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3axeannuya

Benuxy 3axeannocm oyeyjem ceom menmopy u npujameny Heanu Huxonuh na mnecebuynoj
nomohu y uspaou Ooxmopcke oucepmayuje, HA YKA3AHOM NOGEPer), CAGemumd, 3HAamY,
CMepHUYama u MOpaIHoj nooOpuyu.

3axeannocm oyeyjem nayunom capaonuxy Cyzanu Ilonosuh na necebuunoj cmpyunoj nomohu
u npog. op. Hejany backuhy na mamepujannoj nomohu.

3axeannocm y uzpaou ookmopcke oucepmayuje oyeyjem npogh. op. Mapunu Mumpoeuh u
ceum unanosuma kameope 3a buoxemujy @axynmema meduyunckux nayka y Kpaeyjesyy.



Caxkerak

YBoa: XankoHU Cy XCTCPOIMKIMYHA JeJAUbCHa Koja TMPEACTaBlbajy MpPEeKypcope Y
OonocuHTe3n (praBoHOWA W IPYrUX OHOJIOMIKKM AKTUBHUX XETEPOLUUKIMYHUX jeIUHCHA.
XemHujcKka CTPYKTypa XaJlKoHa, KOjy KapaKTepuIly JBa apOMaTHYHA IPCTEHA ToBe3aHa a, ff —
He3acmheHMM KapOOHWIIHUM CHCTEMOM ca TPH YIJb€HHKOBa aroma, oMoryhaBa HIMpPOK
CIieKTap OWOJIOMIKMX AaKTHBHOCTH OJl KOJjUX CYy Haj3HAYajHH]ja aHTHUTYMOPCKA,
aHTUHMH(IJIaMaTOpHA U AHTUOKUAATHBHA JIEJCTBA.

Husb: [{usb oBOr HCTpakuBama OMO j€ UCITUTHUBAKE TTOTCHIIMJATHOT aHTUTYMOPCKOT edexTa
W MEXaHHM3Ma JelioBama ceiaMm aHanora xankoHa (X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7) Ha Tpu
pasnuunTe BpcTe XyMaHux Tymopckux hemmja (HeLa, HCT-116 u MDA-MB-231 henujcke
JWHUje) ¥ Ha 3/apaBe (uOpodOmacte kao kontposHe hemmje (MRC-5). Kao koHTpousHe
cyrncraHie kopuiiheHe cy nucruiatuna (CisPt) u aexuaposunrepon (IX3).

Mertone: llutotokcuunu edekar ananusupan je ynotpedbom MTT Tecra Hakon 24 u 48
YacOBHE HHKyOalMje TyMOpCKHX henuja pa3auyuTUM KOHIIEHTpalHjaMa HCIUTUBAHUX
xankona X1-X7 u pedepenrnux cymncraniu (CisPt u X3). Tun henujcke cMpTH oapelen je
kopuiihemem mpotoune ruromerpuje (flow) xopumrhemem 6ojema Annexin V-FITC/7-AAD,
JIOK je eKIpecHja, akTUBAIlMja U JIOKaIH3allija PeryJIaTOPHUX MPOTEHHA arnonTo3e oapeheHa
KOopuIihemeM METO/1a MPOTOYHE ITUTOMETPHje U UMYHODIyopeciieHTHe MUKpockonHje. Kao
JIC0 €KNEPUMEHTa, METOJOM IMPOTOYHE IMTOMETPHje aHAIM3UPAH j€ yTUIa] ayTodaruje Ha
MIPOMEHY MPOLIEHTa MUTOTOKCUYHOCTH UCIIUTUBAHUX XaJIKOHA.

Pesyararu: UcnutuBanu xankoHu X1-X7 mokasyjy CHaXXHY aHTUTYMOPCKY aKTUBHOCT KOja
je y Behem Opojy mapamerapa edukacHUja y OJHOCY IUCIUIaTHHY. Takole, ucnuTHUBaHU
XaJKOHU HMHIAYKY]y afnonTo3y TyMOPCKUX henuja myreM akTUBalldjeé MHUTOXOHJIPHjaTHOT
arloNTOTCKOT IMyTa, MpPU YEeMy XaJKOHU pe3ynTyjy mnoBehame eKkcrpecuje peryaaTOpHUX
arlONTOTCKUX MPOTEHHA y TPETUPAHUM TYMOPCKHM henujamMa y OJHOCY Ha HETpEeTHpaHe,
koHTposnHe henuje. McnuTuBaHu XankoHU Yy ojapeheHoj mepu HHAYKY]y ayrodarujy y
TyMOpPCKHUM hesmjama To JONPUHOCH BUXOBO] IIUTOTOKCUYHOCTH.

