma nBa cycemHa
ryannH Oaze (132). Mehyrum, xnmHMuYka edukacHocT mwmcrmmaruae, cys-[Pt (NH3) 2CI2],
OrpaHWYCHA J€ TOKCHYHUM HEXKEJbEHUM edekarumMa, NoceOHO HePPOTOKCHUHIINY, IO

PE3UCTEHIIN]U TyMOpCKUX hemuja u 1o yckoMm oricery aktuBHocTH (132, 136).

[Tnatuna (IV) xommnexcu umajy Behy nuneptHocT Hero oxnrosapajyhu Pt (II) kommnekcun. Crora,
OBM KOMIUICKCHM HMajy UMajy HeKe IpeIHOCTH, Kao INTO Cy: OopajHa IMpHMEHa, CMambeHa
TOKCUYHOCT, Ka0 U CMambCHhe KOJIMYMHE KOMIUICKCA KOja je M3ry0JbeHa WM JCaKTUBUPAHA HA
nyTy ka 1uibHO] hemmju (137). IMnatuna (IV) komruiekcu muMmajy orpoMaH TOTEHIMjal Kao
AHTHUKAHLEPOTeHH JIEKOBH Y CMUCITY BUCOKE aKTUBHOCTH M HUCKY TokcHuHOcT. Oxo 3000 Pt (IV)
KOMIUIEKCA Cy CHHTETHCAaHH M TPOydYaBaHU Yy IMOKYIIajy Ja ce MoO0JpIla aHTHUTyMOpCKa
aKTUBHOCT, HIM)Ka TOKCUYHOCT M JIa C€ CaMibH pe3ucternrja Ha mera. Camo oko 30 xomruiekca

IJIaTUHE je ynuio y knuauuke cryauje (137, 138).

I'enepanno ce Bepyje na cy Pt (IV) xommiekcn Mame peakTUBHU Y peakiidjama CYICTUTYIIH]E
nuranaa. Y ogHocy Ha wuxoBe Pt (II) ananore, mnartuna (IV ) mopajy ce cBectu Ha Pt (II) 06mmk
npe BesuBama 3a J[HK. ITo ynmacky y henmjy, mocroje nBe merabonmukux myteBa 3a Pt (IV)
KOMILIEKCE: peayKIMja areHcuMa MPUCYTHUM y henuju (IJIyTaTHOH, acKOPOMHCKA KHCEIHMHA)
wm aupekTHoM uHTepakuujom ca JJHK y jeapy. [IpBu myT Bogu mo mo3HaTtux mHTEepakuuja Pt
(IT) xommutekca, Mok aApyru Boau (Gopmupamy kopeneHTHe Bese m3mehy Pt (IV) m JIHK (137-
139).
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Myntunykneapan kommiekcu minatune (II) mpencraBibajy Tpehy reHeparujy aHTUTYMOPCKHX
nekoBa ucto kao miatuHa (IV) kommiekcu (139, 140). OBu KOMIUIEKCH C€ CacTOje O] ABa WIIH
TPH TUTATHHCKA IIEHTpa KOjU Cy MoBe3aHu momMohy ¢GhIeKkcHOMITHOT MOCTa Kao IITO je anupaTHIHN
nanarl (140, 141) unu purHIHOT MOCTa KOjH C€ CacTOju OJ a30JHUX Mosekyna (142). Pasnor 3a
noehame HMHTEpecoBama 3a MYJITHHYKICapHE KOMIUIEKCE je€ HHMXOBa CIIOCOOHOCT Ja ce
dopmupa Be3a ca JIHK koju ce pasnmukyjy 3Ha4ajHO O OHHMX (OPMHUpPAHA IUCIUIATHHOM U
cpoaguuM kKomriiekcuma (141-143), mro moBoauM 10 TOTHYHO Apyraddjer aHTHUTYMOPCKOT
noHamama. OBU KOMIUIEKCH OOMYHO TIOCTOj€ Y KaTjOHCKUM OOJIMIIMMA y pacTBOPY M CAMHM THM
MMajy BHCOKY pacTBOPJHIMBOCT Yy BOJM; HEKH OJf HBHX Cy aKTHMBHH W KOJ IMCIUIaTHHA
OCTETJPUBUX W KOJ| IUCHAJITHHA PE3UCTEHTHHX henmjckux nuHUja (144,145). 3a pasnuky on
MOHOHYKJI€ApHUX KOMILJIEKCa, Kao IITO Cy LUCIJIATMHA W KJIMHUYKH HEaKTHBHA TpaHCIUIaTUHA,
OMHYKJIEpaHU KOMIUIEKCH TOKa3yjy aHTUTYMOPCKY akTUBHOCT (141,144,145). Kako ctpykTypa
JHK onpelyyje nompaBky, akTUBaIMjy npoTenHa U nocieauune hemujcke porahaje, pasymeBame
IBUXOBOT (OpMUpama W OHOJIOMIKUX TOCICIUIa je Of CYIMITHHCKOT 3Haudaja 3a JaJbh Pa3Boj

TeparneyTukKa.
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2. HNJBEBU UCTPAKUBAIBA

OCHOBHH UJb OBOI' MCTpaXUBamkba je Ja C€ HUCIIUTa HUTOTOKCHYHOCT HOBOCHHTCTUCAHUX

KOMIUICKCA IUIATHHE | 3J1aTa Ha helnjcKuM JIMHUjaMa KapimHoMa Tutyha.
VY ckiiagy ca OCHOBHHM LIUJBEM MTOCTABJbEHH Cy cienehn crnennuyHy UIbEBH.
1. MTT TecToMm UCIIUTATH MOTEHIIMjAIHY LIUTOTOKCUYHOCT KOMILJIEKCA.

2. Hcnutatu penaTMBHM OJHOC HEKPOTMYHE M AaloNTOTCKE CMpTH henuja wu3a3BaHe

HUIIMTUBAHUM KOMIIJICKCHUMA.

3. Hcnuratu na M KOMIUIEKCH YTHYy Ha CMambemhe Beh YCHOCTaB/BEHHX MeTacTasa

KapuuHOMa ITyha y Mutijem moeny.
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3. MATEPUJAJI U METOJE

3.1. REJIMJCKE JIMHUJE

3.1.1. XymaHe Me3eHXUMaJIHe MaTH4He heauje

Xymane MeszeHxumanHe MatuuHe hemmje (MSC) u3 nepudepHe KpBM HaM je  JbyOa3HO
obe3benuna np /Imana Byrapcku (MHCTUTYT 3a MEOUIIMHCKAa HMCTpaXXHBama YHUBEP3HUTETa Y
Beorpany, Cpouja). Osa henmjcka kynrypa ce ogpxkasa y Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMEM ca 10% FBS. Cge henuje cy kyaTuBucane y HHKyOaTopy ca Temnepatypom jao 37 11, ca
npouerToM CO2 ox 5 %.

3anehena kpuo-Bajiuna ca 1 ml henujcke cycnensuje je oaneheHa u cajpxaj je npedadyeH y
enpysety ca 9 ml kommnernor meaujyma (Dulbecco’s modified Eagle’s medium DMEM ca 10%
derycHor roBeher cepyma (Fetal bovine serum, FBS), 100 1J/ml nenumummaa u 100 pg/ml
ctpentomuniHa (Sigma Aldrich, Hemauka) w nenrpudyrupan 10 muayra Ha 125 G.
CymnepHaTtaHT je OJUIMBEH, HUCTaJOXKeHe henuje cy pecycrneHaoBaHe y 5 ml KOMIUIETHOT
Meaujyma u npebadene y T-25 dmack (BD Falcon, Cjenumene [pxase). henuje cy rajere y
WHKY0aToOpy ca CTaHIapJHuUM yciioBuMa (temereparypa 37°C W MPOLEHTyalHU yIeO YIJhCH-
mnokeuna, CO,, y Bazayxy 5%). Ilomrro henuje mocrany cyOkoH(pIyeHTHE mpecejaBaHe Cy Y

HOBe (iackoBe y ogHocy 1:3.

XyMmane MezeHxuMmanHe MmarudHe hemmje (MSC) y ueTBpTOj macaxku cy KopuinheHe 3a cBe

CKCIICPUMCHTC.
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3.1.2. hequnjcka JUHHUja XyMAaHOT aJlecHOKapIuHoMa miiyha

A549 henmje cy henuje anBeomapHe OaszanmHe emmrTenHe henwje U3 XyMaHOT aJeHOKapLIUHOMA
wryha. OBy henujcky nmunujy je npsu passuo D. J. Giard 1972. rogune ca capagHUIIIMa, KpoO3
VKJIamkamke U KyJITHBHCAkhE KaHIEPOreHuX henmuja miyhHOT TKHMBa y YKIOHKEHOM TKHBY TyMoOpa
58-ocMoroauimer Oemnma obdonenor o aaeHokapiuHoMa myha. A549 henuje cy kynsbeHe of
¢upme American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, USA. KynruBucaue cy y
DMEM wmeemunjymy koju caapxku 10% FBS, 100 1J/ml nenunmnuna n 100 pg/ml crpentomutinaa
(Sigma Aldrich, Hemauxka).

3anehena kpuo-Bajmuna ca 1| ml henmjcke cycnensuje je omrehena u caapikaj je mpedadeH y
enpysety ca 9 ml kommierHor menujyma DMEM ca 10% FBS-a, 100 1J/ml nenuuununa u 100
pug/ml crpentomunuHa u neHtpudyrupan 10 munyra Ha 125 G. CynepHaraHT je OAJIMBEH,
ucTanoxene hemmje cy pecycnennoBane y 5 ml xomrieTHor menujyma u npedadene y T-25
¢nack (BD Falcon, Cjenumene [pxaBe). henuje cy rajeHe y mHKyOaTopy ca CTaHIApIHUAM
ycinoBuMa (temenepatypa 37°C u mpouLeHTyaldHu yaeo yribeH-auokcuna, CO,, y Bazayxy 5%).

[Tomro henuje mocrany cyOkoHGIyeHTHE MpecejaBaHe cy y HOBe (uiackoBe y ogHocy 1:3.

AS549 xymaHor ageHokapuuHoma ruiyha y tpehoj macaxu cy kopuuiheHe 3a cBe eKCIIEpUMEHTE.

3.1.3. heaujcka JuHMja MULIKMjer KapuuHoMma miyha

henujcka nuamja mummujer kapuunoma rmiayha (Lewis Lung Cancer 1, LLC1) (3LL, H2b) je
nuHMja u3BaeHa u3 miyha C57BL muma kome je mmmuantupad JlyncoB (Lewis) kapruHoOM
yha. Habasssena on American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA, USA. henuje
cy Omie pyTHHCKH TajeHe y cycrnensuju y T-25 ¢dmack (BD Falcon, Cjemumene Jlpxkase) y
WHKyOaTopy ca cTraHmapAHuM ycioBuMa (temeneparypa 37°C W NpONEHTYalHU yAEO YIJhEH-

mnokcuna, CO,, y Bazayxy 5%).

O063upoM na oBe henmje pacTy y cycleH3Wju, mpecejaBaHe cy nonaBameM 10 ml xommieTHor
Meaujyma y ¢uack koju Beh canpxu 5 ml cycnensuje henmja, a 15 ml paz6naxene cycnensuje je
npecejaHo y 3 HoBa ¢uacka mo 5 ml. Kommuieran Menujym 3a rajemse oBux hemmja je 6uo RPMI

1640 meaujym (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) ca 10% FBS, 100 1J/ml nenunuiuna, 100
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ur/mn crpentomuninia (Sigma-Aldrich chemical, Munich, Germany), u 2 mM rinyramuna (JRH

Biosciences, Lenexa, KS).

LLC1 henuje mummujer aneHokapiuHoma tuiyha y Tpehoj macaxu cy kopuiiheHe 3a cBe

CKCIICPUMCHTC.

3.2. CUHTE3A KOMIIVIEKCA TIJIATUHE U1 3JIATA

VY 0BOM HCTpakMBamky KOpUIINEHN Cy HOBOCHHTETHCAHU TWHYKJIeapHU KoMIuiekcH ruiatune (11),

rmnatune (IV) u 3nara.

3.2.1. CuHTe3a TUHYKJIeapHuX KoMILiekca miarune (1)

Kommiekcu [{trans-PtCI(NH3),}2(u-mupazun)|(ClO04), (Pt1), [{trans-PtCI(NH3),}»
(u-4,4-ounupunun)|(ClO4), - DMF (Pt2) u [{trans-PtCI(NH;3),}2(u-1,2-6uc(4-mapuamn)
etan)](ClO4), (Pt3) cy cunTeTncanu npema npouenypH kojy je oojasuo Punajk (Reedijk). (146)
Kao mnosa3Hu KOMIUIEKC 3a CHUHTE3y IIOMEHYTHX JUHYyKjIeapHuUX Komiuiekca maTuHe(Il)

kopuinhed je trans-[PtCI(NH3)2(DMF)](CIOy).

3.2.1.1. Cunre3a komiuiekca frans-|PtClI(NH;),(DMF)](Cl10,)

VY pactBop kommekca trans-[PtCl,(NHs),] (0,1 g, 0,33 mmol) y 5 cm’ numeTmihopmamuia
(DMF) nonart je jenan exBuBasieHT AgClO4 (0,069 g, 0,33 mmol) Takohe y DMF. Tako nobujenu
pacTBOp je MerIaH mpeko Hohu y Mpaky u Hactanu oemu taimor AgCl je mpouehen kpo3 Millipore
¢unrepe. Hacranu pactBop frans-[PtCI(NH3)(DMF)](ClO4) xyTte ©Ooje je kopuutheH kao

I10JIa3HU KOMIUIEKC 33 CUHTE3Y JUHYKJIeapHUX KoMmIuliekca ratuse( 11).

3.2.1.2. Cunre3a komimiekca [{trans-PtCI(NH;),},(u-
nupas3un)|(ClO,), (Ptl)
VY pactBop xommiekca trans-[PtCI(NH3),(DMF)](ClO4) (0,145 g, 0,33 mmol) je nogat y kanuma

pactBop MoctHOr juranna nupasuna (0,013 g, 0,165 mmol) y DMF y ognocy 2 : 1 (komruiekc :
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MOCTHH JUrana). Tako 100MjeHu pacTBOp je MeIlaH Ha COOHOj TemIeparypu 3 caTta y Mpaky.
[locne ymapaBama Ha BakyyM yIapuBady HACTaJM TaJOT CBETJIO XXyTe Ooje je HchpaH
IUETUIIETPOM, a 3aTHUM OCTaBJbeH Ja ce cymu Ha Bazayxy. llpunoc: 0,141 g (52,80%).
Wzpauynato 3a C4H;¢NePt:Cl4Os: C, 5,94; H, 2,00; N, 10,40; Haheno: C, 6,38; H, 2,10; N, 9,95;
"H NMR (D,0, 25 °C) & (ppm) 2,0 (m, 2H, NH,), 8,63 (m, 1H, CH, nupasun).

3.2.1.3. Cunre3a kommiekca [{trans-PtCI(NH;),},(u-4,4’-
ounupuaun)|(ClO,), - DMF (Pt2)

VY pactBop xommiekca trans-[PtCI(NH3)2(DMF)](ClO4) (0,145 g, 0,33 mmol) je nogat y kanmuma
pactBop MocTHOr jurannga 4,4'-ounupuauna (0,025 g, 0,165 mmol) y DMF y oxgnocy 2 : 1
(KOMIIIEKC : MOCTHHM JIMTaH[). Tako 700WjeHHn pacTBOP j€ MEIIaH Ha COOHOj TeMIiepaTypu 3 cara
y Mpaky. [locne ynapaBama Ha BakyyM ymapuBady HacTalld TaJoT CBETIIO XyTe 00je je ucmpan
JTUETUJIETPOM U OCTaBJbEH J1a ce Cylid Ha Bazayxy. [Ipunoc: 0,220 g (69,64%). U3pauynato 3a
Ci13H27N7Pt,CL4Oo: C, 16,31; H, 2,84; N, 10,24; Haheno: C, 16,79; H, 2,80; N, 10,08; "H NMR
(D,0, 25 °C) 8 (ppm) 2,0 (m, 2H, NHy), 2,93 (s, 1H, CH3, DMF), 7,28 (m, 1H, CH, 4-upuaun),
8,02 (s, 1H, CHO, DMF), 8,59 (m, 1H, CH, 4- nupunun).

3.2.1.4. Cunre3a komiuiekca [{trans-PtCI(NH3),},(u-1,2-0uc(4-
nupuami) etan)|(ClOy), (Pt3)

Y pactBop komruiekca trans-[PtCI(NH3)(DMF)](ClO4) (0,145 g, 0,33 mmol) je momat y
KaruMma pacTtBop MOCTHOT Jnuranzaa 1,2-6uc(4-mupunun)erana (0,030 g, 0,165 mmol) y DMF y
omHocy 2 : 1 (KOMIIEKC : MOCTHH JWraHi). Tako AOOWjeHH pacTBOp jeé MENIaH Ha COOHO]
Temreparypu 3 cara y Mpaky. [locne ynapaBama Ha BakyyM ynapuBady HacTajl TajJoOT CBETIIO
KyTe 00je je UCIpaH TUETHIIETPOM, a 3aTHM OCTaBJbEH Jia ce cylH Ha Ba3ayxy. [Ipunoc: 0,195
g (64,78%). U3pauynato 3a Ci,H4NePt,Cl4Og: C, 15,80; H, 2,65; N, 9,21; Haheno: C, 15,16; H,
2,71; N, 9,06; '"H NMR (D0, 25 °C) & (ppm) 2,0 (m, 2H, NH,) 2,88 (m, 2H, CH,, eran), 7,28
(m, 1H, CH, 4-mupunun), 8,59 (m, 1H, CH, 4- nupunun).
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Kommnekcu [Pt(bipy)Cls] u [Pt(dach)Cls] cunTeTHcanum cy okcuganujoM onaroBapajyhux
KOMILIEKCa rwiatune(1l) nomohy H,0, y KHCEIIO] CPEIMHH Ha

pH =2,5.(147, 148.)

3.2.2. Cunre3a koMmiiekca miaarune (IV)

3.2.2.1. Cunre3a komiuiekca [Pt(bipy)Cl,]

VY Boaenu pactBop komruiekca K,oPtCly (0,1 g, 0,24 mmol) nogart je jeman eKBUBAJICHT JUTaHIA
2,2'-6unupuauna (bipy) (0,037 g, 0,24 mmol). Tako nobujeHa cycneH3uja je MelIana Ha COOHO]
TeMIepaTypu, 2 carta, a 3aTuM je nporehena kpo3 Millipore puntepe. Jobujenu Tasor xyte 60je
j€ UCTIpaH €TaHOJIOM M €TPOM W OCTaBJbEH Ja ce cymH Ha Bazayxy. [IpunHoc: 0,089 g (88,2 %).