KibyuHe peun: AHano3u XaJKoHa, aHTUTYMOPCKH e(eKar, IUTOTOKCUYHOCT, allonTo3a,

XyMaHe TyMopcke henuje.



Abstract

Introduction: Chalcones represents precursors in the biosynthesis of flavonoids,
isoflavonoids and other biologically active heterocyclic compounds. The chemical structure
of the chalcones is characterized by two aromatic rings connected by o, f — unsaturated
carbonyl system with three carbon atoms. Chemical structure of chalcones is responsible for
their antitumor, antiinflammatory and antioxidant effects.

Aim: The main goal of this study was examine cytotoxic and apoptotic effect of the seven
chalcone analogues (X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7) on three different types of human tumor
cells (HeLa - human cervical cancer, HCT-116 - human colon cancer and MDA-MB-231 -
human breast adenocarcinoma) and healthy fibroblasts as control cells (MRC-5).

Method: The cytotoxic effect was analyzed using the MTT assay after 24 and 48 hour
incubation of tumor cells at different concentrations of the tested X1-X7 chalcones and
reference substances (cisPt and /7X3). Cell death type (relative ratio of apoptotic and necrotic
cells) was determined using flow cytometry using Annexin V-FITC / 7-AAD staining, while
expression, activation and localization of apoptosis regulatory proteins were determined
using flow cytometry and immunofluorescence microscopy. As part of the experiment, by
flow cytometry was analyzed the contribution of autophagy in the process of apoptosis
induced by the tested chalcone analogues was determined.

Results: The examined chalcones X1-X7 show strong antitumor activity which is more
effective compared to cisplatin. Also, the examined chalcones X1-X7 induce cell death via
activation of apoptosis in the tumor cells. The investigated chalcones achieve an effective
apoptotic effect by activating the mitochondrial apoptotic pathway, resulting increased in
expression of regulatory apoptotic proteins in treated tumor cells compared to untreated,
control cells. Also, the examined chalcones to induce autophagy in tumor cells, which
contributes to their cytotoxicity.

Key words: chalcone analogues, antitumor effect, cytotoxicity, apoptosis, human tumor

cells.



Caapxaj

T VA - Yo 31 (TR 1
O N N 12 1 (5] 010 3 & (i : PP P P PP P PP PPPTPTPN 1
1.1.1.  VUCCTATOCT KAHIICPA. t.reeeeeeeessaunrtrnrrreaeeesaaassssssseaseesssaannsssseseseesessansssnsneeeeasessanns 5

1.2.  TIporpaMUPaHa RETHJCKA CMPT ...cuvvreiurrieiiriesiteeasiteeesiteeesbeeesbee et e e e e e 6
Ot N 1 (0] 1 o - F PR PUT TR 7
1.2.2. AYTOMDATHIA ..oooiiiiiiiiieeiee ettt 19

R T 111 0] =1 (OO U PP PRTT 22
1.3.1.  DBHOCHHTE3a XAITKOHA. . .uveeeesurtrreesanuereessastneesssassseasaaassnesesssssnessesansseeesssnsseeeenns 24
1.3.2. DBHOJONMIKA AKTHUBHOCT XATKOHA «....vvvvreeesssiressssseseesasassnesssssnssessesasneessssnsneeeenns 27
RGN S 71 5170 17 < (RSP ST 28
IR TR SN < =1 (01637 0. €:1) 100 ) ¢ NP U PUUPRRTPPPRR 30

2. 1IVTBEBU HCTPAMKHBAIDA ....eeiisvtvtvrreeesesssassssssssesassessssastssssseeasesssssnssebsseseaeeesssasssnnseeeeens 34
3. MATEPHJATT L METOIE +.veeeeeeeiiusirtrrereeesessasssssttsseeaeeessssssstesseeaaeesssssastbbbneeeaeeesssassbbnneeeeens 36
10 N 27 o Tor v I o ) 21 1§ [P O OO P PP PP PPOPPPPPPPPPP 36
3.2.  KynruBucame henuja, peareHCH U UCTTUTUBAHE CYTICTAHIIE «vvvvvvereeessssvrrrreneeeeassnns 36
3.3, MTT TECT LIATOTOKCHUHOCT «..vvvneeerneesnsesssnseesnessnssssnsessnesssnsesssseestnreenreesreren 38
3.4. IIpotouna ruromerpuja - Annexin V-FITC TecT amonTOTHUHOCTH ....cc.vvveevveeennnee. 39
3.5. IIpoTouHa muTOMETpHja — aHATHM3A PETYIATOPHUX MPOTEHUHA ATIOTITO3C ..vvvvvrreessnns 41