Nzpauynato 3a PtC1,N,C;oHs: C, 28,45; H, 1,91; N, 6,64; Haheno: C, 27,98; H, 1,87; N, 6,53.

3.2.2.2. Cunre3a komiiekca [Pt(dach)Cl,]

VY Bomenu pactBop komruiekca KoPtCly (0,1 g, 0,24 mmol) noxar je jenan eKBUBAJICHT JIMTAaHAA
1,2-mmamunnukinoxekcana (dach) (0,027 g, 0,24 mmol). Tako mobujeHa cycrneH3uja je Melrana
Ha cOOHOJj TeMIiepaTypH, 2 cata, a 3aTuM je npouehena kpo3 Millipore ¢puntepe. Jlobujenu tanor
KyTe 00je je HCIpaH eTaHOJIOM M €TPOM M OCTaBJbEH Ja ce Cyl Ha Bazayxy. [Ipunoc: 0,074 g
(80 %). U3pauynato 3a PtCI,N,CsH,4: C, 18,98; H, 3,71; N, 7,37; Haheno: C, 18,66; H, 3,67; N,
7,35.

3.2.2.3. Cunre3a komiuiekca [Pt(bipy)Cly]

Kommneke [Pt(bipy)Cl;] (0,089 g, 0,210 mmol) je pactBopen y 0,1 M NaCl ma pH =2 (0,01 M
HCI) a satum je momar 2 cm’ 30 % H,0,. Tako 106HjeHa cycrneHs3mja je MeliaHa Ha COOHO]
TemnepaTtypu, 6 catu, a 3atuMm je mnpouehena kpo3 Millipore ¢unrepe. lo6ujenn tamor xyrte
00je je ucTpaH €TaHOJIOM U €TPOM M OCTaBJhEH Jla ce CymH Ha Ba3ayXy. [Ipunoc: 0,068 g (66 %).

Nzpauynato 3a PtCI4N,C;oHg: C, 24,36; H, 1,64; N, 5,68; Haheno: C, 23,98; H, 1,76; N, 5,64.
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3.2.2.4. Cunre3a komiiekca [Pt(dach)Cly]

Kowmmneke [Pt(dach)Cl,] (0,074 g, 0,195 mmol) je pactBopen y 0,1 M NaCl va pH =2 (0,01 M
HCI) a 3atum je momat 2 cm’ 30 % H,0,. Tako noOujeHa CcycrieH3rja je MemiaHa Ha coOHOj
TeMmreparypu, 6 catu, a 3atuM je mporehena kpo3 Millipore dunrepe. Jlodbujern Tamor xyTe
00je je ucrpaH €TaHOJIOM U €TPOM M OCTaBJbEH Jia ce cylu Ha Ba3ayxy. [Ipunoc: 0,065 g (75 %).

Wzpauynato 3a PtCI4sN,CeH 4: C, 15,98; H, 3,13; N, 6,21; Haheno: C, 15,68; H, 3,11; N, 6,18.

3a cunTe3y Komruiekca maatuHe( [V) cy kopumhenn komrekcn miatuae (11).

3.2.3. CuHTE32 KOMILIEKCA 3J1aTa

3a cMHTE3y M3y4yaBaHUX KOMILJIEKCA 3J1aTa Kao Mmoja3Ha jenumberma Kopumhenu cy K[AuCly]
(ABCR GmbH & Co. KG, Germany) u H{AuCl4] (ABCR GmbH & Co. KG, Germany).
Hyxkneopunu INO, 5°-IMP, 5°-GMP u L-His nabaBmenu cy on Fluk-a m Acros Organics.
Jluraunnu terpy, bipy, dach, en, SMC n DMSO na6aBsbenu ox Fluk-a, Acros Organics nnu Sigma
Aldrich, kopunthenu cy 6e3 npeaxoaHor npeuuninhaBama.

[Au(dien)CI]Cl, [Au(terpy)CI]CI, [Au(bipy)Cl,]Cl, [Au(en)CI,]Cl cy cuHTEeTHCAaHU O paHUje
nyosmkoBanuM  noctymiuMa  (149,150). UYucroha poOujennx jeaumema moTBpheHa je
eJIeMeHTaJIHOM aHanu3oM, Uv-Vis cnektpodoromerpujom, IR u 'H NMR CHEKTPOCKOIIH]OM.
Jemumwema cis-[PtCI,(NH3)] (Aldrich), DO (Deutero GmbH 99 %), Hepes mydep{N-2-
XuapokcueTrinunepasua-N’-2-etancynduana kucennna} (Aldrich) cy takohe xopumnihenu 6e3
MPEAXOAHOT TIpeunIThaBama.

Cyncturymuone peakuuje [Au(dien)CI|Cl, [Au(terpy)CI]Cl, [Au(bipy)CL:]Cl, [Au(dach)ClL,]Cl,
[Au(en)Cl,]Cl, [Au(SMC)CI,] u [AuCl;(DMSO),]Cl KOMIUIEKCHUX jeIUbCHA CYy M3Y4YaBaHE y
25 mM Hepes mydepy. Hepes mydep je n3abpan u3 pasiora mTo je BOJIYMUHO3HHH MOJICKYI Y
oIHOCY Ha tris mydep, ma je Be3uBame Hepes mydepa 3a joHe MeTana ycien CTepHUX CMETHHU

NOTIYHO UCKJby4deHO. (151) CBu BoJieHM pacTBOPH NMPUINPEMAHHU CYy Yy OMIECTUIOBAHO] BOAH.

3.2.3.1. Cunre3a [Au(dach)Cl,]|Cl kommiekca

Kao nonazna cyncranua y cunte3u komiuiekca kopuurhena je co K[AuCly]. Co 3marta Hajope je

pactBopeHa y wmanoj komuuuHu Boge (0,2g, 0,5 mmol). Jluraux Dach (0,2g, 0,5 mmol)

63



pactBopeH je y cmemm MeOH/H,O (1:1, v/v) m jmomar y kamwma y pacTBOp 3JIaTO COJHU
K[AuCly]. Peakmnuona cmenra je Memiana 5 4acoBa Ha COOHOj Temmeparypu. JIOOMjeHH XyTH
pacTBOp HPOQUITPUPAH j€ U OCTaB/EH y Mpaky Ja ynapaBa. Hactamm kyTu Kpucrtamu cy
npodUITpUpaHU, UCTIPAHU XJIaJIHOM BOJIOM U OCyIlleHH Ha Ba3ayxy. [Ipunoc: 0,22 g (82 %).

Nzpauynato 3a AuC¢H4N>Cls: H, 5,34; C, 13,80; N, 2,71. Haheno: H, 5,29; C, 13,66; N, 2,54%.

3.2.3.2. Cunre3a [Au(SMC)Cl,] komiuiekca

Kao momasna cyncraHma y CHHTE3W KOMIUIeKca Kopuihena je kucenmHa 3mata HAuCly.
Kucemnaa HAuCly (0,2g, 0,8 mmol) je Hajupe pacTBOpeHa y Majoj KOJIMYKWHU Bojie. Y 100ujeHr
pacTtBop nojat je juraHa S-metuia-L-mucrenn  (0,105g, 0,8 mmol). Kucenoct pactBopa je
nojemena u3mehy 4 u 5 gomatkom 0,1 M pactBopa NaOH. JloOGujeHu pacTBOp MeIIaH je
HEKOJIMKO YacoBa, HAKOH 4Yera je HacTald YUCTH PacTBOP OCTAaBJbCH Jla MCIapaBa y MpakKy Ha
cobHoj Temneparypu. Hacranu GpaoH mpax je nmpoduiaTpupaH, UCIpPaH €TaHOJIOM U CYIIEH Ha
Bazayxy. Ilpunoc: 0,21 g (76 %).

Wzpauynato 3a AuCsSO;H;NCl;: H, 3,07; C, 10,52; N, 3,07; S, 7,02. Habeno:
H, 3,08; C, 10,73; N, 2,77; S, 7,01%.

3.3. MeToze 32 HCIUTUBAK-€ IUTOTOKCUYHUX ederara

3a UCIUTHUBAKE IUTOTOKCHYHUX edekaTa HOBOCHHTeTHCAaHUX Komuiekca muatuHe (II), mmatune

(IV) u 3nara xopumtheran cy MTT u LDH tect kao n AnnexinV/PI TecT 3a aeTekuujy anonrose.
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3.3.1. MTT (3-(4,5-numeTnaTHA30J1-2-11)-2,5- 1M P EeHUITETPA30JIUYM
OpomMua) TecT

MTT TecT je MeTo/Ia KOjoM ce MHAUPEKTHO onapelyje BujadbunHoct henmja (1, 2). MTT, 3-(4,5-
TUMETHIITHA30M-2-10)-2,5-mudenunterpazoauym Opomun (Sigma Aldrich, Hemauka), je
KpHCTall XyTe 00je, paCTBOPJEUB y BOJH, KOjU 300T MO3UTHBHOT HAaEJEKTPHCAmba JIAKO MPOJIa3u
kpo3 hemujcky memOpany. Y wMerabonmmuku aktuBHUM henmjama ce MTT penykyje mo
HEecoNyOMITHUX JbyOMdacTux Kpucraia (opmazana. MUTOXOHIpHWjamHa peayKTa3a (CyKIUHAT
JeXUIpOreHasa), akTHBHA caMO y KMUBHUM henujama, KaTajau3yje OBy peakiujy, Ia je pemyKiuja

MIPBOOUTHOT jeIHbeHa 10 (hopMa3aHa TUPEKTHO MPONOPIIMOHaTHa Opojy kuBHX henuja.

xytm MTT rpy6uyacTtu/ nnasu MTT

MUTOXOHApPMjanHa
| -

peAaykTasa

z \Ez
\
z—z
z

\

z

\z

T

7
B re S /

Edekar ucnutuBane cyncranie ce oapehyje mopehemem mHTeH3uTeTa 00je Koju najy hemwmje
u3JaraHe caMo MeIujyMy M MHTEH3UTETa KOju N1ajy henuje m3narane MCIUTHBAHO] CYIICTAHIIH.
[IponykoBanu ¢opmaszaH ce pacTBapa y OpraHCKHM pCTBapadnMa M HHTEH3UTET Ooje ce

onpehyje crekTpoOTOMETPH]CKH Ha TalacHO] TyXKuHHU o 570 nm.

VYTunaj komiuiekca Ha BujadwiHocT hemmja je oxapehuBan MTT Tectom. Themmje y
€KCIIOHEHIIMjalTHO] (a3u pacTa Cy NpUKYILJbeHEe U3 (pracka Ha MPETXOIHO ONMKCAHU HAYMH U OpOj
je oxapehen xopumheweM Neubauer-oBe KoMope y3 HUCKIJbyueme MpTBUX henuja Tj henuja
000jeHnX TpWNaH IUIaBUM. TpumaH 1uiaBo je 6oja Koja Moke na mpohe camo Kpo3 omreheHy
henmujcky memOpany HeBHjabuiHUX henmuja u 60ju HMHUTOIIA3MY, JAOK je KOJ BHjaOWIHUX henmja
oBa moryhmoct mckmwyuena (152). Remuje cy pas6maxene 10 rycrume 5*10* hemmja/ml. ¥
MUKpoTHuTap 1miode ca 96 orBopa je cumano 100 pl (5.000 henmja) cycnensuje mo oTBopy. Y
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noceOHE OTBOpE je cuIaH Menujym Oe3 hemmja xkako OM ce oapeania ONTHYKA T'yCTHHA CaMOT

Meaujyma, OieHk. [lnoua ce npeko Hohu mHKyOMpana Ha Temreparypu of 37°C U y mpucycTBy

5% COas. 3a 24 cara cy ce henuje monenuse, na je MEIUjyM OMJIMBEH M 3amemeH ca 100 pl

KOMIIJIEKCa PaCTBOPEHOT y MEUjyMy y OAroBapajyhoj KOHIIEHTpaluju. 3a CBaKy KOHIICHTPALH]y

paheH je TpumuMKar. Y KOHTPOJHE OTBOpE je IOHOBO CHNAH 4ucT Meaujym. Ilmoua je

nHKyOupana 24 nnm 72 cara nox uctuM ycnosuMma. 3a LLCI1 henmje je kopumher MTT Tect 3a

cycnensujy hemuja. Mctor gana cy y Mukportutap miode curnane hemmje (5000 mo OyHapuety y

100 pL wMemmjyma) u HCIUTaBaHM KOMIUJIEKCH (pacTBOp KOMILUIEKca ojarosapajyhe

KOHIIEHTpaIlMje y KOMIUIETHOM Meanjyjy, 100 uL mo OyHapdyery).
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000000000000
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oloeeeel 1 111 1_
00000000000
e OO O0O0000000

ITema muxpotutap miaoya 3a MTT Tect
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ITo ucreky 24 unu 72 cata, U3 cBUX OyHapuuha je yKjIomeHa Te4HOCT u aojato je mo 100 pl
yuctor DMEM-a ca 15 % MTT pactBopa (5 mg/ml y PBS-y, Phosphate buffer saline). [1noue cy
uHKyOupane jom 2 10 4 cara. [To ucreky uHkyOauuje MeaujyM je OJUTMBEH M y CBAaKU OTBOP j€
cunano 1o 150 pl numernn cyndokcuna (Sigma Aldrich, Hemauka) u 20 pl rmumuaCcKor mydepa
(pH-10,5). ITmoue cy BOpTEKCOBaHE IO pacTBapama KpHcTaia (opmMazaHa W ONTHYKA TYCTHHA
y30paka je MepeHa MyNTU(QYHKIMOHATHHUM YHWTAa4eM MHUKpoTUTap Iwiova, Zenyth 3100.

[Tponenar BujabuinHux henuja je u3padyHat Ha OCHOBY (hopMmyJie:
% Bujabmmaux hennja = (E—B)/(K—b) x 100.

(E-o3HauaBa oTBOp ca MCHUTHBAHUM cyncraHnama; b- Onenk; K-oTBop ca HeTpeTHpaHUM

henujama.)

3.3.2. LDH (1akrar gexuaporeHas3a) Tect

LDH je cTtabunHu eH3UM MPHUCYTaH y IUTOIUIa3MHU henuja koju ce yop3o mo omrehemy mia3ma
MeMOpaHe OTHyHITa y MeOujyM y KojeM ce henmuje raje. 3a ucnutuBame omrehema henmuja
y3pokoBasor ['JI] kopunrthen je Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche Applied Science). Kut
caJp>Ky MEIIaBUHY CYIICTpaTa Koja ce J0/1aje y CylnepHaTaHe UCTUTUBAHUX henuja U akTUBHOCT
LDH ce oapehyje KymioBaHOM €H3UMCKOM PEaKIIHjOM KOjoM ce jomoHHTpoTeTpazonujym, INT,

penykyje 10 ¢popmaszaHa, HapaHIaCTO-I[pBeHe 00je, pACTBOPJHHBOT Y BOJIH.
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Y npBoj ensumckoj peakiju LDH penykyje NAD+ no NADH + u H+ okcunanujom nakrara g0
UpyBaTta; a y apyroj peakuuju diaphorase xarammsyje npenoc H/H+ ca NADH + H+ na INT u
Tako Hactaje popmazan. Kut caapku karanuzatope (diaphorase/NAD), makrat u INT.
AxtuBHoct LDH eH3uma y cynepHaTaHTMMa TPETUpaHUX henuja pacte ca mopacToM Opoja
MpTBUX WK henuja ca omrehenom memOpanom. Ilopact LDH akTuBHOCTH TUPEKTHO KOpenupa
ca KOJJMYMHOM CTBOPEHOT (popMasaHa Ia je MHTEH3UTET 00je TUPEKTHO MPOMOPIHOHATIAH OpOjy
MpTBUX henuja. aTensurer 6oje ce onpehyje cnekTpoOTOMETPHJCKH HA TaJacHO] Ty>KHHH Of]
450 mo 500 nm.
henuje cy npunpemsbene 3a LDH Tect Ha uctu HauuH kao u 32 MTT Ttecrt, pa3nuka je camo y
MeaMjyMy 3a KyiTuBamgjy koju caapxku 1% FBS-a 300r BHCOKE aKTHBHOCTH JIAKTaT
nexuapoxrenase y cepymy. 3a LDH tect kopunihene cy 3 koHTpose:

1. aKTHBHOCT €H3UMa y CaMOM MeEJUjyMy, OJICHK;

2. cmoHTaHO ocinoOahame makTar nexuaporeHaze w3 hemmja, hemmje cy uznmarane camo

MEIHjyMy;
3. MakcuMaHO ocliobahame nmakTar aexuaporenase u3 oapeheHor hemujckor tumna, hemuje

cy Tperupane 1% tputoHoM X KOju M3a3uBa nepmeadminzaiyjy hemmjcke memOpaHe.
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IlIema mukpoturap miouda 3a LDH Tect

ITocne 24 carta msnarama henuja UCIUTHBAHUM KOMIUIEKCHMA, CYTIEPHATAHT j& MOKYIUbEH M
npebaueH y HoBe Mukporutap mioue. Y 100 pl cymepnaranta je nomaro mo 100 pl pagHor
pactBopa LDH xwura. ITnoge cy apxane 30 MuHyTa y MpaKy Ha COOHOj TeMIIepaTypH, a 3aTHM je
y CBakd OTBOP MHKpOTHTap Iuiode noaaro mo 50 pl 1N xmopoBogonuvHe kucennHe. OnTuuka
rycTHHa y3opaka je mepeHa Ha 450 nm Ha Zenyth 3100 mMynTudyHKIIMOHAIHOM YHTauvy.
[Tponienat MpTBUX hemnuja je U3padyHaAT Ha OCHOBY (OpMyJIe:

% mptBux henuja=(E—b)/((T—b)-(K-b)) x 100;

(E-o3HauaBa OTBOp ca WCIUTHBAaHMM cyncraHnama; b- Omenk; T- otBop ca henmjama

TpeTupanuM TpeutoHoH X; K-oTBop ca HeTpeTupanum henujama).
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3.3.3. Tecr 3a nerexkuujy anonrose (AnnexinV/PI)

ArmonTo3y KapakTepuile TpaHclokanuja (ochatuann cepuHa ca yHYTpaIlke Ha CIOJbAlIby
cTpany henmjcke MemOpane. Annexin V-FITC je duyopecuenTHa mpoba koja ce Besyje 3a
¢docharuannm cepun, uznoxeH Ha hemujckoj memOpanu. [Iponunujym jomua, Pl ce Besyje 3a
JIHK npucyTHy y henuju camMo yKOJHMKO je MHTErpuTeT henmjcke MmemOpaHe HapymieH. Cmarpa
ce ga cy Annexin V (-); PI (-) henuje xuBe, annexin V (+); PI (-) henuje cy y panum ¢azama
anonro3e U Annexin V (+); PI (+) cy y xacaum ¢azama anonrosze (153). YV ekcroHeHIHjanHO]
¢da3u pacra cy henuje mpecejane Ha 9 HoBUX (ackoBa. Kama cy hemmje mpekpune 70% nHa
dracka, MemUjyM je 3aMEmEeH MEIUjyMOM ca JOJaTKOM HCIUTHBAHOT KOMIUICKCA ¥
onrosapajyhoj xkonnentpamuju. Kontponne henuje HHCY W3laraHe KOMIUIEKCHMa, MEAHJYM j€
3aMEHCH CBEXKUM KOMIUIETHHM MeaujyMoM. HakoH 24 caTta M3110)KeHOCTH KOMIUIEKcuMa hemnuje
Cy MOKIUJbEHE M3 (hJackoBa, ompaHe 2 MyTa Y KOMIUIETHOM MEIUjyMy U PECyCIIEHIOBaHE Y
nydepy koju omoryhasa BesuBame Annexin-a V (10X mydep: 0.1 M HEPES, pH 7.4; 1.4 M
NaCl; 25 mM CaCl,) no rycture 1.000.000 hemmja/ml. ¥V 100 ul takse cycrneHsuje 101ato je mo
5 pl Annexin-a V (BD Pharmingen, Cjenumene [pxase) u 5 ul PI (50 pg/ml PBS-a) (Sigma
Aldrich, Hemauka). [Tocne ucreka 15 Munyta uHKyOamuje Ha cCOOHOj TeMIepaTypH U Y MpPaKy,
nonato je mo 400 pl 1X mydepa 3a BesuBame. Ananmsupano je 20000 norahaja Ha Facscalibur

BD nporounom nuromeTpy, a moxamu ¢y oopahenn y Winmdi 2.9 nporpamy.