3.6. dayopeclueHTHA MUKPOCKOTINja — o/ipehuBame eKcrpecuje peryaaTopHUX MPoTenHa

0 5 (o)1 16 N0 X 1< U 41
3.7. CTaTUCTAYKA AHATM3A TIOIATAKA oevvneeerneernsssesnseesnsssnsssssnsessnssesnsessnsesssnseesntessnseeennnes 42
A, PEBYIITATH ....ueveeieeiiieee ettt ettt e ettt e e ekt e e e ekt e e e ek b e e e e e s s b e e e e e e b b e e e e e annne e e e 43

4.1. Anano3u XaJKoHa HCMOJbaBajy e(rKacaH MUTOTOKCUYHH e(eKaT Ha TYMOPCKUM
RIETTHJAMA ...ttt r e e e e r e e e e e annes 43

41.1. VYTBphHUBame HIUTOTOKCUYHUX e(eKaTa aHaIora XaJKoHa, IIUCIIIIaTUHE U
JeXUIPO3UHIEePOHA Ha TPU pasiuuute Bpcte TyMopckux henuja Hela, HCT-116 u

IMDA-MB 231 s 43
4.1.2.  1C50 BpeAHOCTH QHATIOTA XATTKOHA +...uvvvereeisnrrreesasnneeessannseeeessnnneeeesansneeeesanees 57
4.1.3. 1C50 BpemHOCTH PEPEPEHTHUX CYMCTAHLIM ..vvvvvrreeniriessireeaireessnreeessreeessneeennns 58

4.2. Amnano3u XaJKOHa, HUCIUIATHHA U JEXUAPO3UHIEPOH HHAYKY]Y arnonTo3y Hela u
HCT =116 REIHJA . ...eeeeieieiie ettt ettt ettt e et e e s et e e e e e e nb e e e e e anbbe e e e e annnreeeeas 60



© N o O

4.2.1. Amnanosu xaJKkOHa, [UCIUIATHHA U JEXUAPO3UHTEPOH HHIYKY]y armonTo3y HelLa
hemuja 61

4.2.2. Amnanosu xallkOHa, [UCIUIATHHA U JEXUAPO3UHTEPOH HHIYKY]y armonTo3y HCT-
116 REITHJA . ...ttt ettt 65

4.3. Amnano3u xaJlKoHa HHAYKY]y armonTto3y y Tymopckum Hela m HCT-116 henmjama
MyTEM aKTHBAIIN]j€ MUTOXOHIPHUJATHOT ATIOTITOTCKOT TLYT . eeuvvveeisrreessneessneessnneeensneeennns 68

4.3.1. Amnano3u XaikoHa y3pokyjy noehany ekcripecujy akTuBHOT Bax-a, moBehany
eKCIIpecHjy Kacmase-3 u cMameHy ekcnpecr]jy Bcl-2 nporenna y HelLa henujama ....... 69

4.3.2. Anano3u XaJKoHa y3poKyjy noBehany ekcripecujy akTuBHOT Bax-a, moBehany
eKCIIpecHjy Kacmase-3 u cMameHy ekcrpecrjy Bcl-2 nporenna y HCT-116 henujama . 77

4.4. JlompuHoc ayTo(aruje mporecy anonTo3e WHIYKOBAaHE OJ1 CTpaHe aHaIora XajaKoHa

y HeLa 11 HCT-116 RETIHJAMA .....ccouviiiiiiieiiii ettt 85
D016 3 ) PP PUPRR 87
BAKTBYUAK ... vveeeeastreeeesassseeee s e e e e e e e e e s e e e e s e e e e e e R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 106
JIHIT@PATYPA ettt ettt e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s nnnre e e 108

JINCTA 03HAKA M CKPANCHUIIA. .. .eeeiiiieiiiiiiiiieeee e e ettt e e e e e s s st e e e e e e e e s s snnbbbreeaeaeeeeeans 130