3.4. MeTone 32 HCIMTUBAK€ AHTUTYMOPCKE AKTHBHOCTH KOMILIEKCA
in vivo

3.4.1. JlabopaTopujcKe :KUBOTHH>€
OBa cryauja je u3BeneHa Ha MuieBuMa guctor coja C57BL/6 ("wild type") koju cy oarajanu y

BUBapujymy Meaununckor gakynreta y Kparyjesiy.
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VY mnojenqMHaYHUM EKCIIePHUMEHTHMa KOPHUIINEHU Cy YBEK MHILIEBH HCTOT I0OJIa U BPJIO OJIMCKe
crapoctn (pa3nmka y cTapoctm Huje Owia Beha ox 7 mana). MwumeBdn KopumheHH Yy

HCTpaXKUBakUMa Cy OWJIM CTapOCTH OJ1 6 10 8 Heesba.

3a ekcrmepuMeHTe Ha JabopaTOPHJCKUM J>KHBOTamkaMa NPETXOJHOje J00HjeHa carjacHOCT
ETrukor komuTeTa 3a paj Ha JIaOOpaTOPHjCKUM KHUBOTHEaMa DakynTeTa MEIUIIMHCKYX Hayaka

VYuusep3utera y Kparyjesiy.

3.4.2. UuayKuuja eKCepuMEeHTAJTHMX MeTacTa3a

LLC1 henmje mummujer aneHokapuuHoma miayha cy rajeHe y HMHKyOaTtopy ca CTaHIapIHUM
ycaoBuma (temeneparypa 37°C u npoLeHTyaldHu ylieo yribeH-quokcuaa, CO,, y Baznyxy 5%).
O063upom 51a oBe henmje pacty y cycrneH3uju, mpecejaBane cy jaomaBameM 10 ml xomruieTHOT
Menujyma y diack koju Beh caapxu 5 ml cycniensuje henmja, a 15 ml pazonaxene cycnensuje je
npecejano y 3 HoBa (pnacka o 5 ml. Kommneran meaujym 3a rajeme oBux henuja je 6uo RPMI
1640 meaujym (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) ca 10% FBS, 100 1J/ml nenunumuna, 100
ur/ma crpentomunpaa (Sigma-Aldrich chemical, Munich, Germany), u 2 mM riyramuna (JRH
Biosciences, Lenexa, KS). LLC1 henuje mumujer aneHokapiuaomMa 1uryha y tpehoj macaxu cy

KopuirheHe 3a CBe i1 Vivo eKCIIEPUMEHTE.

HenocpenHo npe MHTpaBeHCKE MHOKYIAIMje, BHjaOMIHOCT TYMOPCKHX henmja cMO oapenuin
nomohy trypan-blue-a u camo oHy henujcky cycneH3ujy Koja caapxu Buiie ox 95% BujaOuIHuX

henuja cMO KOPUCTHUTH 32 aTTUKAIH]y.

Jla GHCMO HHIyKOBAIM CKCICPHMEHTAIHE METACTAa3¢ MHTPABEHCKH CMO ammmkoBamd 5 x 107
LLCI hemuja pecycniermoBanux y 200 ul DMEM-a. OBaj 6poj henuja je mpeTxoaHO HaBEACH Y

panujum cryaujama (154), a oNTUMU30BaH y HAIIMM MPEIEKCIEPUMEHTHMA.

MurnieBu cy OuiM nojie/beHu y 3 eKCliepruMeHTa He Tpyne U 1 KOHTPOJIHY IpyIy, a CBaKy rpymy

Jj€ YMHWIIO MUHUMYM 10 25 MHUIIeBa.

I excniepuMeHTAIHA TPYNA: MULIEBH Cy 1. JaHAa €KCIEPUMEHTA MPUMUIIA UHTPABEHCKH S X 10°

LLC1 henuja y penHy BeHy
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Il excnmepuMeHnTanHa rpyna: moueBun o 10. 1aHa HaKOH aruIMKanuje TyMopckux henuja,

MHUIICBUMaA CYy TPpHU IMyTa HEACJbHO AINIMKOBAHN UCIIMTUBAHHU KOMIIJICKCH.

III exciepuMeHTaHa Tpymna: modeBmu on 10. JaHa HAKOH aruIMKaIMje TyMOpCKHX henwja,

MI/IIHCBI/IMajC TpHU IIyTa HEACJbHO AIlNIMKOBAH KOMIIJIICKC HUCIIJIATUHE.

KonTpoana rpyna: mumesu cy o 1. 1aHa eKCiepruMeHTa IPUMald UHTPABEHCKU (PU3UOJIOMIKH
pacTBOp, yBEK KaJa je MUIIEBUMA U3 €KCIEUMEHTAJIHE IpyIe aluIMKOBaH UCIHUTUBAH KOMIIEKC

WK OUCILJIaTHHA.

Cse cyncrasiue MuLIeBy cy npumanu 3 myta HeznesbHO y 1o3u of 0,10404 mr PtEn u 0,10404 mr

CysPt, ompeheHoj Ha OCHOBY in Vitro HCTIUTHBAKA.

MumeBu cy Ownu >XKpTBoBaHM 21. naHa eKCIepUMEHTa a Ha OCHOBY IoJlaTaka M3 PaHUjUX

cryauja (155), u Hammx npenekcrnepruMeHara.

3.4.3. IlaToxucToJI0lIKA aHAJHM3a MeTacTa3a

JIBasieceT mpBOr JaHa MoOcCie yOpu3raBama TYMOPCKHX henvja, CBM MUIIEBU Cy XPTBOBAHU Y
atmocdepu 3acuhenoj muetmnerpom (BETA HEM, beorpam) m m3onoBana cy mm rmiyha 3a
MaTOXHUCTOJIONIKY aHAJIN3y METacTaTCKUX KOJIOHHWja. JOIl NPHIMKOM H30JalMje OpraHa, Ha
uryhuma HeKuX MUIIEBa Cy MaKpOCKOIICKH yO4eHE KapaKTepHCTUYHE METacTaTCKe IMMPOMEHE IpHE

00je (MakpomeTacTase).

3.4.4. Puxkcanuja v JeXuApPaTanmja mocTynkoM CMpP3aBamba TKUBA

V HameMm HCTpaXHMBamy je MPUMEHhCHA TEXHUKA CMP3HYTHX pe3oBa. OBakaB IMOCTYMaK MMa CBOje
npegHocTH: Op3 je, jep Hema KiIacuuHe (PUKCalje HU OCTAINX XEMHUjCKUX mocrynaka. [loctynkom
CMp3aBama TKHBa Ha Temmeparypu on -25°C mocTuke ce UucToBpeMeHa (ukcanmja u
nexuaparanyja. TexHuKa je MOorojHa Kako 3a KjacuyHa Oojarba Tako MU 3a XHCTOXEMH)CKE U
UMYHOXHCTOXeMHjCKe TexHHKe Oojama. Hemocratak metone cy omrehema TKHBa Koja CTBapajy

KpHUCTaJIU JIeJ.
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HenocpenqHo HakoH wu30JalMje pa3IMYUTHX OpraHa, Y30pUM TKHBAa Cy 3aMp3HYTH Ha
temneparypu on -25°C, a 3aruMm (QuUKCHpaHW Ha Tojjore (JApBEHE IUIOYMIIE) U CEYCHH
MHUKPOTOMOM Ha cepHujcke mpeceke nedsbuHe 5-10 um. 3a MaToOXUCTOJIOMIKY aHAIU3y Cy
KopuirheHr TKUBHU TMpECcEeI ca TpH HUBOAa Ha MelycoOHOM pacTojamy on 25 um (oA CBakor

MHUIIA Cy aHAJIM3MpaHa 1o 3 TKHBHA UCEYKA U TO CBAKU 5-U TKUBHU IPECEK).

3.4.5. bojeme xemaTtokcuJnHOM U eo3MHOM (H&E)

VYeneauno je  0ojeme  KPHOCTATCKUX TKUBHMX IIpeceKka METOAOM XE€MaTOKCUJIMH-C03UH
(hematoxylin-eosin) mo Heidenhain-y u carmacno npenopykama Gurr-a(156): Ha moueTky cy
IUIOYMIIE ca TKUBHUM TipecennMa mydepucane y mydepy dopmamgexuaa 10 cekynam, oHIa
ompaHe y Tekyhoj BOJaM a 3aTWM TOTOIUbeHE. 2 MHHYTa y Mayer-oB xematokcuinH (Merck).
[ToToM cy TKMBHU ucedl ucnupaHd | MUHYT y Tekyhoj BoIu W Haj3alx cy 0OjeHU aIKOXOJIHUM
eo3unoM (Merck) y Tpajamy 1 munyt. Hakon Gojema ycienuia je nexuaparalyja ucedyaka Kako
Ou ce y mHMa yKIOHWIA Bojaa. JI[pyrum pednMa, MCEUIM Cy TOTamaHW y cepujy pacTyhmx
KOHIIEHTpallrja ajnkoxoisa u To cieaehum peapom: Hajipe 1 MUHYT Y 85%-THOM aJIKOXOJy, 3aTUM 2
nyTta 1o 50 cexkyHau y 96%-THoM M Ha Kpajy 2 myTa 1o 50 CeKyHIM y arcoJyTHOM alIKOXOy.
Hakon Oojema W nexuapaTandje, yclIeAuO je IOCTyNaK IpOCBET/baBamba Kaja Cy HCeUlU
noTibeHn 50 CeKyHIM y MEIIaBUHY KCHJIOJIa M ajKoxosa y onHocy 1:1, a 3atum nBa myta no 50
CeKyHIu camo y kcuionry. Ha kpajy cMo Ha TkuBHe Mceuke HaHocwin Kanama G6amsam (Canada
balsam, Centrohem, Cp6uja) 1 mpekpuin UX NOKPOBHUM cTakiauma. Ilpenapatu cy aHanusupanu

MO/ CBETJIOCHUM MHUKPOCKOIIOM HAaKOH 24-4aCOBHOT CyLICHA.

3.4.6. Bepuduxanuja Opoja u BeJIMYUHE METACTATCKUX KOJIOHHja

JIBajieceT mpBoOr JaHa mocie yOpu3araBama TyMOPCKUX henrja MUIIEBH Cy KPTBOBAaHM a MCEUIIH
wiyha, jetpe m mo3ra cy o6ojenn H&E-om. Meractaze cy BepudukoBaHE MHKPOCKOIUPAHEM
(yBermmuame 10X u 40X) camo y mryhuMa u TO Ka0 METacTaTcKe KOJIOHHjE ca KapaKTePUCTUIHOM
OpaoH-I[PHOM MHTMEHTAIMjOM M Kao MeTacTtarcka '»kapumTa"' ca yBehaHUM BHIIIEjeTapHUM

henujama jacHO orpaHryYeHa O]l OKOJIHOT TUTyhHOT TKHBA.
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3.4.7. N3oaanmja CrjIeHOUATA

MmumieBn U3 eKCIIEpUMEHTAIHUX M M3 KOHTPOJIHE TPYIe Cy KPTBOBaHHU y atMochepu 3acuheHoj
JIMETHIIETPOM JBaJeCeT IPBOT IaHa I0C/Ie MHTpaBeHCKor yopmsrasama 5 x 10 LLCI1 hemnja y
200 ul DMEM-a. CBuM MHIIIEBUMA j& M30JI0BaHA CJIC3MHA a 3aTUM j& YATaB MOCTYIAK W30JIalHje
CIUICHOIINTA MU3BeJeH Ha Jieny (Ha +4°C) u 1o Ha cieaehu HaYMH: HajIpe CMO KIIUIIOM IIIPHIIA
XOMOTEHHU30BaJIM CIE3UHY M MPOMyCTHIU je Kpo3 henujcko cuto (cell strainer BD Pharmingen,
USA) y enpysery ox 50 ml y3 gomaBame 5 ml menujyma (RPMI-1640 (PAA Laboratories
GmbH) ca nonatkom 10% FBS-a). OBako pa3aBojeHe nojeauHayne henuje cy neHTpudyrupane
Ha 1500 rpm 5 MuHYTa a OHAA je OJJIMBEH CYINEpPHATAHT. Y IWJbY JU3HUpama CPUTPOIUTA
ycaenauna je uaky6ammja henmuja y 5 ml lysing pactBopa y Tpajamy 5 MuHyTa Takolhe Ha Jemy.
Hakon ucreka nnkyOanuje nonaBameM 5 ml RPMI-1640 ca 10% FBS-om je 3aycTaBibeHO najbe
nu3upame. 3atuM cMo henuje neHTpuyrupaiu, oJUIMIM CyIIepHATaHT U Mocie JojaBama § ml
RPMI-1640 ca 10% FBS-om no0Opo pecycnennoBanu nunetoM. Kako Oucmo wusbdernu
KOHTaMHHAIIN]y CIUICHOIIUTA XUCTHUOITUTUMA CIE3UHE, heuje cMOo JOI jeAHOM MPOIyCTHIIA KPO3
henujcko cuto. Ha Taj HauMH cMO MOOMIM CYCMEH3U]y MOjeIMHAYHHMX CIUICHOIUTA KOJy CMO

KOPUCTHJIU Y 1aJbUM HCIIUTHBABUMA (32 IPOTOYHY HUTO(IYOPOMETPH]CKY aHATIU3Y ).

3.4.8. IIporouna uuTOdIyopoMeTPHjCKA AaHAJIN3A MOIYJIAlKja
MOHOHYKJIeapHuX heauja cie3une

VY 0BOj TYMOpPCKOM Mojeny je u3Mel)y ocranor mpumemeHa M HMPOTOYHA HUTO(IyOopOMeTpHja
Kako OM ce Oojpenwia pellaTHMBHA 3acTYIUbCHOCT henuja creruduune u Hecneruduane
MMYHOCTH OJIFOBOPHHX 3a aHTUTyMopkcy wumyHocT: Natural kiler (NK), NKT, CD8+
MUTOTOKCHYHMX JuMpormra kao u CD4+ T mudonura m makpodara y cie3uHH MuIIeBa
SKCIIEPUMEHTAIIHUX U KOHTPOIHE rpyre. AHanu3a je pal)eHa u3 cBexe U30J0BaHUX CIUICHOLUTA.
Hakon wm3omanuje, npunukoMm Opojama CIUICHONHMTA je oApehuBaHa W HUXOBAa BUjaOMIHOCT
nomohy trypan-blue-a 1moa CBETJIOCHUM MHUKPOCKOIIOM M 'y CBHUM €KCIIEPUMEHTHMA BUjaOUITHOCT

henuja je uznocuna uzmely 90% u 95%.
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3.4.8.1. bojeme MeMOpaHCKHUX MapKepa
VY texHuum 0ojema MEMOpPaHCKUX MapKepa 3a (eHOTHINU3ALN]Y MOIyJIallija MOHOHYKEeapHHUX
henuja cne3uHe cy NpuMemEHA AaHTU-MUILINja MOHOKJIOHCKA aHTHUTEJIA Pa3InYUTe

cneruduanoctu (Tabena 1).

Ta6ena 1. [IppMapHO KOHjyroBaHa MOHOKJIOHCKA AHTHUTEJIA 32 MPOTOYHY IIUTOMETPHjY

Cnenuduynoct
ObenexxnBay Kion HN3ornn Pasonaxkeme  IIpomsBohau
aHTHTeJIa

CD8a Alexa Fluor® 488 53-6.7 IgGora,x 1:100 BD Pharmingen

CD3e Alexa Fluor® 488 145-2C11 IgGl1, x 1:100 BD Pharmingen

[Ipouenypa 6o0jema MOBPIIMHCKUX Mapkepa je u3BeaeHa Ha cieaehu Haumn: Ha 1 x10°
cruieHonmTa pecycrnengoBannx y 50 pl mydepa 3a 60jeme (enra. Staining Buffer; BD) nonara je
oaropapajyha KomW4YwHA TPUMApPHO KOHJYTOBAaHMX MOHOKJIOHCKHX AaHTHUTENAa OO0CIeKESHUX
paznmuuutuM (ayopeciieHTHUM O0ojama y oapehenum komOuHanujama: Alexa Fluor® 488-antu-
CD3e¢ anturena; PE-F4/80 u Alexa Fluor® 488-antu-CD8a anturena; Alexa Fluor® 488-anTu-
CD4 anturena; APC-antu- NK1.1.

CruteHoLMTH Cy Takohe MHKYyOupaHu u ca oaroapajyhum uzorurnckum koHTpoaama (Tabena 2).
bojeme M30THIICKMM KOHTpoJlamMa TIOMaXke€ HaM Jia pPasrPaHu4YuMO CIEHU(PHUYHO OJ

HecTIenn(UIHOT 00jerma.

CBa aHTHTENA 3a MOBPIIMHCKO 0Ojeme, Ka0 M M30THIICKE KOHTPOJE KOpUIINEHH Cy Y TaKBHM
KOHIICHTpalldjaMa Jia ’buxoBa puHaiIHa paz0iaxema y cycneHnsuju crenorura (V=80 ul) oymxy
1:100. 3aTum je tajor hemuja ca aHTUTENIMMa KPaTKOTPajHO BOPTEKCOBAH M OHJAA j€ ycleausa
BUXOBa MHKyOamuja y Mpaky Ha temnepatypu on +4°C y tpajamy 20 munyta. Ilo ucrexy

uakyOanwmje, henmje cy "ompane" momaBamem 1.5 ml xiagHor mydepa 3a 6ojeme (eHrI. Staining
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Buffer, BD) u onnma cy nentpudyrupane 5 mmnyta Ha 2000 rpm. IlotoM je oxanuBeH
CympeHaTaHT M Tajor hemmja je pecycrnennoan y 350ul mydepa 3a 6ojeme. AHaNM3UpPaHO je
20000 morahaja ma Facscalibur BD mporounom 1mutometpy, a nogamu cy obpahernn y Winmdi

2.9 nporpamy.

Tabena 2. U30THIICKE KOHTPOJIE

Ha3uB anturena ObenexuBau Knon HN3oTun IIpoussohau

Hamster Isotype Control PE B81-3 IgG2a x BD Pharmingen

Rat Isotype Control APC R35-95 IgG2a« BD Pharmingen

3.4.8.2. CrarucTuuka odpajaa moparaka

[Momanm cy aHanmu3upaHu KopuimhemeMm craTHcTHYkor mnporpama SPSS Bepsmja 13. Tlpe
CTAaTUCTHUYKE 00pajae mojaTaka, MNPBO CMO HCHUTAIM TPABUIHOCT pacrojene A00HjeHuX
BPEIHOCTH (BEJIMYMHA Y30pKa oapelhyje koju heMo TecT KOpUCTUTH 3a Ty poBepy). Bpennoctu cy
uMaJie TIpaBUWJIHY paclojiely Ha CMO KOpUCTHIM mapamerapcku Student’s-oB t Tect. Pesynratu
eKCIIEpUMEHTa Cy U3PAKEHH Kao BpEAHOCT + cTaHgapaHa rpemka (SE). 3a cratucTuuky 3Ha4ajHy
pasNuKy y 10O0MjeHUM BpeIHOCTUMA n3Mel)y rpyma cmatpa ce kaaa je p<0.05, 10K je cTaTuCTHUKH

BEOMa 3HayajHa pasiuka kaza je p<0.01.



4. PE3VYJITATHU

4.1. Kommuiekcn miiaTuHe ¢y HUTOTOKCHUYHU[H O KOMJIEKCA 3J1aTa 32
henujcky MuHUjy XymaHor kapuuHoMa muyha AS549 in vitro

[MutoTOoKCHYKHM e(dekaT KOMIUIEKca IJIaTMHE M 371aTa Ha XyMaHy heiMjcKy JUHMjYy KapIHOMa
wiyha ucnmtuBan je xopuimhemem MTT u LDH Ttecta. Kao kontponna henujcka nunHja, Tj
TYMOPCKH Heu3MemeHe henmuje koje ce Op30 nerne KopuimheHe Cy XyMaHe Me3eHXHUMaTHe
marnuHe henuje nzonosane u3 nepudepHe kpsu (MSC). Y 0BEM ekcriepUMEHTHMA UCTIUTHBAaHA
j€ BPEMEHCKHU M JTO3HO 3aBUCHA LIUTOTOKCHMYHOCT. A549 henujcka nuHuja je KylaTuBucaHa 24 u
72 cara y aBocTpyKo pactyhum pazomaxemnma komruiekca mouerne konnenrpanuje 1000 uM, a
nuroTokcuyHocT je yrBphuBana MTT u LDH TtecroBuma nurotokcmyHoctu. Pesynratu oba
MTT Ttecta yka3yjy Aa Cy CBH WCIHMTaHM KOMIUIEKCH LUTOTOKCHYHH 3a AS549 mpu uemy je
pETHCTpPOBaHA CTATUCTUYKH 3HAYajHA PasiMKa y IUTOTOKCHYHOCTH WCIUTHBAHUX KOMILICKCA

3JI1aTa U MJIaTHHE.

4.1.1.Pesyaratu MTT Tectra

MTT Tect je moka3ao JO03HY 3aBHCHOCT edeKkaTa UCIHUTUBAHMX KoMIuiekca. LluroTokcnyHoct
KOMIUIEKCa 371a3a M TUIATHHE pacTe ca MOpacToM KOHIIEHTpaIfje W HakOoH 24 cara u3jarama
ucnutuBaHuM Komruiekcuma (I'padukon 1) a u mocne 72 carta KynTHBaIyje ca KOMIUIEKCHMA
(I'paduxon 2). Jemgmno PtEn wm Cisplatin ucnospaBajy HHTOTOKCHYHOCT W Y HajMamUM
KOHIeHTpanujama 7,8 uM mocrne 24 cara, a ocTalu KOMIUIEKCH UMajy LUTOTOKCUYKU edeKkar y
Hemro Behum koHneHtapiujama, Au BIPY moueB on konmentpamuje 31,25 uM; a PTTS,
PTTS1 u AuDACH ox 250 uM. Kao mrTo ce Buau Ha rpaduKy Mame KOHIICHTPAIHje KOMIUICKCH
IJIaTHHE Cy TOKCUYHHUJU 3a AS549 y mopehemy ca koMmriekcuma 3nata. HajakTHBHHjM 01 CBUX

UCIUTUBAaHUX KoMmIuiekca je PtEn xoju HakoH 24 cata kynaTtuBamuje ca A549 uma BpJioO CIUYHY

77



UTOTOKCHYHOCT kao M nucruiatuHa. PTTS u PTTS1 umajy Mamy akTuBHOCT y mopehemy ca
IUCIUTATUHOM y CBHM HWCIHUTHBAHHM KOHIlEHTpanujama. MelhyTum ako ce mocmarpajy edextu
KOMIUIEKCA 3J1aTa yodaBa C€ J1a Cy CBU KOMIUIEKCH Mambe€ aKTUBHM OJl LHCIUIATUHE Y MambUM
KOHIIeHTapijaMa a na y Behum xonnenrpanujama (AuDACH-250 uM; AuBIPY u AuEn-500

pM) ucnospaBajy Behy HUTOTOKCMYHOCT HETO LUCIUIATHHA, OAHOCHO youjajy 100% AS549

henwmja.
——PtTS
A549 24h ~=-PTTS1
PtEn
160 . ]
© 140 - —e—Cisplatin
E‘ 120 -
E 100 -
< 80
= 60
Q 40
% 90 | °
c.\o 0 T T T T T T T 1

7.812 15.625 31.25 625 125 250 500 1000
KOHUeHTpauuja (pM)
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I'padguxon 1: IIUTOTOKCHMYHOCT KOMILIEKCA 3J1aTa M MJIATHHE HA XYMAaHOj JUHHUju KapuuHoMma miayha AS49
nocye 24 cara u3narama (Mepeno MTT Tectom). Pesynraru cy npukasanu kao cpenma BpeaHocT (Mean) 3

TIOHABJbAA, a CBAKH O] EKCIICPUMEHTA je pal)eH y TPHUILIHKATY.

AKko ce mocmarpa IMTOTOKCMYHOCT KOMIUIEKCAa HaKOH 72 cara yodaBa ce MoBehame
I[MATOTOKCUYHOCTH CBHUX HcmUTUBaHUX KoMiuiekca ruiatuHe. PTTS u PTTS1 makon 72 cata
uMajy Bpiio ciuyHy, a PtEn 3HatHO Behy muroTOoKcHuHOCT Hero muncinaTuHa. PtEn Hakon 72

cara youja oko 50% A549 henuja u y HajMam0j UCIMTUBAHO] KOHLEHTpauju 7,8 uM.

Pesynratn noOujeHM HaKOH H3/aramba TYMOPCKHMX henuja KOMIUIEKCMMa 3j1aTa Cy HEIITO
napyraunju. Lutorokcmunoct komruiekca AuEn m AuDACH ce roTroBo HHMje TPOMEHWIA ca
noBehameM BpemeHa wu3marama. Melhy wucnutuBanuMm komruiekucma, Kommiekc AuBIPY

HOKBBy_iC Behy HUTOTOKCUYHOCT OJ HUCIUVIATHUHC Y CBUM UCIIMTHBAHUM KOHHCHTpaHI/IjaMa.
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I'padguxon 2: IIUTOTOKCHMYHOCT KOMILIEKCA 3J1aTa M MJATHHE HA XYMAaHOj JUHHUju KapuuHoMma miayha AS49
mocie 72 cata m3narama (Mepeno MTT Tectom). Pesynratu cy mpukasanm kao cpemma BpegHoct (Mean) 3

TIOHABJbAA, a CBAKH O] EKCIICPUMEHTA je pal)eH y TPHUILUIHKATY.

CymapHa HIHMTOTOKCHYHA aKTHMBHOCT KOMIUIEKca IuiatuHe u 3nmata kpo3 IC50 BpemHOCTH Tj
BpPEAHOCTH KOHIIEHTpaluja koje youajajy 50% ucnutuBanux henuja je nmpukazaHa Ha TpaduKoOHY
3. 1 xpo3 IC50 BpenHocTH ce youyaBa mnoBehame IIUTOTKCUYHE aKTUBHOCTH KOMIUIEKCA TIaTUHE

ca nosehameM ayXuHe n3narama henmuja, 10K ce Mel)y UCIUTUBAaHMM KOMILUIEKCHMA 3jaTa ca
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nosehameM nykuHe M3narama nosehaBa nurtorokcumyHocT camo AuBIPY. IC50 BpeanocTn

PTTS u PTTSI1 cy craructnuku 3Hadajuo Behe y mopehemy ca IC50 mmcmiaTiuHe, OQHOCHO

LUTOTOKCHYKA aKTHMBHOCT OBa J[Ba KOMILJIEKCA j€ CTaTUCTHYKH 3Ha4ajHO Mama y mnopehemy ca

aKTUBHOCIINY IUCIUIATUHE M HAKOH 24 W HaKoH 72 caTa u3narama KoMiUlekcuma. Hema

CTaTUCTHYKHU 3HavajHe paznuke y IC50 Bpeanoctuma msmel)y PtEn u mucnnatune. Bpeanoctu

IC50 3a cBa Tpm KOMIUIEKCAa 3/aTa Cy CTaTHCTHYKH 3HaudajHo Behe y mopehemy ca oBom

BpeenHomhy 3a IMUCIUIATMHY HakKoH 24 cata wu3narama AS549 koMIuiekucma, alu ce ca

noBehameM NyXKWHE H3Jarama henvja KOMIUIEKCMMa TyOW CTaTHUCTHYKa 3HauajHOCT u3Mmelhy

AuBIPY u uucruiatume.
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I'paduxon 3: IC50 BpeqHocTn 3a KoMIJIeKce 371aTa U IUVIATHHE 32 XyMaHy JMHUJY KapuuHoma nmiayha AS49

nocje 72 cara u3iaarama (Mepeno MTT Tectom). Pesynratu cy npukasaHu kao cpenma BpeaHocT (Mean) 3

MTOHABJbAFha, & CBAKH OJ1 EKCIICPUMEHTA je pal)eH y TPUIUIHKATY.
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[TopehememM IUTOTOKCHYKE aKTUBHOCTH HMCIUTHBAHUX KOMIUIEKca Ha henujama kKapiuHOMa H
ME3CHXUMAJIHUM MaTUIHHM henujama koje ce nene Op30 CIMYHO Kao U TYMOpPCKE alld Cy
TyMOpcku HeusmemeHe (I'padmkon 4) youaBa ce na KOMIUIKEKCH 3mara u PtEn, xao u
LUCIUIaTUHE MMajy BeoMa CIIM4aH LUTOTOKCHYKHU edekaT M Ha henuje kapruHoma miuyha u Ha
Mme3enxumanne matuune hemmje. Jenuno PTTS um PTTSI umajy cTaTucTHYKM 3HAYajHO MambH
IIUTOTOKCHYKH e(ekar Ha XyMaHe ME3CHXHMMajlHe MaThyHe henmuje Hero Ha Tymopcke hemmje
(IC50 BpemnocTu oBux komruiekca 3a MSC cy 3HauajHo Behu Hero 3a A549). OBaj Hana3 ykasyje

Ja Ou oBa JABa KOMIIJICKCAa MOTI'JIa Ja I/IMaJy MamkC IITECTHE C(l)eKTe YKOJIUKO ou ce IIpUMCHUIIA in

vivo.
600 - 600 -
mAS549
500 - mMSC 500
400 - 400
s —_
3300 . %.300
(:) S
o 2
S 200 - O 200
100 - 100
0 - 0
PTTS PTTS1 PtEn cisplatin AUuEN Audach Aubipy cisplatin

I'padguxon 4: Ilopehere NMTUTKCHYKE AKTHUBHOCTH KOMILUIEKCA IUIATHHE M 3J1aTa HA XyMaHHM JIMHHjaMa
kapuunoma miayha A549 u mezenxumannux matuuHux henuja. IIpukaszane cy IC50 BpeqHocTH KoMIiekca 3a
o0e JMHUje HAKOH 72 caTa W3jarama HCIUTHBaHUM Komiuiekcuma (mepeHo MTT tectom). Pesynratu cy npukazanu

Kao cpenma BpeaHocT (Mean) 3 moHaBJbama, a CBaKH O] EKCTIEPUMEHTA je pal)eH y TPUILTHKATY.
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4.1.2. Pesyaratu LDH Tecra

LDH tect HakoH 24 cara wm3iarama KOMIDIekcuMma je, ka0 u MTT tecr, mokazao nma ce
caMameHkheM KOHIICHTpaIlMje KOMIUIEKCa cMamyje W BuxoBa IUTOTOKCHMYHOCT (I'padukon 5).
Pesynratu LDH Tecta ce moHekie u pasnukyjy y omHocy Ha pesynrate MTT tecra. LDH
TECTOM je MMOKa3aHo Ja U KOMIIEKCH 371aTa Kao U KOMILJICKCH IUIATUHE UCII0JbaBa]y IUTOTOKCHUKY
aKTUBHOCT camo y Behmm konmentpamujama (500 u 1000 pM). PTTS u PTTS1 wak Hu y
koHnentpauuju 1000 uM  He yOujajy AS549 hemuje mepeno LDH Ttectom. Takohe cBu
UCIMTUBAaHU KOMIUIEKCH HCIOJbaBajy Mamy IMTOTOKCHYKY AKTUBHOCT HEro IMCIIJIaTHHA.
Paznmuka y pesynaratuma nobujennm MTT m LDH Tectom moxe na ce 00jacHU pazIUuUuTHM
NPUHIMIIAMA Ha KOjUMa Cy OBa JBa Tecrta 3acHoBaHa. MTT TecTtom ce MepH aKTHBHOCT

MUTOXOHJIpHjaTHUX €H3UMa KOja yKa3yje Ha MPUCYCTBO BUjaOMIHUX henwja.
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I'paduxon 5: lluToToKCHYKH eekaT KOMILJIEKCA 371aTa U IJIaTHHe HA A549 HakoH 24 cata (MmepeHo LDH
TecToM). Pe3ynratu cy npukasanu Kao cpeama Bpennoct (Mean) + cranmapaHa rperika (SE) (3 ekcniepumenTa ca 3

[IOHABJbAbA).

LDH TecTtom ce Mepu aKTHBHOC €H3MMa JIAKTaT JEXUIPOreHa3e y MeANjyMy y KojeM cy henwuje
KyntuBucane. OBaj €H3MM je NpUCYTaH y LUTOIuIa3Mu henuja u u3naszu u3 henmja TeKk HaAKOH
nmu3e henujcke memOpane, Tako na ce LDH Tecrom Buiie mepu HekpoTcka cMmpT henuja wmu
nporenatr henuja y kacHuM (hazama aronrto3e kajaa Beh mounme ga ce nesuHTerpuire hemmjcka

MmemOpana. Ca apyre crtpane MTT Ttect moxe ma onmpaxkaBa (uHE NMPOMEHE AKTHBHOCTH
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MUTOXOH/IpHjaJTHUX €H3UMa KOj€ Ce€ jaBJhajy paHO Yy IPOLECY amloITo3e Ma OM OBUM TECTOM
TpebaJo 1a ce paHo JETEKTYjy HUTOTOKCHYKH e(DeKTH UCTIMTUBAHUX CYIICTAHIIH.

[Ipema TOMe MPETXOAHU pe3ynTaTH OM MOTJIM Ja YKaXy Ja CBH MCIUTHBAHM KOMIUICKCH Hpe
CBera H3a3uBajy amontorcky cMmpT AS549 hemmja mro cMO W TOTBPAMIM HPOTOYHOM

[IUTOMETPH]OM.