1. YBoa

1.1. Kanmeporenesa

Kannep npezacrasspa rpymmy 000Jbemha Koje KapaKTEpUITy HEPETYIHCaHU PacT, BUCOK
CTENeH WHBAa3MBHOCTU M Mpoiudepanuje henuja ca Mecra HUXOBOT HAacTaHKa Ha Jpyra,
ylnajseHa Mecta y opranm3Mmy. KiacnukoBaHO je MPEeKo CTO BPCTa KaplUUHOMa KOjH MOTY
OWTH TIPUMAapHO JIOKAJTM30BAHMW Yy Pa3IMYMTUM TKuBHMAa. Ha mpumep, oxo 85% kaHmepa
MOXe OWUTH JIOKAJIM30BAaHO Yy CMHUTEIHUM hellrjamMa W OBU KaHIEpU Ce€ KIACUPHUKY]y Kao
kapuuHoMmHu. KaHiepu koju cy npucytHu y henujama mesozaepma (Ha npumep hennje koctujy
n mummha) kiacupukyje ce Kao CapKOMH, JIOK ce€ KapLMHOMHU JI€3/IaHOT TKUBa (Ha mpuMep
nojke) KracupuKyjy kao ageHokapuuHomu (1).

CBe BpcTe KaHIepa ce KilacuQHKyjy WJIM TpeMa BpCTH TKHUBA y KOME CYy
JIOKAJTM30BaHU WM IIpeMa MPUMapHOM MECTY HHUXOBOT HacTaHKa (2).

[Ipema mpBOj KIacuUKaIMjU, KAaHIIEPU Cy Pa3BPCTaHHU Yy IIECT TJIABHUX KaTEropHja:
KaplMHOMH, CAPKOMU, MHUJEIIOMH, JIeyKeMHje, TMMGOMHU U MEIIOBUTE BPCTE KaHIIEPa.

1. KapumHomu mpencTaBibajy MallMTHE TyMOpE €MUTETHUX henwja Koxe u
Clly3HMIIE, IpU 4eMy Hajuemihe 3axBaTajy CEKPETOpPHE OpraHe Kao IITO Cy
nojka, yha, 6emrka, mpocraTta u 1e0eo 1peso.

Kapuunom cy nojesbeHu y ABe NOArpyIe: aJeHOKapLUMHOMHU (pa3BHjajy ce y
CEKPETOPHUM JKJI€3/laMa) U CKBAMO3HHU KapLIMHOMHU KOjU MpeACTaBsbajy jeAaH
O]l IJIaBHUX BPCTa KaHIEpa KOXKe.

2. CapkoMM HIpeJCTaB/bajy MajUrHe TyMmope henMja Be3MBHUX M MOTHOPHHUX
TKUBA, Kao IITO cy MULIMOH, TETUBE, MEKO TKHUBO, XPCKaBHIlA, KOCTH, KPBHU
U TMM(QHH CyIOBU U YITIaBHOM C€ jaBJbajy y BHAY OOJHHX Maca Koja uMajy
W3IJIe]] TKHBA Y KoMe ce pa3Bujajy (3-5).

3. Mujenomu mpejacTaBibajy TymMope Iuta3ma henmuja kocHe cpxku. OBa Bpcera
KaHIlepa YecTo Ce Ha3MBa BHUILIECTPYKH MujernoM (eHri. multiple myeloma).
Hacranak u pa3Boj mujeroMa oHeMoryhaBa mpoAyKIMjy aHTHTENa O] CTpaHe
mia3Mma henuja noBoaehu 1o cnabibera UMYHCKOT CHCTEMa, pa3Boja aHEMUjE

u noBehaHe noyioxkHocTH nHpeknujama. (6,7).



4. JleykeMmuje TpeNCTaBJbajy TyMOpPE KpBHHX heiuja KOCHE Cpku U JTHMQHOT
chUcTeMa KOjH C€ KapaKTepuIly IPEKOMEPHOM MPOIYKIHjOM HEe3pelnx
mamdornura. Tako, y ycloBUMa KaHIEpOTeHe3e KOCHAa CpK MPOM3BOIU
auMQOIUTEe KOjU HEMajy NPOTEKTHBHY VJOTY, INTO Y3POKYyje CKIOHOCT
opranusMa ka uHdpeknuju. Jleykemuja yrude u Ha 1pBeHe KpBHE henuje npu
4eMy MOJKe JIOhM 710 BHUCOKOT CTeIeHa 3rpyliaBama KPBH U yMOpa KOjU je
y3pPOKOBaH aHEMHjOM. Y 3aBHCHOCTH O] TOra Koja BpcTa KpBHHX henuja je
3axBaheHa JIEyKEeMHJOM pa3IUKyjy C€: TpaHyJOIlUTHA JIEYKEMU]a,
nuMoOLUTHA JieyKeMHja 1 eputpemuja (8).