4.1.3. CBM HCIMTHBAHM KOMILICKCH 3J1aTA M IJIATHHE HHAYKYjY
anmonToTCKy cMpPT hesimjcke JJUHMje XyMaHOT KapuuHoMa miyha
AS549

TecT amonTo3e je moka3ao /a CBU MCIUTHUBAHM 3JIaTa MHAYKY]Y anmonToTcKy cMpT A549 henwmja.
(I'padukon 6). JIBajgecerdyeTpu caTta HAKOH H3Jlaramka KOMIUICKCHMMA 3iata (KOHIIEHTpAIlHja
500uM) Behuna mpTBHX henuja je y kacHOj anonto3u (AnnexinV+PI+ henuje). Hajrokcnunuju
epexkar Ha AS549 hemmje je umcmossmo Au bipy (60,92% kacHO amonTOTHYHHMX hemnuja),
TOKCHYHMjHU Hero nucriatuHa (54,77% kacHo anontotuunux henuja). [Ipouenat A549 henwuje
TpeTUpaHe KoMIUIeKkcoM Auen y kacHoj amonto3u (7,16%) ckopo aa ce He pas3liuKyje O
nporenta A549 henuja xoje cy cmoHTaHo yuuie y anontosy (5,66%). Ilpouentu MptBux A549
henmja MepeHoO TecTOM amornTo3e ¢y MamH y notpehemy ca nmponeHTnMa MpTBUX hemuja MepeHo
MTT Tectom, anu ¥ OBaj Hajma3 Moxe na ykadyje ma cy MTT tecrom 3abenexxeHe modyeTHe
MPOMEHE y MeTabOoJu3My MHUTOXOHIpPHja KOje MOTY Ja HWHIYKyjy amonrto3y henuja ma cy u
NPOIICHTH MPTBUX henmja oBako MepeHHx Behu y 0JHOCY Ha mpolieHaT MpTBUX hemuja MepeHo
TECTOM aronTo3€ jep ce OBUM TECTOM JIETEKTY]y MpoMeHe Ha henujckoj MeMOpaHU Koje Imparta
aronTo3y, a KOjeé C€ BEpOBAaTHO [IEIIaBajy KacHH]e Yy OJHOCY Ha IMPOMCHE MeTa0oJu3Ma

MHUTOXOH/IpH]a.
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I'paduxon 6: PenpesentatuBHu dot-plot-oBu AS549 heamja TepTHpaHHX HCIMTHBAHMM KOMILIEKHCMA H

nucnaJaTHHOM (KonBeHTpanuje SO0pM) 000jeHUX aHEKCHHOM M MPOMUAUjYM jOTUAOM.
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4.2. Kommiekcu miiaTuHe ¢y HUTOTOKCUYHUjH O/ HUCIIATHHE 32
heaujcky muanjy mumijer kapuuaoma miayha LLC1 in vitro

C 003upoM Ja je MOKa3aHO Ja Cy HCIMTHUBAHM KOMIUIEKCH IIJIATUHE HCIOJBHIN CHAXKHU]U
UTOTOKCHYKHU edekar Ha AS549 henmje y mopehemy ca edekTruMa KOMIUIEKCA 37aTa Jajbe CMO
MCTIHUTUBAIM LIUTOTOKCHYKU e(ekaT KoMIuleKca IuiatuHe Ha henuje mumijer kapuuHoma rryha
LLC1. Huje 3a0enexxena 3HayajHa pa3inuka y TUToTokcnykuM epekruma PTTS u PTTS1 na je y
HapenHUM ekcnepuMmenTtMa kopuuthen camo PTTS. HcnutuBana cy M JBa HOBa KOMILIEKCA
mnatuHe TS3 wm Ptdach. Jlo3Ha 3aBHCHOCT ITUTOTOKCHYKHX e(dekara KOMIUIEKca IUIaTHHE Ha
LLC1 henuje je ucnutuBana kopumthewem MTT u LDH Tecra HakoH 24 cara uziarama
kommiekcuma. LLCI1 henmjcka nuHHMja je KynTuBHcaHa 24 cata y JBOCTpPYKO pactyhum
pasbmaxxemruMa KOMITIeKca modetHe konreHnTpanuje 1000 pM. Pesynratu oba Tecta ykasyjy aa

CBU HMCIIUTaHU KOMIUICKCH UCTIOJhaBajy U3paxkeH IMUTOTOKCHYKH edekat Ha LLCI.

4.2.1. HajcnaOuju nuurorokcnuku edpexar Ha LL.C1 heauje
ucnosbasa TS3 mepeno MTT TecTrom

MTT rect je mokazao ma Pten, Ptdach, PTTS1 u mucnnaruna youjajy nmpuOIMKHO CIMYaH
nporienar LLC1 henuja y cBUM HCIUTHBaHUM KOHIIEHTpalyjama, U 'y KoHueHtpamuju 1000 uM
Kao ¥ y KoHIeHTparuju 7.8 uM. Jeauno uroTokcnuku edexar TS3 mokasyje 103HY 3aBUCHOCT
(I'paduxon 7). Cnuyan nurotokcnuku edexat Pten, Ptdach, PTTS1 u nucninatuse je moTBphen
u u3pagyHaBaweMm [C50 BpemHOCTH. 3a OBa 4eTpu KOMIUIEKca HUje Omino moryhe m3padyHatu
IC50 BpeaHocT, jep je M HAaKOH H3Jarama HajMambO] MCIUTHBAHO] KOHLEHTPAIMjU KOMILIEKCA
(7.8 uM) miporieHaT BujabumHUX henrja 6wo mMamu o1 50% (tadena 1). Cnabuja MUTOTOKCHYHOCT
komruiekca TS3 je morBphena u m3pauyHaBameMm [C50 BpemHocTn koja m3Hocu 352.20+44.20

uM.
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I'paduxon 7: HUTOTOKCMYHOCT KOMILJIEKCA MJATHHE HA MUILjOj JuHMju KapuuHoma miuyha LLC1 nocae 24
cara u3narama (MepeHo MTT tectom). Pesynratu cy nmpukasanu kao cpenma Bpennoct (Mean) 3 moHaBsbama, a

CBaKH 0]l eKCIIEpUMEHTA je paljeH y TPUILTUKATY.

Taoesa 1: IC50 BpeanocTu koMiuiekca miatune 3a heaujexy mununjy LLCluakon 24 cara

Hu3jaramba KOMILICEKCHUMaA

Komnuiexce LLC1

Pt dach <7.8 uM

Pten <7.8 uM

PTTS1 <7.8 uM

Ts3 352.20+44.20 uM
Cisplatin <7.8uM
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4.2.2. Pesyaratu LDH Tecra

Pesynraru LDH Ttecra cy Bpno cimaau pesynratuma MTT Tecra (I'padukon 8). [Torephena je
U3pasuTa IUTOTOKCHYHOCT HCIUTUBAaHMX KOMIUIEKca, anu je Hajseha murtotokcuyHoct LDH
TecToM u3MepeHa 3a Ptdach (yb6uja 100% henmja y cBUM KOHLEHTpalMjama), a Hajciabuja 3a
IUCIIATUHY KOja TeK oJ KoHIeHTpauuje 62.5 pM youja 100% LLC1 henuja. Ptdach, PTTS1 u
TS3 wumajy cnuury muroTokcmuHoct MepeHo LDH TectoM, y koHneHtpamuju 7.8 uM yowujajy

oko 80% LLC1 henuja a on konuentpauuje 62.5 uM ybujajy 100% LLCI1 henuja.
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I'paduxon 8: llntoTokcumuku edexat kommiekca 3iaara u miartuHe Ha LLC1 heauje naxon 24 cara (MepeHo
LDH Tectom). Pesynratm cy mnpukazaHu kao cpenma BpenHocT (Mean) + crammapaHa rpemka (SE) (3

eKCIIepUMEHTA ca 3 MOHABIbaha).

4.2.3. Pe3ysararu Tecra anomnrose

Ananuza mporoyHoM muromerpujoM LLC1 henmja 000jeHMX aHEKCMHOM M TMPOIMUAM]YM
jonuaoM HakoH 24 caTa M3Jaramba HCHOUTHBAHUM KOMIUIEKCHMMA j€ TOTBpPAMIA pe3yiraTe

Z[O6I/IjeHe NpETXO0JHUM ME€TOAaMa Ja CBH HCIHUTHBAHU KOMIIJICKCHU HCHOJBaBajy BpJIO CIIWYaH
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mutorokcndyku edekar (I'paduxon 9). Kako ce Bumum Ha ['padukoHy 9 mporeHar KacHO

anontotnuHux LLC1 henuja HakoH KynTuBamyje ca KOMIUIeKcHMa KoHIeHTpamuje 50 uM ce

kpehe o 60,20% 3a nucratuny 10 79,9% 3a Pten u 94,90% 3a Ptdach. Ha rpaduxony 10 xoju

IpUKa3yje cpeamy BpeaHOCT (iyopecieHie 3a Annexin V' y nomysianujiu KaCHO anonTOTOMYHUX

henuja (Annexin V+ PI+) ce Takohe Buau na cy e(eKTH HCIUTUBAHUX KOMIUIEKCA U IIUCIIIATHHE

Ha LLCI henuje Bpiio cnmudaHu.

HeTpetupaHe henuje

PtEn
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4 30,463%

FL2-H
H
al

1.46%

FL2-H

0,180%

79.9%

FL2-H

FL2-H

0.465%

FL2-H

Q2
94,8%

10 10 10

FL1-H

LUncnnatnHa

I'paduxon 9: PenpesentaruBuu dot-plot-oBu LLC1 henuja TeprMpaHuX HCNMTHUBAHUM KOMILUIEKHCMA W

HucnaJITHHOM (KoHBeHTpauuje S0 pM) 000jeHUX aHEKCUHOM U NPONMIUjYM jOAUI0M.
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I'paguxon 10. Xucrorpam mpukasyje cpeamny BpPeAHOCT UHTeH3MTeTa (ayopocueHumje 3a Annexin V y

NONYJIAIMjY KACHO allONTOTUYHHUX he/uja TePTHPAHUX HCIIMTHBAHUM KOMILIEKCHMA KOHIeHTpauuje 50 pM .

4.3.AcTpakuBame AaHTUTYMOPCKE AKTUBHOCTH KOMILIEKCA in vivo

[Tomto cMo MoKa3anu Aa HOBOCUHTETUCAHU KOMIUIEKCH IUIATHHE UMAjy U3Pa)KeH HUTOTOKCUYHU
edekar Ha henuje kapruHOMa TuTyha, Kako XyMaHOT KapllHOMa, TaKO M MUIIjET, Halle HapeaHO
UCTPAKUBAE CE OJHOCWIO HAa HMCIHUTHUBAKE aHTUTYMOPCKE aKTUBHOCTH KOMIUIEKCA in Vivo.
Omtyunnu cMo J1a 3a in vivo uctpaxuBama kopuctumo PtEn xommiekc. Kao ekcnepumenTannu
MOJIeJT KOPUCTHJIM CMO METacTaTCKM Mojesl KapuuHoMma Turyha wm3asBaH ammukamujom LLCI
henujcke nuuuje y penny Beny C57BL/6 muma. MumeBu cy oJ HpBOr JaHa aIuIMKaldje
TyMOpCKHMX henuja mpumanu HMHTPANEpPUTOHEATHO M UCIHMTUBAaHU KoMmiuieke PtEn y nmos3m 6

mg/kg TenecHe Mace, a Kao KOHTPOJIHY CYTICTaHILy IPUMAaJIK Cy IUCIUTATHHY Y UCTOj JI03H.

MumieBu cy mpahenu Tpu Henesbe. [IpuMeHa KOMIUIEKCa HHUjE yTHIAIa Ha IMPEKHUBIHABAMHE.
[IpexxuBenu cy cBM MHUIIIEBU U U3 TPYyIIe KOja je mpuMaja camo Tymopcke hemmje. Takohe mojaBa

MeTacTasa ¥ MpUMEeHa [IUTOCTAaTHKa HUje YTUllajia Ha IpoMeHy TexuHe muiena (I'papuxon 11).
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I'paduxon 11. Cpeama BpeAHOCT TesKMHEe MHULIEBA NPe U MOCJIe NPUMeHe KOMILIeKCa.

MuiieBu Cy )KpTBOBaHM TPU HENleJhe HAKOH aIUTMKAIMje TyMOPCKUX henuja, u mpemapatu miyha
(10 cepujckux mpeceka) 000jeHH XEMAaTOKCHJIMH €03MHOM Cy aHAJIM3UPAaHU M H3padyHarta je

cpcama BpCAHOCT CTCIICHA MCTACTa3a.
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MeTacTasay nnyhuma
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cpeldla BpedHOCT cTeneHa
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PtEn+LLC1 CysPt+LLC1 LLC1 PtEn CysPt

I'padguxon 12. PtEn He yTuie Ha cMambeHO cTBapambe METACTATCKUX KoJIoHHja y miayhuma. ['paduk mpukasyje
cpely BPEIHOCT cTereHa meracrase y ruiyhuMa Tpu Helesbe HakoH MHTpaBeHcke arutukanuje LLC1 henuja n

MIPUMEHE UCITUTHBAHOT KOMIUIEKCA U nucIuiaTiae (8 mumesa y rpymnu, Student t test).
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Pesynratu xucrosnouke ananuse iyha cy mokasanu na PtEn koMiuieke He yTude Ha CMambeHe
nojaBe Meractasza y rryhuma (I'paduxon 12). CynpoTHO, cpeqmba BpeIHOCT CTEIeHa MeTacTa3a
je craructuuku 3HavajHo Beha (p-0.046) y rpynu mumeBa koju cy npuMmaim PtEn komruiekc
HEro y TPyl MUIIEBa KOjU HUCY TPETHPAHW IIUTOTOKCHYHUM areHcoM (TPUMWIIH Camo
Tymopcke henuje). YoueHo je na IucIiiaTiHa cMamyje CTeleH MeTacTasa y miyhuma, anu unax
HEMa CTaTUCTUYKH 3HAYajHE PA3JIMKE y CPeArb0j BPEIHOCTH CTEIIeHa MeTacTa3a u3mel)y mumiea
KOJH Cy IPUMHUJIM caMO TyMOpcKe henuje u MuieBa Koju Cy mociie IpuMeHe TyMOPCKUX hennja
TpeTUpaHu HUCIUIaTUHOM. Takohe, cpenma BpeAHOCT CTeleHa MeTacTasa y Iyhuma je
cTaTucTHyku 3HavajHo Beha (p-0.019) y rpynu mumeBa koju cy tperupanu PtEn xommnexcom

(PtEn+LLC1) nero y rpynu mumieBa tpetupanux uucrmatuiom (CysPt+LLCI).

MHUKOPCKOTICKO HCTIUTHBAKE XMUCTOJIOMIKOT IpernapaTa mapeHxuma rmiyha MuIieBa u3 rpyre Koja
je tperupra camo LLCI henmmjama je mokaszaia u3pa3uto Oyjamkbe MaJIMTHUX henmdja xoje je y

HEKHM CJIy4ajeBUMa CKOPO Yy MOTIYHOCTH MOTUCHYJIO 3/IpaBo TKUBO Tutyha.(cnuka 1)

Cauxka 1. IIpecex miryha muma u3 rpyne LLC1 (youssbuB MacuBaH HHGUITPAT 3ApaBor Tkusa miyha; 100x ysehame)

XUCTOJNOMIKK TIpecek Tmpenapara rturyha wmumeBa w3 rpyne PtEn+LLC1 jacHo mnokasyje
NepUBacKyJapHy MHOWITpaLHW)y 31paBoOr TKUBa IuTyha ca per continuitatem IHIMpeHmEM, ald y

Mam0j MEpU HETO y MUIIIEBA U3 HETPETUPAHE TyTe. (CiauKa 2.)
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Cauxka 2. IIpecex miryha muma u3 rpyne PtEn+LLC1(youaBajy ce nepuBacKyJIapHiH HHOUITPATH MATUTHUM

henaujama;100x yBehame)

CanyHo ce Moxe youutu M y mumesa u3 rpyne CysPt+LLCl1, anu je crenen uHpuiaTpanuje

wryha ManurauM henvjama npucyTaH y 10CTa Mam0j Mepu. (ciauka 3.)

Canka 3. Ilpecex muryha muma u3 rpyne CysPt +LLC1(100x yBehame)

WHTepecanTHO je moMeHyTH Ja cy y rpynu mumeBa PtEn+LLC1 kao u u kog MuIieBa Koju cy
npuMmwin  camo PtEn 6e3 Tymopckux henmja 3amakeHH M3paXeHH NEpUOPOHXH]jATTHH

3armajbeHCKkn nHUITpaTy. (ciauka 4a u 40)
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Ciuka 4 a u 4 0. IIpecexk mxyha muma u3 rpyne PtEn (100x u 400x ysehame; you/buBH NepHOPOHXUjATHH 3aN1a/beHCKH

HH(UITPAT JIAKOT CTeNeHa)

MuieBd TpeTHpaHU camMO LUCHAITHHOM HHUCY IMOKa3ald 3HadajHE MPOMEHE y XHCTOJIOUIKO]

rpahu mapenxuma 1uryha, Kao HM TM0jaBy NMEpUOPOHXH]ATHOT 3aMaJbeHCKOT WHWITpATA.(CIHKa
5)

Cauka S. Ipecex nuryha muma u3 rpyne CysPt-31paBo Tkuso niyha(100x ysehame)
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VY rpynu MuineBa Kojucy OWIM y KOHTPOJHOj TPYNH C€ Takohe jacHO yodaBa 3/paBO TKUBO

napeHxuma 1mryha 6e3 maToonKuX MPOMEHa U 3allJbeHCKUX HHPuITparTa.(cimka 6)

Cauka 6. Ilpecex miryha Muma u3 KOHTpoJHe rpyne — 31paBo TkuBo miyha(100x ysehame)

HcnutnBame XHCTONOIIKMX TMpermapaTa jerpe u OyOpera y CBUM TIpylnaMa HHUje ToKazaia
3HaUYajHE pa3lIuKe y CTPYyKTypH henuja jeTpe u OyOpera. Y cTpykrypama OyOpekHUX TyOyna ce y
CBUM TpylamMa yo4yaBa MamH CTENEH XHUIIEpEeMHje, Y3 OYyBaHE IIIOMEpYJIapHEe CTPYKType H

MHTAKTHY Oa3anHy MeMOpaHy. (ciuke 7-12)

Canxke 7 u 8. IIpecek 6y6pera muma u3 rpyne LLC1 u u3 rpyne PtEn+LLC1 (100x yBehame)
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Ciuke 9 u 10. IIpecex 0yopera muma u3 rpyne CysPt +LLC1u u3 rpyne PtEn (100x ysehame)

Cauka 11. IIpecek 6yOpera muma u3 rpyne CysPtu u3 konrposane rpyne (100x ysehame)

VY CBUM HCIUTHBAHUM IpyllamMa OCHOBHE CTPYKTYpeE JeTpe - JEeTPUHM allUHYCH CY Y MOTIYHOCTH
ouyBaHe Ipale ca peTKUM I0jeJMHAYHUM 30HaMa yHUIIETyIapHe HEeKpo3e, 0e3 XumepeMmuje miu

XEMOparmyHuX 30Ha, ca 09yBaHOM OazarHoM MeMOapHOM (ciuke 13-18).