5. Jlumbomu mpeacTaBbajy TyMope JUMQHOT CHCTEMa KOju c€ pa3BHjajy Y
x)ie3nama u JuM@HUM yBopoBuMa. Paznukyjy ce aBe moarpyme Jumdoma:
XoykuHoBu nmumdomu (enrn. Hodgkin lymphoma, xox kojux Tymopcke
henuje 3amemyjy nuMdouuTe Hpu YeMy je KOMIPOMHTOBAH HMYHCKH
cucrem) u He-XoykuHoBu numdpomu (erri. Non-Hodgkin lymphoma) on
Kojux cy Hajuemthu nmudysau b-henmujcku numdom u dponukynapau ITUMPpoOM.
Reed-Sternberg-ose henuje xoje cy mMpUCyTHE UCK/BYYHBO KO XOUKHHOBUX
muMdomMa mpencTaBibajy audepeHIjaTHO AUJarHOCTUYKH MapKep 3a JIBE
nmoMenyte nmoArpyre aumdoma (9).

6. MemoBuTe BpcTe KaHIEpa caapiKe JBE WM BUIIE KOMIOHEHTH KaHIEpa Koje
MOTY OMTH YHYTap jeJlHE KaTeropHje WM U3 BHUIIC PAa3IMUYUTHX KAaTETrOpHja,
Ipd 4YeMy Cce€ MOTy pa3IMKOBaTH aJCHOCKBAMO3HH KaHIEp, MEIIOBHTH
Me30IepMaTHU KaHILEpP, KapIIMHOCAPKOM WIJIA TePATOKAPIIMHOM.

[Tpema npumapHOM MecTy HacTaHKa KaHIlepa, Hajuernrha MecTa Ha KojuMma ce KaHIep
pa3BHja cy: Koka, ruiyha, rpynu, marepuia, KOJOH W peKTyM. henuje KaHIepa MOry
MUTPHpPAaTH KpO3 KpBHE CyJOBE M TKHBAa INTO pE3YATYje IHHMXOBOM HWHBAa3HjOM,
Pa3MHOKaBamkbEeM Ha PasIMUMTHM JIOKallMjaMa y OpraHu3My (Ipolec ce Ha3uBa MeTacTasa u
HpeJICTaBIba TIaBHU Y3POK CMPTH O] KaHiepa) (2).

Kannepu paznuuuTor nopekia noceayjy OpojHe KapakTepUCTHKE KOje ce OTjenajy y
pa3NMYUTUM MOJIEKYJapHUM MEXaHHW3MKMa KaHIEporeHe3e YHyTap cBake Bpcre hemuja.
Mehytum, u mopex OpojHMX MOJIEKyJapHUX MeXaHHM3aMa KOjuU Cy YKJbYYEHH Y
KaHIEepoTeHe3y, Kpajibu LWJb CBUX henmuja KaHIepa je UCTH — WHBa3MWja, Mpey3uMame U
MojyJanrja HopManHuX (yHKUUja henuje y mpaBily HEHOT MOTHYHOT yHHUINTEHa. IIpema
OBOME, CBE BpCTE KaHIEpOreHuX henmja MMajy HU3 CHOCOOHOCTH 3a NPEXKHUBIbABAKE U

n30eraBame MexaHM3Ma 0JI0paHe, OJ] KOjUX Cy Hajlo3HaTHje: CIOCOOHOCT 3a ayTOHOMHE
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CUTHAJIE pacTa, PE3UCTCHTHOCT HAa MHXUOMTOPE pacra, CIOCOOHOCT MHXHOUIM]E aromnTo3e,
CIOCOOHOCT HEOTPAHUYEHOT IMpOoIeca peIuInKalje, ClIoCOOHOCT aHruorenese (popmupame
HOBHX KPBHHX CYy/IOBa), Ka0 M KapaKTepUCTUKE MHBa3uje u metacrasze (10,11).

Ha henujckoj memOpanm cBake henuje TpUCYyTHH Cy OpOjHH pPEUENnTOpH KOju
omoryhaBajy mpeHoc curHana u3 wmehyhemujckor mnpocropa y yHyTpammsocT henwje.
CurHaJlHM TIyT€BH TPaHCAYKIMje NPEICTaBbajy MehyMoJeKylIcke WHTEpaKIHje Koje ce
orJieNajy y CYKIICCHBHOM TIPCHOIICHY CHTHAjIa yHyTap henmje xoju JOBOJE IO MPOMEHE y
byuknujama henmuje wiaum mpomeHe y ekcrnpecuju oapehenmx rena (12). Ilpomene y
CUTHAJHUM IyT€BMMa TPAaHCAYyKIMje (Kao IITO je HEperyjucaHud pacT hemuja) pe3yiatyjy
TpaHnchopmaljom 3apaBux henrja y mpaBily KaHIEpOTeHes3e.

[Ipouec kaHIEeporeHese KapakTepHIly IpOMEHE Ha heanjcKkoM U T€HETCKOM HHUBOY,
Kao W HEKOHTpoJmcaHa jaeoba hemmja. JleoGa hemmja (MuTo3a) mpeacTaBiba (PU3HOIOUTKH
mpoIiec KOju ce OJBHja Yy CBUM TKHBHMA W TIOJ OJpe)eHUM yCIOBHMa, TIe C€ OJpKaBa
paBHOTexa m3Mmel)y mponudepanuje U nmporpamupade henmjcke cMpTH y Wby OJprKaBarba
WHTETPHUTETA TKUBA M OpTraHa.

Kanmneporenesza Hacraje kao mocieauia npomeHe y cekBeHnn DNK monekyna wam
myranuje (13). Kibyunu kopak y KaHieporeHesu henuja mpejcraBiba CepHja MyTalldja
oapeheHNX Kjaca reHa KOJU peryauiny pact u audepeHnujanujy hemuja (kao mrTo cy
OHKOT'€HH, TyMOp cympecopcku rear u MICrORNK reuwn) (14,15). [lomenyre myranuje reHa
MOTY JIa C€ jaBe y BUIY aauliuje Hykiaeotuaa win oapehenux 6aza DNK mosekyna, nenemnuje
XpoMo3oMa WM HHXuOMnuje wiu aktuBammje MICFORNK Mojekyna Koju KOHTPOJIHMIIE
excrpecujy o 100 go 500 rena (16,17).

Takohe, Ha pa3Boj MajgurHOr (PEHOTHIIAa KAHIEPOTeHUWX henuja yTudy nobehana
EKCIIpecHja OHKOTeHa, AUCPETyIallija TYMOP CYIPECOPCKUX T'eHa ¥ HeMOT'YRHOCT pernapanuje
DNK Monekyna uumMe je omoryheHo TpeXuB/baBalkeé U HEKOHTpOJIHMCaHa Jeoda
kaHieporenux henuja (15). HaromuinaBame MOMEHYTHX I'€HETCKHX MPOMEHA, Kao IITO CY
aKTHUBUPAKE IMPOTOOHKOT'CHA Y OHKOTEHE, IHCpEryjaluja TyMOp CYINPECOPCKUX TIeHa |
HemoryhHoct penapanuje DNK  renma pe3ynTyjy HEKOHTPOJIMCAaHUM  PacTOM H
npoirdepannjom KaHueporeHux hemnuja.

OHKOreHM IpeJCTaB/bajy MyTHpaHe I'eHe KOju KOJIUpajy CHHTE3Y He(yHKIIMOHAIHUX
NPOTEHHA KOJU Cy YKJbYYEHU Yy CUTHAJHE IyTeBe HEKOHTposMcaHe jaeobe M moBehaHe
nponudepanuje KaHueporeHux henuja. Y reHoMy 4yoBeKa HAEHTH(PHKOBAHO je MPEKO CTO
BpPCTa OHKOT€Ha, a jelaH oJ mbHX je RAS MyTupaHU T'eH KOjH jeé aKTUBHUPaH y KaHLIEPOTreHUM

henujama ruryha, jajauka, kojoHa u nmankpeaca (18-21).
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RAS myrtupanu reH koaumpa cuHTe3y Ras mporermHa KOjU aKkTHBUpA JBa CHUTHAIHA
mexanu3ma. I[lpBu curnanaun mexanusam je MAPK (MUTOT€H akTHBHpaH MPOTEHH KUHA3HU
nyT, eHry. mitogen-activated protein kinase) uuja akTuBamMja pe3ynaTyje TPAHCKPHUIIIUAjOM
reHa YKJbYYEHHX Y pacT u nposudepanujy hemuja (22).