Cauka 13 u 14. IIpecex jerpe muma u3 rpyne LLC1 u u3 rpyne PtEn+LLC1(100x yBehame)
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Cauka 15 u 16. IIpecek jerpe muma u3 rpyne CysPt +LLC1 u u3 rpyne PtEn (100x ysehame)

Cauxa 17 u 18. IIpecek jerpe muma u3 rpyne CysPt u u3 konrposane rpyne (100x ysehame)

Kako je in vitro uctpaxxuBamuMa moka3aH nmurotrokcuunu edexar PtEn ma LLC1 henmje a
pe3ysTaTé in vivo HWCTpakKMBama yKa3yjy Ja OBaj KOMIUIGKC HE CMamyje Hero moBehaBa
MeTacTazupame y miyhnMa sKeseian CMO J1a UCITUTaMO €BEHTYyaJTHH UMYHOMO/IYJIATOPHH e(eKaT
OBOI' KOMILIeKca. EBeHTyalHa UMyHOCYIIpecHja U3a3BaHa OBUM KOMILJIEKCOM Ou Moria fa Oyze
pasJior mojaBe M3pAKCHHJHX MeTacTa3a y Tpymnu MuiieBa koja je mpumana PtEn. ITporounom

IIUTOMETPH]OM j€ aHATM3UPaHa 3aCTYIUBCHOCT IOjeAMHIX NenjCKUX MmomyJiamyja
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I'padukon 13. PtEn Mema nenysapHm cactaB cje3uHe MHIIEBA KOju Y MPUMUJIN U Tymopcke heauje. ['paduk
NIpUKa3yje Cpelby BPEAHOCT IpOleHaTa MCHUTHUBAHMX heNujCKHUX Iolyjanuja TpU Heesbe HAKOH MHTPAaBEHCKE

arumkanuje LLC1 henmuja n mpuMene CIMTHBAHOT KOMILIEKCA U IUCIDIaTHHE (8 MuIIeBa y Tpymu, Student t test).

YoueHo je fa ce camMO y IpylnH MUILIEBa KOjU Cy NMPUMHIHN mopea TyMopckux henuja u PtEn
CTaTUCTHYKM 3HAYajHO WM3MEHHWO IIeNyJapHU CacTaB CIE3WHE y OJHOCY Ha TPYIy 3ApaBuX
mumeBa (I'paduxon 13). V rpymu mumeBa PtEn+LLC1 je cratuctuukm 3HadajHo Behu
nporieHatr NK, NKT u CD8+ henuja y nmopehemy ca rpymnom 3apaBux muiena (control) a
CTaTUCTHYKH je 3HayajHO Mamu npoueHaT CD4+ hemuja. OBu pesynratu ykasyjy Aa je moryhe
na uMmyHoperyiatopan ytunaj PtEn ytuue Ha 3HadajHo Behy mojaBy meracrasa y muryhuma y

OBO] TPYIIH.
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5. ITMICKYCHJA

Jleyewe xeMHOTEpaneyTUIIMa 1aHaC yKJbydyje MPUMEHY BEJIHKOT Opoja JeKOBa CIMYHOT WM
Pa3NUYUTOT MEXaHU3Ma JiejcTBa (aMKWiInpajyhu areHcH, KOMIUIEKCH TIaTHHE, MUKPOTYOyIapHU
WHXUOOTOPH, AHTUMETA0OJIUTH W Jp.)  AHTHHEOIUIACTHYHH JIGKOBH HUMAjy pa3IHduTe
perenitope. Melytum, cBu JeKOBH (DYHKIIMOHWIIY TakoO Ja M3a3uBajy mopemehaj hemujckor

LUKJTyca MajJurHe henuje ca [uJbeM Ja HHAYKY]y arnonTo3y.

Y 0BOj NOKTOPCKO] AMCEPTALUjU Cy KOMIIAPATUBHO HCHUTUBAHU IIUTOTOKCUYHU €QEKTH
Pa3NMYUTHX KOMIUIEKCa 371aTa U 1matuHe Ha AS549 henujckoj TMHUJU XyMaHOT KapuuHoMa Turyha
in vitro, xao n Ha LLC1 nuauju mummjer kapruuHoMa toryha in vitro u in vivo. ExcriepuMeHTHMA
CMO ynopehuBaaM LHUTOTOKCUYHOCT UCIHUTUBAHMX CYICTaHLHM, IUTO j€ Ha Kpajy pe3yiTHPaIIo
onabupom HajepukacHHje U ,,HAJIIOTEHTHHjE™ CYICTaHIE KOja MMa Hajjauyd IUTOTOKCHYHU

edexat: PtEn komIuieke, unju cMo edekar aHaaM3HpaNu u in vivo.

5.1. CBH MCIUTUBAHU KOMILJIEKCH 3J1aTA UMAjy CHAKHY AHTH-
TYMOPCKY aKTUBHOCT HHAYKYjyhu amonrorcky empt henuja
XyMaHOI KapuuHoma miayha

[{uToTOKCHYKM edeKkaT KOMIUIEKCa 3JlaTa Ha XyMaHOj henmujckoj JMHMjU KapiuHoMma Iuryha
ucnutuBaH je koputthereM MTT u LDH Ttecra. Kao koHTponHa henujcka JiMHUja, Tj TYMOPCKH
Hen3MemeHe hennje koje ce Op30 aene, KopuitheHe cy XymaHe ME3eHXUMalHe MaTH4HE henwje
(MSC) uzonoBane u3 nepudepne kpsu. Pesynraru nobujenn kopuuthewem MTT u LDH Tecra
IIUTOTOKCUYHOCTH, TMOKa3aJld Cy Ja CBH HCIUTUBAaHM KOMIUIEKCH 3J1aTa HCIOJbaBajy
IUTOTOKCHYIHM edeKaT kKa henwjckuM TuHMjaMa XyMaHOT ¥ MUIIIHjer KapiuHoMa Iutyha, Koju je

JO3HO U BPEMCHCKH 3aBUCTaH.
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Tect amomnro3e je moka3ao J1a CBU MCIIUTHBAHMW KOMIUIEKCH 3J1aTa WHAYKY]Y alONTOTCKY CMPT
A549 henmja u na je Behuna mpTBux henmja 6una y kacHoj anonto3u (AnnexinV+PI+ hemnnje).
Hajrokcuunnju edexat Ha A549 henuje, o CBUX MCIIUTUBAHUX JeANHCHHA, J€ UCTIOJbUO Au bipy
KOMIUIEKC, KOju je OHMO 3HATHO LUTOTOKCHYHUjU y mopehemy ca nucruiatuHom. [Iponentu
MpTBUX AS549 henuja MepeHM TECTOM amonTto3e Ccy OWIM 3HaTHO Mamu y nopehemy ca
nporieaTuMa MpTBuX hemmja mepenum MTT Tectom mro je ykazamo na cy MTT Tecrom
3a0erexeHe MoYeTHE MPOMEHE Y METa00IU3My MUTOXOHIpPHja KOje Cy WHIYKOBAJE aromnTo3y.
Ca npyre cTpase, IpolieHaT MPTBUX hesuja MEpeHUX TECTOM aronTo3e OMO je 3HaYajHO MambH
yCJIe[l YNCHUIIE 1 C€ OBHM TECTOM JETEKTY]y aHEKCHH W MPOMUIUjyM jomauna Ha hemujckoj
MeMOpaHH amoNnTOTHYHHMX henMja, MmWTO ce JemaBa 3HATHO KacHHUje Yy OJHOCY Ha IMPOMEHE
MeTabonm3mMa MUToXoHaprja aerekroBanux MTT Tectom.

Hamm pesyntatu y ckiagy cy ca MpeTXOIHO MyONMKOBAaHUM CTyaMjama ykasyjyhu na je
aronTo3a TJIaBHM MeXaHW3aM WHAYKLHUje CMPTH TYMOPCKHX henuja M3JI0KeHUX KOMILJIEKCHMa
TPOBAJICHTHOT 3j1aTa W Jia C€ IIUTOTOKCHUYHM e(eKaT OCTBapyje YIJIAaBHOM YTHUIAjeM Ha
WHTETPUTET MHUTOXOHJpHja WM Ha ¢yHKuHjy mporeazoma (157). depa3 u capagHuid cy
nokazanu na 3nato (I1I) kommnexkcn HHXUOUPajy aKTUBHOCT TUPEOJOKCHH PeAyKTa3e y3poKyjyhu
anorrro3y (158). Ilamtenuh w capamuuiu cy kopucrtehu henujcke nuHHjE XyMaHOT
aneHokaprmaoMa nepsukca (HelLa) u xymane mujenonnne neykemuje (K562) takohe ykazamm
Ha aronTo3y Kao jeJaH O]l TJIaBHUX MEXaHHM3aMma JIejCTBa MOjeIUHUX KOMIUIEKCa TPOBAJICHTHOT

3nmara (159).

Ham ucTpaXuBUKM TUM je NMPETXOAHO MCIMTHUBAO LIMTOTOKCMYHOCT KOMIUIEKCA 3j1aTa M Ha
npyrum henujckuM nuHUjama - henujama xponuuHe iuMdorutHe neykemuje (160) rme je
nopeheHo 71ejcTBO KOMITIeKca 3/1aTa ca IUCIUIATHHOM U Ha heslrjama MHIIHjer KapluHOMa JOjKe
(161 ). Toxom OBOT UCTpa)KMBawa, UICIIUTUBAHU Cy LIUTOTOKCUYHU epekTu komruiekca 3nata(lll)
Ha MHIIHjEeM MOJeNy KapiuHoMma nojke kopumihemem 4T1 henmja, a y kommapanuju ca
UCIUTHUBAHUM jelumbemuMa, kopumheHa je mucmiaruHa. CBa Tpu Tectupana 3mato(llI)
KOMIUIEKCa M LUCIUIaTHHA (Y CBUM MCIUTHUBAaHMM KOHIIGHTpallyjama) MOoKas3ajlud Cy JJ03HO
3aBHCHO ITUTOTOKCUYHO JjejctBo Ha 4T1 hemuje, mro je morBpheno MTT tectom. Mebhy
WCIIUTUBAaHUM KOMIUIEKCUMa Haj0osbe J1ejcTBO je mokazao komruiekc [AuCl2(en)]. [In vivo

eKCIIEpUMEHT je TOTBPAMO MoaaTke aodbujeHe in vitro, ogHocHo [AuCl2(en)] je umcmnoseuo
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Hajoosbe muToTOKCcHMuHEe edexre Ha 4T1 henmje mely cBUM MCIIMTHBAHMM KOMILJIEKCHMA 3J1aTa
(III), Te kox 5 o1 6 MHIIEBa KOjH Cy TIPUMIIN OBO jeIHbCHE, HUjE yOUeH pacT Tymopa. Takole,
IMCIIaTHHA je Omta epukacHa in vivo, 4ak je owia u epukacuuja og [AuCl2(en)] komrmuiekca jep

HU Y jeIHOM O] CBHX 6 MUILIEBA KOjJU Cy MPUMWIM LUCIIATUHY, HUj€ YOUEeH pacT TyMopa.

EdukacHOCT u aHTU-TyMOpCKa aKTUBHOCT jeAWCHha 37aTa TNOTBphEeHa je in vitro U Ha
HecuTHohenujckoj MuHUju KapruHoMa mryha goseka ( NCI-H1666) (162) Sanghvi u capagauim
Cy TOKa3aJId CHAXaH in Vitro aHTU-TYMOPCKH e(eKaT HOBOCUHTETUCAHNX KOMILJIEKCA 3J1aTa KOju
cy kao JgwraHx wumamd  6-6' gumermn  mmpumuH:  ((sec-butyl)phen)AuCl3] wm
[((methyl)bipy)AuClI3]) Ha henujcke TuHUjE aICHOKAPIIMHOMA U CKBaMOIIETYJIAPHOT KapImHOMa
HecuTHohenujckor Tymopa Tutyha doBeka Mnak, pe3ynratu in vivo uCIUTHBamba Cy Mokazaia Ja
OBH KOMIUIEKCH HHCY YCHENU Ja 3Ha4ajHO CMame pacT KceHorpadTHor Tymopa (163).Kao u y
OBOj JUCEpTAIUjU, Y CBUM IMIOMEHYTUM HCTPAKUBAKBUMA, KOMIUICKCH 3JIaTa Cy TOKa3aJHd J03HO
3aBUCHY IUTOTOCHMYHOCT. Mmak, m0 maHac cy myOJIMKOBaHE camMoO jeaHa CTyaWja Koja je
JeTaJbHHUj€ UCMIUTUBANA in Vivo TOKCUYHOCT KomIuiekca 3nmata (II1). Axmen u capaguumm (164.)
cy mokazanu na je ucnutuBanu komruieke [Au(en)CI2]Cl mokazao mMuHMManHa omtehema y
jetpu m OyOpe3wMa marmoBa, IITO je yKa3alo Ja Cy MOXKJa, KOMIUICKCH 3J1aTa, PeJIATUBHO
0e30eqHM 3a Jajbe HCTpaXWBamke y CMHCIY JeduHHCama TIOTEHIHjalHO  HOBOT

XCMHUOTECpAINICyTHKA.

5.2. KoMmmiekcH miiaTuHe Cy HMTOTOKCHYHUjH O KOMJIEKCA 3J1aTa 32
heaujcke JMHUje XyMaHOr U MULIjer KapuuHoma miyha in vitro

Pesynratu Hamer uctpaxuBama Ha A549 henujama XymaHor kapiuHoMa riyha cy mokasaiu ja
Cy CBM WCHHTHBAHM KOMIUIEKCH 3JIaTa 3HATHO Mame IUTOTOKCHYHH Yy Tmopehemy ca
WCIIUTUBAHUM KOMIUICKCHMA TUIATHHE, 32 hemujcKy JIMHUjy XyMaHor kaprimHoma rmryha AS549 in
vitro. Of CBUX WCIMTHBAaHMX KOMIUIeKca miuiatuHe, PtEn je moka3zao HajcHaXHHMjU aHTH-

TyMOpcku edekar. Y3 To, y BehuMm koHueHtpauvjaMa PtEn je mnokasao 3HaTtHO Behy
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[IUTOTOKCUYHOCT HETO [UCIUIATHHA, JOK j€ Y MambiM KOHIICHTpaIlfjaMa IUTOTOKCHYHOCT PtEn u

[UCIUTATHHE OWJIa yjeTHAYCHA.

[MucimatuHa, ce Beh qyke BpeMe KOPHCTH Kao XEMHOTEpaleyTUK y JIeUermy KapIHHOMA
jajHMKa, TecTHca, Iuiyha, Ocmmke W riaaBe W Bpata (165) Jlakne, oHa je mocrana jeaHa o
HajIPUMEHECHUJUX U Haje(UKACHUJUX aHTUKAHIIEPCKUX JIEKOBAa KOjU ce KopHcTe y ckopo 50%
XEMUOTEpaneyTCKUX IMPOTOKOJAa MIMPOM CBeTa. Mako modeTHe CTOoIe TEparujcKor OJroBopa
MOTy OUTH BHCOKE KOpPHIINEHEM OBOT XeMHOTepaneyTHKa, KIMHUYKAa KOPHUCHOCT JIEKa j& YeCcTOo
OorpaHHYEHA 10jaBOM cTeueHe win Beh moctojehe pesucreniuje Tymopa Ha cam Jiek (166, 167)
Kao 1 OpOjHUM HEKEJbeHUM e(eKxaTuMa, Kao mTo cy omrehema OyOpera, moBpahame / MydHHHA
u HeypotokcuuHOCT (168). PesuctentHoct henuja TymMopa Ha MUCIUIATHHY OCTaje TJIABHU Y3POK
Heyclexa Jiederma KOJ TMalMjeHaTa ca KapIMHOMOM, a BHCOKAa TOKCHYHOCT IIHMCIUIATHHE
orpaHuyYaBa /103y Koja ce MOXKe jJatu manujeHty. M3 Tor pasmora, mocseheHum cy orpomHH
HaIropw y pa3Boj HOBUX KOMIUIEKCAa Ha 0a3W IUIATUHE KOJU MOTYy Ja mpeBa3ul)y HeaocTaTke
muciiatTuae. Kpajmu b je npoHahu nepuBare ca BHCOKOM aHTHTYMOPCKOM aKTHBHOIIINY, Koje
¥UMajy TOAHOIUBMBUJU TOKCHKOJOMIKK Tpodmsn u Koju Hehe noectu 1m0 Op3or pasBoja
pesuctennuje. Mako je no caga npoydasano uire o1 1000 komrmiekca, camo 10-20% ox mux cy
O epUKacHHO MPOTHB MAJUTHHUX henuja, IMITO j€ OMUCAHO Y HEKOJMKO MPETKIMHUYKUX W
KIMHMYKUX ctyauja (169). OBo ykibydyje caTpamiaTMHY Koja je TpeHyTHo y Tpehoj ¢asu
kuHUYKor ucnutuBama (170). Takohe, mocroje u komiuiekcu matuse II, Koju cy y HEKUM
3eMsbaMa JTOOWIIM MOAPINKY 3a KIMHUUYKY npuMeny: Nedaplatin y Jamany, SKI2053R y JyxHoj

Kopeju u Lobaplatin y Kunu. (171)

Henasno, XKak u cap. cy nu3ajHupayii U CHHTeTHCAIA HOBe KomIuiekce matune (I11) u mmarune
(IV) ca amuHO amepuBaTMMa aJaMaHTaHa Kao jelaH o meroBux nuranamga: (SP-4-3) - (1-
amamaHTUiIamMuH) amuHoauxioporuiatuna (1), komupanor kao LA-9, u (OC-6-43)-06uc (ameraro)
(1-amamanTun-amuH) amuHoguxyoporiatuaa (IV), xkomupanu kao LA-12.(172) Tpenytho,
KIMHWYKa wucnutuBama TtoiatuHe (IV) nepuBata LA-12 ¢y y TOKy u 00jaBJbeHH CYy
npenuMuHapHu, oOehaBajyhu pesynratu. LA-12 je wucnuTHBaH y LIMPOKOM MaHETY
NPETKIMHUYKUX CTyIUja, YKIbYy4dyjyhu in vitro W in Vvivo WCIUTHBAkE AHTHUTYMOpPCKE

e(pUKaCHOCTH, Kao U OpojHa TOKCHUKOJIOIIKA M (apMaKOKMHETHYKa ucrnuTuBama (173, 174). Y
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ciyuajy ucnutuamba ADJ/PC6 mnasmornuroma Mumujux henuja u HCIUTUBakY MOJIENIa TyMOpa
kaprmHOoMa A2780 JbyACKOT jajHUKA, in Vivo AHTHTYMOpPCKAa aKTHBHOCT jeHE J103€ Kao |
MMOHOBJLEHHUX 7103a j€ youeHa, y ropehemy ca MUCIiaTuHOM U apyror miatuHa (I'V)-komruiekca -
carpamiatuie (JM216, npBu opanHo opauHupHM IutatuHa (IV) Jlek Koju je TpeHyTHO Y

KIMHUYKUM UCTIUTUBamuMa) (174).

VY panujum cryaujama Posen6epr u capaguuim (175) cy noka3anu na matusa (IV) komruekcw,
kao u miaruHa (II) komIulekcn MOTy Jla OKaXKy aHTUTYMOpcKa cBojcTBa. Ilopen Tora, riatuHa
(IV) xoMIuiekcu Cy MHOTO WHEPTHHJH y CYNCTUTYLIHOHHM JIMTAaH] peaklyjamMa Hero HHXOBH
mnatuHa (II) kommemenTu (176), Te je ommTe nmpuxBaheHO /1a CMamkbEeHEe OKCHIAIMOHOT CTamkha
mwiatuHa (II) je onm cymTuHCKOr 3Haudaja 3a aHTHKaHIEporeHy akTuBHOCT minaTuHe (IV)

komruiekca (177, 178).

HcTpaxxuBama Koja cy Bpiin yemku ayropu Kozubik u capamuuim u Turdnek u capannuim
cy nokazana na LA-9 u LA-12 nokasyjy Behy xuapodoOHOCT on mmciuiatiHe W umajy Behy
IIUTOTOKCUYIHOCT Hero carpariatuHa (JM216) in vitro. OHU Cy IUTOTOKCUYHOCT OBHX jEIUCHA
TECTUPAIX Ha MaHeTy oJ] 14 TYMOPCKHX JIMHH]ja PAa3IMYUTOT IOPEKIa U Pa3INIUTEe OCETIHUBOCTH
Ha LUCIUIATHHY, YKJbyuyjyhu u A2780 (mucmiarun-ocetsbuBu) u A2780cys (nuHHMja ca
CTCUCHOM PE3UCTCHIIMjOM Ha IUCIUIATHHY) henmje kapruHOMa jajHHKa, JOjKe, JIe0eyor IpeBa,
myha (179, 180). TokoM 0oBMX HCTpakMBamba youeHE Cy 3HauajHe pasnuke usMely edekara
mwiatune (IV) kommemenara LA-12 u mnatuna (II) nepuBara LA-9 u nucrniatuse y 1ejcTBY Ha
SK-OV-3 henuje, koje cy Oune pe3ucrenTHe Ha nuciuiatuny (181). Youeno je ma cy u LA-12 u
LA-9 edukacHu y 3HaATHO HWXXHM KOHIICHTpaldjamMa oOJ IUCIUIATHHE M MOTYy IpeBa3uhu u
CTEYCHY M ypOheHy OTHOPHOCT Ha mucIuiaThuHy. Mmak, MexaHusme edexkata OBUX jeIUI-CHA
Tpeba Hajbe HMCTPAXUTH, jep Cy M HEKe HOBHje cTyauje mokaszane aa LA-12 moxe umaru

jenuHCTBEHE e(heKTe KOju MOTY OMTH OJrOBOPHHM 3a BUCOKY edukacHocT LA-12 (182, 183).

C o03upoM Ja je MOKa3aHO JAa Cy WCHUTHBAHM KOMIUIEKCH IUIaTUHE HCIOJbUIN CHAKHUJU
IUTOTOKCHYKH edekar Ha A549 henmje y nmopehemy ca edekTumMa KOMIUIEKCa 371aTa JJajbe CMO
HCTIUTHBAIHA IIUTOTOKCHYKH eeKaT KOMILUIEKca IIaTHHE Ha henmuje Mumijer kapuuHoMa Turyha
LLC1, a y mupy omabupa HajedukacHHje W ,,HAJIIOTEHTHHUjE CYNCTaHIIE KOja MMa Hajjayu

LIUTOTOKCUYHHU e(eKaT, y LuJby 0J1abupa KOMIUIEKCA 3a in Vivo eKCIIEPUMEHT.
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Pesynratu MTT u LDH Ttecra ykazanu Cy Ja CBM HCIHUTAaHH KOMIUIEKCH HMajy CHaXKaH
mutoTokendku epexar Ha LLC1 hemujcky nmuaujy. TecroBum mwmroroxcmunoctu u IC50
BpenHocTH cy mnokasanu na Pten, Ptdach, PTTS1 u nmucrnmatnna youjajy mpuOIMmKHO CaudaH
nporienar  LLCI1 henuja y CBUM HCHMTHMBAaHMM KOHLIEHTpalMjama, JOK je Hajciaalujy
UTOTOKCUYHOCT HcIosbruo Komiuieke TS3. Ananuza nporounoM nuromerpujom LLCI henuja
000jeHNX aHEKCMHOM H TPONUAHMjYM JOIAMIOM HakoH 24 caTa wu3jarama HCIUTUBAHUM
KOMILUIEKCUMa j€ MOTBpAWIA pe3yiTare J00HjeHe MPETXOAHUM METOoAaMa Jla CBH HCIUTUBAHU
KOMIUIEKCH HCII0JbaBajy BPJIO CIMYaH LUTOTOKCHYKU edekaT. CBH HCHUTHBAHU KOMIUIEKCH

aTuHe y3pokoBanu cy anonto3zy LLCI1 henuja.

5.3. PtEn koMiiekc uma ¢j1ady aHTU-TYMOPCKY aKTUBHOCT in vivo,
aJIM 3HAYAjHO MeHa LeJYJIaAPHH CACTaB CJIe3MHe MUIIEBA KOjH Y
npummin LLC1 tymopcke hesmje

[TomTo cMO MOKa3au Ja HOBOCHHTETHCAHU KOMIUIEKCH TUTATHHE UMajy M3PaXKeH HUTOTOKCHYHH
edekat Ha henuje kapruHOMa TuTyha, Kako XyMaHOT KapIMHOMa, TaKO U MUIIIjET, 0Jadpajii CMO
HAjIIUTOTOKCUYHUJU KoMIUIeKC. Mel)y cBUM MCIIUTHBAHUM KOMIUIEKCUMA IUIATHHE, HAjCHAXKHU]H
anTu-TyMopcku edexar ka LLC1 henmjama je mokazao Pten. 36or Tora cMo ce M OMTydWIIn 12
e(UKaCHOCT OBOT' KOMIUIEKCAa MCTIHTaMO W in vivo. Kao ekclepuMeHTalHu MOZAEN KOPHUCTHIH
CMO METacTaTCKH MojeNl KapuuHoma tutyha m3a3Ban armumkaiujom LLC1 henwjcke nunmje y
penHy BeHy C57BL/6 muma. Mumesu cy npaheHu Tpu Henesbe. [IpumeHa KoMmIulekca Huje
yTHLIATa Ha MpeXHBJbaBame. [IpexuBeny Cy CBH MUILEBUM M U3 Ipyle Koja je IpuMalia camo
tymopcke henuje. Takohe mojaBa MeracTasa u MpUMEHa IUTOCTATHKA HUj€ yTHUIIAIA HA IPOMEHY
TeKWHE MuIlieBa. Pesynratu xucronomike aHanuse miyha cy mokazamu na PtEn xommuiexc He

yTHYE Ha CMambehe M0jaBe MeTacTasa y miyhuma.

Hammu pesynraTtu cy aHajnorHu pesyJiTaTiMa MyOJUKOBaHMM y OpOJHHM CTyaujaMa CIIHYHOT
IM3ajHa Koja Cy TMoKa3aia MocTojame TUCKpENaHile u3Mel)y aHTH-TyMOPCKUX edeKaTa jeqHmbemha

IUIaTUHE 3a0€NeXeHUuX in Vvitro W in vivo. MopeTo M capaJHUIM Cy T[OKa3ald CHaXaH
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IUTOTOKCHYHM edekaT 8 ox 24 rtectupana jkomruiekca riatuHe (II) xa henmmjama xymanor
KapIIMHOMa KOJIOHa M jajHWKa, KOjU je OMO CTaTHCTHYKH 3Ha4dajHo Behu y mopehemy ca
[UCIJIATUHOM, OKCHUIIJIATUHOM WM KapOoruiatnHoM. Mak, HUjegaH ox 8 KoMIuiekca HUje Ouo
edukacat in vivo, a ojeIMHA KOMIUIEKCH Cy TIOKa3alH U 3HaTHY HeppoTokcuyHocT. (184). Ma u
CapaJHUIM Cy TOKa3ald Ja 3aMeHa THOypeje ca aMHIHOM TPYIIOM y CTPYKTYpPH KOMIIEKCa
wiartune (II) 3HayajHO Mewa MexaHu3aMm JejcTBa U nosehasa in vitro u in vivo TUTOTOKCUYHOCT
oBux komruiekca ka H460 hemmjckoj nuHuju He-cuTHO henmjckor kapumHoMa turyha. (185).
Komena u capamuuiu cy mel)y OpojHUM UCHOUTHBAaHHM JAMHYKICAPHUM KOMILUIEKCHMA IJIaTHHE
(IT), u3y3eTHO epuKacHUM in Vitro, TIOKa3alIu Ja je in vivo epuKacaH 3a Jedeme KapIuHoMa
xemyna camo kKomruieke [{cis-Pt(NH3)2}2(u-OH)(u-5- CH2COOC2HS -tetrazolato-N2,N3)]2,
TUME noaaTHO noTBplyjyhu Hecknan u3mely muToTrokcnuHux edekara komruiekca miatuue (1)

in vitro v in vivo. (186).

Kaxko je in vitro uctpaxxuBamuMa mokazaH nutotokcnyHu edekar PtEn ma LLCI henmje a
pe3yaTaTu in vivo UCTpaKuBamba YKy3yjy Ja OBaj KOMIUIEKC HE CMamyje Hero 4ak M MoBeuyaBa
MeTacTazupame y iyhnMa >xeseiar CMO J1a UCIIUTaMO €BeHTYalIHH MMYHOMO/YJIATOPHH edeKaT
oBor komruiekca. Cimab anTu-TymMOpcku edekar komruiekca miatune (II) moxxe ce objacHuTH
BUXOBUM IIMTOTOKCMYHUM €(EeKTOM Ha MOHOHyKJeapHe henuje, OJHOCHO HEXEJbeHUM
eeKTUMa HacTalIUM YCIe[ CylpecHjeé MMYHCKOI OJroBopa. YOUMJIM CMO M Yy TpylHd MHUIIEBA
KojuMa Ccy aruMkoBaHe Tymopcke henmuje m PtEn kommiekca, anu W Kox MUILIEBa KOjU CY
npummn camo PtEn 6e3 Tymopckux henmja, u3pakeHe MepUOPOHXHUjAIHU 3aMaJbeHCKH

uHpuUITpaTH.

EBenryanna umyHocynpecuja nzazBana PtEn kommiexkcom Ou moria na Oyae pasyior HacTajama
3anmajbeHCKMX wuHpwiITpara y IuiyhuMa. [IpoTOYHOM IIUTOMETPUjOM j€  aHaJIM3UpaHa

3aCTYIJbEHOCT MOjeIMHUX heHjCcKuX MomyJanyja.

YoueHo je fa ce camMO y IpylH MHUILIEBAa KOJU Cy NMPUMMIM Mopea TyMopckux henuja u PtEn
CTaTUCTMYKM 3HAYajHO M3MEHHO IIeNyJapHU cacTaB CIE3WHE y OJHOCY Ha TPYIy 3paBuX
MmuleBa. 3Ha4ajHo je 0uo mamu nporeHar CD4+ T henuja nmoceOHO BaXHHX 33 aKTHBALHU]Y
Mmakpodara u B num¢ponnTa, OHIOCHO BaKHY 32 XyMOPAJIHH UMYHCKH OJIrOBOP YCMEPEH MPOTUB

eKCTpaleNyJapHuX aHTureHa. Hamm pesyntatm cy y CKiIagy ca pesyiraTuMa Koje je
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nyOnMKoBana Tpyna pycKHX ayTopa. bpuH M capagHMLIM Cy MOKazaliu Aa in vivo TpuUMeHa
komiiekca miatuae (IV) y3pokyje no3Ho-3aBucHY cynpecujy CD4+ T numdonura u 3HaYajHO

WHXUOMpPA XyMOpaTHU UMYHCKH oAT0oBOp. (187)
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6. 3AKJbYYLIH

W3 cBera MPETXOAHO OIMMCAHOT', MOKCMO 3aKJbYUUTHU cnenehe:

e (CBU HCNIUTHBAHU KOMIUIEKCH 3J1aTa UMajy CHaXHY aHTHU-TYMOPCKY aKTUBHOCT

MHAYKYjyhu anonToTcKy cMpT henuja XymaHor kapurHoma miayha

o KoMmuekcH raTiHe ¢y IUTOTOKCHYHHjH O] KOMJIEKCa 371aTa 3a hemnmjcke JmHuje

XyMaHOT ¥ MUIIjeT KapiuHoMa 1utyha in vitro

e PtEn xommiekc uma ciaby aHTU-TYMOPCKY aKTUBHOCT i1 Vivo, ajlil 3Ha4ajHO MeHa

IeTyJIapHU cacTaB cie3nHe MuieBa koju cy npumimm LLC1 tymopcke henuje
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IHHPHUJIOT

8.1 K/JbYYHA JOKYMEHTALUNJCKA UHO®OPMATUKA

YHUBEP3UTET ¥ KPAI'YJEBIY
MEJUIUHCKHU ®AKYJITET Y KPAI'YJEBIIY

Pennu Opoj:
PB

Nnentudpuxanuonu 0poj:
UBP

Tun nokymenTaumje:
MoHorpadcka myOnmkanuja

Tun 3anuca:
TEKCTyaJlHU IITaMIIaHU MaTepHjal

Bpcra paaa:
JIOKTOpPCKA JFCepTaInja

AyTrop:
Hp Murnom ApcenujeBuh

MeHnTOp/KOMEHTOP:
Hou. np BmagucnaB BonapeBuh nomnent ®axynrera MEIWIMHCKUMX Hayka YHUBEp3UTETa Y
Kparyjesiy 3a yxxy HaydHy o61acT MUKpoOHOIOTH]a U UMYHOJIOTH]ja

HacJioB pana:
HcnutrBame IUTOTOKCUYHOCTH KOMITIEK A 371aTa ¥ IUTaTHHE Ha NelnjcKuM JIMHUjaMa
anieHoKapuuHoMa rutyha in vitro u in vivo



Je3uk myoJaukaumje:
CpIICKH

Je3uk n3Boaa:
CPIICKU U €HIJIECKU

3emsba my0JIMKOBaMA:
Cpbuja

¥Y:ke reorpadcko nmoapyuje:
Mlymanuja

Tonuna:
2014.

HN3naBau:
dakynTeT MEIUIIMHCKUX HayKa, YHuBep3uTeT y Kparyjepuy

MecTo u ajgpeca:
yi. CBero3apa Mapxkosuha 69, 34000 Kparyjesaig

DuU3HYKHU ONHUC paja:
JOKTOpCKa auceptanuja, 125 crpana, 29 cnuka, 13 rpaduxona, 4 tabene, 5 mema

Hayuna o0aacr:
MeIUIMHA

Hayyna qucounimnna:
Knuandka u excriepuMeHTana Xupypruja/ OHKOJIOTHja

IIpeameTHa oapeaHNIa/ K/bY4YHe peun
IUTOTOKCUYHOCT, KapuuHoM tuiyha, A549 henujcka nmunuja, LLCL henujcka nmunuja, C57BL/6,
nucmiaruia, 3naro (111) komrieken, mnaruna (1V) kommekcu

VIK

Yysa ce:
bubnuorexa dakynTeTa MEAUITMHCKUX HayKa, Y HUBepu3nuTeTa y Kparyjesiry



Baxna Hannomena:
MH

HsBon:

Ye00: Jleyewe TymoOpa IMCIUIATHHOM j€ IIOBE3aHO ca OpOjHMM HEXE/beHUM e(eKkTHMa u
penaTuBHO Op3uM pasBojeM pesucteHimje. Xemuorepanuja NSCLC - (non small cell type)
TyMmopa 1uiyha moapa3dymeBa NMPUMEHY JepHBara IJIATUHE CAMOCTATHO WM y KOMOHWHAIUjU ca
JAPYTUM TpyliamMa XeMHOTEpareyTuKa Kao MTo ¢y aHTuMeTabosnTti Qonara. OBO HCTpaKUBambe
¥uMa 3a Wb J1a UCIHTA IIUTOTOKCUYHOCT HOBHX KOMILJICKCA 3JlaTa W IUIATHHE HAa CMUTEIHUM
henujama agenokapumuHoma riyha in vitro (hemujcke nunuje AS549 u LLCL). Ha mumijem
MOJIeNTy €KCIIEPUMEHTAIHUX MeTacTa3a TymMopa Iiyha HCIUTHBAHO j€ KOjU KOMILJICKCH U3a3HBajy
CMPT TyMOpCKHMX henmja IN VIVO U Koju OM KOMIUIGKC MOrao Jajbe Ja C€ HCIIHTa Kao
MOTCHIIMjATHA TePaIreyTUK.

Lumwesu: Y ckiamy ca OCHOBHUM IIHJBEM MTOCTABJBCHHU CYy clieachu cienuuaHy UbeBu:
1. MTT u LDH Tectom ucnutatv NOTEHIUjaTHY [IATOTOKCUYHOCT KOMILJIEKCA.

2. Vcnuratu penaTMBHM OJHOC HEKPOTHYHE M amoNTOTCKe CMpTH henwja wn3a3BaHe
UIIMTUBAHUM KOMILIEKCHMA.

3. Hcnuratm 1a 1M KOMIUIEKCH YTHYYy Ha CMameme Beh YCIOCTaB/bEHHX MeTacTasa
KaplIMHOMa IuTyha y MUILjeM MoAemy.

Memooe: In vitro mMeTomama OBOT HCTpaKHBamba j€ MCIUTUBAHA IUTOTKOCHYHOCT JepHBaTa
371aTa ¥ IJIaTuHe y 1aboatopujckum ycimosuma nmomohy MTT (3-(4,5-numernnruason-2-un)-2,5-
mudennnrerpazonuym 6pomun) tecta u LDH (makrar nexuaporenasa) tecra. Ilpounenar henuja
YMPJIUX anonTO30M HAaKOH M3Jlarama KomiekcuMa ucrnurtana je flow muromerpujckom ananmzom
henuja 6ojernx Annexin-om V u mponuaujym joauaom. Jla OM ce WCHMTANO JAa JIM MOCTOjH
Kopenamuja u3Mel)y pesynrara H0OHjeHUX Yy KyinTypu henuja u edekara y KUBOM CHUCTEMY,
ypaljeHo je in VivO ucnuTHBamke HA aHUMAJIHOM MOJIENy 3a MeTacra3e aJeHOKapluuHoMma ruiyha.
ExcniepumenTanne xuBotuibe ¢y oman C57BL/6 mumesu, myxjanu y3pacra 6 10 10 Hemesba
KOjuMa je MHTpaBeHCKH arutukoBano 5 X 10° LLC1 hemuja y penny Beny. Hakon skpTBoBamba
MUIIEBUMa Cy YKIOWeHa Iulyha, jeTpa, clie3MHa W JeCHU OyOper oJ KOjuX Cy HauyHuHbEHU
napauHCKU Hcedl U 000jeHr XxeMaTokcuinmH/eo3uHoMm. OxpehuBahe ce mpucyctBo u 6poj
MeTcTazay napeaxumy ruryha u ynopehusahe ce 6poj meractasa mo rpynama. Takohe ucnurahe
ce 1ocTojame omrehema TKUBa jeTpe U OyOpera, Kako y CMHUCIY CeKYHIApHUX JICTIO3HUTa, TaKO U
y cMmucy omrehema HacTalluX JIejCTBOM KOMIUIeKca. MuleBnMa cy Takol)e yKIIOWmeHE CIIe3HHe
U, HAKOH aJIeKBaTHE MpUIIpeMe, y4YHIEHA jeé MPOTOoYHa HUTO(IyopoMeTpHja Kako Ou ce
oJpeauiia pelaTUBHA 3acTylUbeHOCT henuja crnenududHe W HecmenuPpuIHe WMYHOCTH
OJroBOpHHUX 3a aHTHUTyMOpkcy umyHocT: Natural kiler (NK), NKT, CD8+ nuTOTOKCHUYHUX
aumbonura kao 1 CD4+ T naudounrta nu Makpodara y Clie3MHH MHILIEBA €KCIIEPUMEHTATHUX U
KOHTPOJIHE TpyIIE.

Pesynmamu: IlpukymnbeHu pe3ynTaT eKcriepuMaHTara cy nanu cieaehe pesynrare:



Kommiekcn mnatuHe Cy LMTOTOKCHYHHUJH OJ KOMJIEKCA 3j1aTa 3a NenujcKy JHMHUjY
XyMaHor KapiuHoma miyha A549 in vitro

CBM HMCIUTHBAHU KOMIUIEKCH 3JIaTa M IJIATHHE WHAYKY]Y aloONTOTCKY CMPT henmjcke
JIMHU]j€ XyMaHOT KapiuHoma ruryha A549

Kommiiekcn miatuHe Cy IMUTOTOKCHYHHUJU OJ IMCIUIATHHE 32 henujcKy JIMHU]y MHIIjer
kapruaoma yha LLC1 in vitro

Kommiekcn mnaTuHe Cy IUTOTOKCHYHMjU OJl KOMJIEKCa 3iara 3a henujcke IUHH]jE
XyMaHor u mumijer kapuuaoma mryha LLC1 in vitro

PtEn kommiekc mma cinaldy aHTH-TyMOPCKY aKTHBHOCT IN VIVO, alu 3HA4YajHO MeHha
LeyJapHu cacTaB cie3nHe MuieBa koju y npummin LLC1 tymopcke henuje

3akmyuak: OBU pe3ynTaT yKaszyjy:

CBM HCIUTHBAaHM KOMIUIEKCH 3J1aTa HMajy CHaXHY aHTH-TYMOPCKY aKTHBHOCT
MHAYKYjyhu anontoTcky cMpT henuja xymaHor KapiuuHoma riyha

Kommiekcn miaTuHE Cy IHMTOTOKCHYHMjU OJf KOMJIEKCa 3iaTa 3a hendjcke IUHH]jE
XYMaHOT M MHIIIjer KapirHoMa ryha in vitro

PtEn kommiekc mma cinaby aHTH-TYMOPCKY aKTHBHOCT iN VIVO, alu 3HAa4ajHO Merba
LeTyJIapHU cacTaB cie3uHe muieBa koju cy npumuinu LLC1 tymopcke henuje

Jdatym npuxsarama teme o1 crpane HHB:
03.10.2013.

Jatym ondpane:

A0

YnaHoBu KoMHCH]e:

1. IIpod. np XKusaaun /1. Byrapuuh — pegosuu npodecop Pakynrera NpupoIHUX HayKa
VYuusep3uteta y Kparyjesity 3a yxxy HayuHy o0nact Heoprancka xemuja, mpeaceTHuK

2. IIpo¢. np dparan Yanosuh — Banpeanu npodecop dakynrera MEIUIMHCKUAX HAyKa
VYuusepsutera y Kparyjesiy 3a yxxy Haydny o0iact Xupypruja, wian

3. [Ipod. np Hanmno Bojsoauh —penoBau nmpodecop MeaumuHckor gakynrera
YHuusep3uteta og0pane y beorpany BMA, 3a yxxy HayuHy oOsact UmyHooruja, diaH.

4. IIpod. np Cnoboxan MunucasibeBuh — BaupeaHu npodecop dakynrera MEAUIIMHCKUX
Hayka YHuBep3urtera y Kparyjesily 3a yxy HayuHy obnact Xupypruja, wian

5. Jou. np Mapuja MunoBanoBuh -— noueHT dakynTera MEIUIIMHCKUX HayKa YHHBEpP3UTETA Y
Kparyjesiy 3a yxxy HaydHy o01acT MuKpoOHOI0THja 1 UMYHOJIOTH]a, YIaH
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Abstract:

Introduction : Cisplatin treatment of tumors is associated with a number of adverse effects and a
relatively rapid development of resistance. Chemotherapy of NSCLC - (non- small cell type )
lung tumor involves the application of platinum derivatives alone or in combination with other
groups of chemotherapeutic anti-metabolites such as folate. This study aims to examine the
cytotoxicity of novel gold and platinum complexes in epithelial cells of lung adenocarcinoma in
vitro(cell lines A549 and LLC1). In a mouse model of experimental lung metastasis was
examined that the complexes cause the death of tumor cells in vivo and that the complex may be
further examined as potential therapeutic agents.

Obijectives: In accordance with the main objective set out the following specific goals:

1. MTT and LDH cytotoxicity assay are performed to examine the potential of the complex

2. To examine the relative ratio of necrotic and apoptotic cell death induced by the tested

complexes
3. To examine whether the complexes affect the reduction of the already established lung
metastases in a mouse model.

Methods : The in vitro methods of this study tested the cytotoxicity of a derivative of gold and
platinum in the laboratory wusing the MTT (3 -(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay , and LDH (lactate dehydrogenase) test . The percentage of
dead cells by apoptosis after exposure to the complex was investigated by flow cytometric
analysis of cells stained Annexin-V machine and propidium iodide . In order to investigate
whether a correlation exists between the results obtained in cell culture and the effects of the
mercury in the system , has been done in vivo examination of an animal model for metastatic
adenocarcinoma of the lung . The experimental groups were C57BL / 6 mice, males aged from 6
to 10 weeks was intravenously injected with 5 x 105 LLC1 cells into the tail vein . After
sacrificing the mice were removed from the lung , liver, spleen and left kidney of which are
made from paraffin embedded and stained with hematoxylin / eosin . Will determine the
presence and number metstazau lung parenchyma and comparative of the number of metastases
per group . You will investigate the existence of tissue damage liver and kidneys , both in terms
of secondary deposits , and in terms of damage caused by the activity of the complex . The mice
were also removed by the spleen , and after appropriate preparation was made flow
citofluorometrija to determine the relative representation of the cell -specific and nonspecific
immunity responsible for antitumorksu immunity : natural killer ( NK') , NKT , CD8 + cytotoxic
lymphocytes and CD4 + T lymphocytes and macrophages in the the spleen of the mice of the
experimental and control groups.
Results: Aggregated merits of the experiments gave the following results:
- Complexes of platinum are more citotoxic than gold complexes with the A549 cell line of
human lung carcinoma in vitro,
- All of the tested complexes of gold and platinum induced apoptotic death of the cell line of
human lung carcinoma A549
- Complexes of platinum are more citotoxic than cisplatin with the LLC1 murine lung cancer cell
line in vitro
- Complexes of platinum are more citotoxic than gold complex with the cell line of human A549
and murine lung carcinoma LLC1 in vitro



- PTEN complex has a weak anti - tumor activity in vivo , but significantly changes the cellular
composition of the spleen of mice which received the LLC1 tumor cells
Conclusion: These results indicate:

— All tested gold complexes have a strong anti-tumor activity by inducing apoptotic cell death
of human lung carcinoma

— The platinum complexes are more citotoxic than the gold complex with the cell line of human
and murine lung carcinoma in vitro

— PTEN complex has a weak anti-tumor activity in vivo, but significantly changes the cellular
composition of the spleen of mice that received tumor cells LLC1
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8.6 HTHAETU®UKALIMOHA CTPAHULA JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

1. Aymop

Nwme n npesume: Munom ApcernjeBuh

Jatym u Mecto pohema: 05.02.1983. roa. Kparyjesary

Capammse 3amocneme: eKap Ha crenujaiu3anuju rpyane xupypruje y KL Kparyjesar; capamgank
y HactaBu Ha Karenpu Xupyruje @axyntera MEANIIMHCKAX HayKa, Y HUBep3uTeT y Kparyjesity

11. /lokmopcka oucepmauyuja

Hacnos: McnuTuBarme MUTOTOKCHIHOCTH KOMILICKCA 3/1aTa U IUIaTHHE Ha hellijCKuM JIHHIjamMa
aJlcHoKapImHoMa ruryha in vitro u in vivo

Bpoj crpanuma: 125

Bpoj cnmxka: 29

Bpoj 6ubnmorpadcekux noparaka: 187

YcranoBa u MecTo e je pag m3pahen: dakynarat MEIUIIMHCKUX HAyKa, Y HUBEP3HUTET Y
Kparyjesiy,

Hayuna o6mact (YK): menumiaa

Mentop: [ou. np Bnagucnas Bonapesuh ponent @akynrera MEAUIIMHCKAX HayKa Y HUBEP3UTETA
y Kparyjesiy 3a yxy HayuHy 001acT MUKpOOHOIOTHja M IMYHOJIOTHja

1II. Oyena u oopana

Jarym npujase Teme: 21.06.2013.

Bpoj outyke 1 maTyMm mpuxBaTama JokTopcke aucepranuje: 1V-03-533/20 03.10.2013.

Komucwuja 3a orneHy nojoOHOCTH TeMe U KaHAH/aTa:
1. Tou. np Bnaauciae Bonapesuh nonent dakynrera MEIUIIMHCKUX HAyKa Y HUBEP3UTETA Y
KparyjeBiy 3a yxy Hayuny ob6mact MUKpoOHoorija 1 UMyHOJIOTHja

2. IIpo¢. np ’Kusanuu Byrapuuh — penosuu npodecop dakynrera npupoaHUX HayKa
Yuusep3urera y Kparyjeriy 3a yxxy Hayuny o0siact Heoprancka xemuja

3. Ilpo¢. np Manuno Bojsonuh —penosuu npodecop MeaunuHckor axkynrera Y HUBEp3UTETa
onopane y beorpanxy BMA, 3a yxy HayuHy o0iact imyHosoruja

4. ITpod. ap Cnobonan MunucasibeBuh — BaHpeanu npodecop Paxynrera MEAUIUHCKUX HAyKa
VYuusep3urera y Kparyjesiy 3a yxxy HayuHy o0xact Xupypruja

5. Hou. n1p Mapuja Munosanosuh — gonent ®akynrera MEIUIMHCKUX HayKa Y HUBEP3UTETA Y
KparyjeBiy 3a yxy Hayuny obiact MUKpoOHOJIOTHja M UIMYHOJIOTH]ja

Komucwuja 3a oneHy nojjo0HOCTH TeMe U KaHAHIaTa:

Komucwuja 3a onieHy JOKTOpCKEe AMCEPTAIIH]e:
1. TIlpod. mp )Kusaguu Byrapunh — penoau npodecop Pakynrera NPpUpOIHUX HayKa
Yuusep3urera y Kparyjesity 3a yxxy Haydny o0nact Heoprancka xemuja, mpeaceIHuK




2. Ilpod. np Aparan Yanosuh — Banpeaau npodecop Pakyntera MEIUIMHCKIX HayKa Y HUBEP3UTETa
y Kparyjesiy 3a yxy Hay4uHy o0nact Xupypruja, 4iaH

3. Ilpo¢. np Hanuno Bojsonuh —penouu npodecop MeauuHckor gaxkynrera Y HUBEp3UTETa
onopane y beorpary BMA, 3a yxxy Hayuny ob6iact myHooruja, dnaH.

4. [Ipod. ap Cnodonan MunucasibeBuh — BaHpeanu npodecop Paxynrera MEAUIUHCKUX HAYKa
VYuusep3urera y Kparyjesiy 3a yxxy HayuHy oOnact Xupypruja, wian

5. [lou. np Mapuja Munosanosuh — gonent ®akynrera MEIUIIMHCKUX HayKa Y HUBEP3UTETA Y
Kparyjesity 3a yxxy Haydny o0sacT MuUkpoOHoJiorHja 1 UMYHOJIOTH]a, YiaH

Komucwuja 3a on0paHy TOKTOPCKE AUCEpTAIlHje:
1. TIpod. mp Kusanun Byrapunh — pexoBuu npodecop dakynrera NpUpoIHUX HayKa Y HUBEP3UTETa
y Kparyjesiy 3a yxy HayuHy o0nact HeopraHncka xemuja, IpeaceIHiuK

2. Tlpo¢. np dparan Yanosuh — Banpenuu npodecop dakynrera MEIUIIMHCKUX HayKa Y HUBEP3UTETA
y KparyjeBiy 3a yxy Hay4Hy oOnact Xupypruja, 4iaH

3. [Ipod. np Januno Bojsoauh —penosuu npodecop MeaunuHckor pakyaTeTa Y HUBEp3UTETa
onopane y beorpany BMA, 3a yxxy Hayuny o0Oiact IMyHosoruja, diaH.

4. IIpod. np Crobonan MunncasibeBuh — Baupeaau npodecop dakynrera METUITUHCKUX HAyKa
VYuuBep3urera y Kparyjesiy 3a yxxy HaydHy oOnact Xupypruja, wian

5. Hou. np Mapuja Munosanosuh — gonent ®akyntera MEIUIMHCKUX HayKa Y HUBEp3UTETa Y
Kparyjesity 3a y:xxy HaydHy o0siacT MUKpoOHOJIOTHja 1 UMYHOJIOTH]a, WiaH

Jatym onOpane mucepraryje:




OBPA3AL 1.

flornucadu-a

szjasa o ayropcray

/L/uﬁ o yﬁf’é eMTCh pﬂl/

6poj ynuca L0/ LE

WzjaBpyjem

4a je JOKTORCKE aAncepraunja nog Hac1oBoM

Ucnutuwmtine L u T cospocy  ROwiirmtaca  HATA Q0

MM+ TNA=TCut Rousghors A1k KA, UHOWA C}}‘f’fﬁ P ee u vvite

&

L]

PE3IYATAT CONCTBEHOI NCTPAXUBAYKOP Paaa,
48 NpeAnoXeHa guceptaunia y uenmnkn v y AenosuMa Huje Buna npesiokesa 3a
paobunjarbe  O6uNo  Koje AunaoMe  nipeMa  CTYAWiCKuM  nporpamuma Apyrux
BUCOKOIUKONCKUX yCTaHosa,

[a CY PeIYNTATH KOPEKTHO HaBeaeHn u

A8 HUCEM KPWWOo/na ayTopcka NpaBa u KOPUCTUO MHTENEKTYanHy CBOJUHY APYTuX
nuuya.

Mornuc ayropa

Y Kparyjesuy, NM’T c>2(97/((' //['a/((}:t/g g /7
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OBPA3AL 2.

MzjaBa 0 HCTOBETHOCUTH WTAMIIAHE 1 €NEeKTPOHCKE Bepanje AOKTOPCKOr paja

UMe 1 npesuMe ayTopa [ktuf\o,‘(l A’PCU‘C‘J@&W{/

Bpoj ynuca Lok /26

Cryavjcku nporpam RASYUSNE O B COEXSECRTArGA AiP7TIUTA

Hacnos paja mCr\t:rmaA e g UWTCRRCU WRE CTC pu ey (A DNESR WTU e Toragocay MevuAtH 4

MenTop ANCLOUAMY WSO d ks (A VIO w WAL Ll
N
A . 4P Bratlscmn  Borate Bk
MoTrnncaxu HW\‘?‘LK AP(@M\TC’I@;CL

u3jas/byjeM fAa je wraMmnada Bep3uja Mor AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA eNeKTPOHCKO]
Bep3uin  Kojy cam npeaao/na  3a objae/buBatbe  Ha o noprany  [ururanHor
peno3uTopujyma Yunsepaurera y Kparyjesyy.

Ao3somasam fa ce objase MOju NuuHK nogauy BesaHn 33 A0bujarbe akaneMoKor 3Barba
AOKTODA Hayka, Kao LWTo CYy UMe u npesume, roausHa v mecro pohersa u aatym oabpade
pana.

OBM NUYHK NOABUM MOTY Ce 06jaBUTh Ha MPEeXHUM CTpanuuama aurntande Subnvorexe, y
€1EKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukaumjama Yuusepaurera y Kparyjesuy.

flornuc ayropa

Y Kparyiesuy, L'\'\APT ‘?(/(4




OBPA3AL 3.

M3jasa o kopuwhersy

Osnawhyjem Ynusepsutetcky ubnuotexy aa vy [Aurutandu penosutopuiym Yaupepaureta
y Kparyjesuy yHece Mojy AOKTOPCKY AUCEPTALM]y Noja HaclIoBoOM:
\U\umw\be LLUTSTHecu ROTU ROt feca  BAATA 0 VpATLUR e ‘£\<f\°‘3c‘<d“4
SO TRORA A CUSKIPLUBONMA. Oprdr (DT o [A VIVO
Koja je Moje ayTopcKo Aeno. (/

Auceprauuniy ca CBUM NpUNO3uMa npeaaoc/na cam y eneKTpoHCcKoM hopMarty forogHoM 3a
TPAJHO apxusuparse.

Mojy AOKTOPCKY aAnceptaunjy noxparbeHy v [Urnrtanku penosvropuiym Yeusepsutera y
KparyjeBuy MOry ga KopucTe CBU KOjv nowTyly oapenbe caapxane y ogabpawom tuny
nuuerue Kpeatuere sajeanuue (Creative Commons) 3a Kojy caM ce oany4no/na.

1. AyTopcTso
2 AYTOPCTBO - HEKOMEpUNjanko
3. AYTOpPCTBO — HEeKoMepuujanHo - 6e3s npepage
(, AYTOPCTBO — HEKOMEPUMIaNHO — ASNUTH NOA MCTUM YCIOBNMA
5. AytopcTeo - Bes npepage
6. AYyTOPCTBO =~ A€NuTH NoL UCTUM YCNIOBUMA

{MosIMMO 4@ 3a0KPYXMUTE CaMo jeAHy 04 WecT noHyheHux sAnueHur, Yujn je Kparaxk onuc
[ar je na obpacuy 6poj 4.).

flornuc ayropa

y Kparyjesuy, LT L2o(%.
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