Hpyru wmexanuzam npenactaBiba aktuBupame PI3K/AKT/MTOR curnamHor myra
(pocharuammmHO3UTOI-3-KMHA3HY TyT) KOjU CHTHATHOM KacKaJOM JOBOJH JI0 HHXHOUpama
npotieca anontose (23).

3a pasnuKy OJ OHKOT€Ha, HEKH T'€HH JOTPUHOCE Pa3BOjy KaHIEPOTEHE3e Kala Cy
nHakTHBUpaHU. OBa rpyma rea npeacTaBiba TYMOP CYIIPECOPCKE TeHE MIPU YeMy j€ Y TEHOMY
9JoBeKa MICHTU(UKOBAHO BuIIe o1 15 BpcTa oBHX reHa. Hamme, Tymop cynpecopcku TeHu
KOJIMpajy CHHTE3y MPOTEHHA KOJU MMajy YJIOTY Yy 3aycTaBJbamby NelnjcKOT HUKIyca U J1e00e
henuja (24). Myranuja OBHX reHa Pe3yiTyje CHHTE30M HE(PYHKIIMOHATHHUX MPOTEHHA KOJU
HuCy y MoryhHocTH Ja cripeue nposudepanujy hemuja (25,26).

TP53 Tymop cynpecopcku reH je Hajuenrhit MyTHpaHu TeH Y XyMaHUM KaHI[epOTeHIM
henwjamMa Koju JOMPUHOCH pa3Bojy KauieporeHese (27). TP53 ren Koaupa CHHTE3Y
TPAHCKPHUIIIIHOHOT (hakTopa P53 Kao OJATOBOP HA MATOTEHE CTUMYITYCE Kao MITO cy omTeheme
DNK wmonekyna, XWIOKCH]a, OKCHAATHBHU CTpPEeC, JOHU3Yjyhe 3padueme W OHKOreHa
xuneprpoaudepanuja (28,29).

p53 TpaHCKpUNIIIMOHU (AKTOP C€ CHHTETHIIE y jeapy henuje rie ce TUPEKTHO BE3yje
3a DNK monekyn. Hakon omrehema DNK momekyna p53 mpencrtaBiba peryiaaTop KoOju
ycMepaBa henujy nim ka penapaiuju mosiekyiaa DNK wnm ka aktusupamy anonrose (30—-32).
OcumMm oBora, P53 TpaHCKpUNIIMOHU (PAKTOp MMa YJIOTY Yy perynamnuju heaujcKor muKiIyca H
npenacka hemuje u3 Gl y S daszy, u u3 G2 y M ¢asy heamjckor nukiayca (33-35), kao u
yaory y mpoiiecuma ayrodaruje (32,36,37), mutorcke karactpode (38-40) u anruorenese
(41,42). Ynora p53 dakropa TpaHCKpuUIIHje 3aBucH o1 HUBoa omTehema DNK monekysa
(Cnuka 1). Ycnen cBoje Bumiectpyke ynore y henuju p53 Tpanckpunuuonu ¢paktop je 1o0uo

Ha3uB ,,4yBap reHoma‘".
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Camka 1. Ynora p53 na HuBo omrehema mosekyna DNK. VYV ¢usnonomkum ycnoBuma
henujcke nmponudepanuje cMameHa je ekcrpecrja P53 mpoTenHa ycies Berose Aerpaiauje
nocpenoBane yomkButuHOM. Omtehere DNK Monekynma pesynatyje aktuBamujom P53
MPOTEHHA KOJU je aKTUBaH M cTabwiaH y cBOM ¢ochopriimcaHoM OOJMKY. AKTUBHH P53
MPOTEUH TMOJCTHYE BHjaOMIHOCT hennje ToKpeTameM helujcKor IUKIyca, PETYIHIIe
penaparujy DNK moutekyna u uaaykyje ayrodarujy. ¥V ycnouma omrehema monekyna DNK
pu KojuMma pemnapanja Huje Moryha, P53 mpoTemH WMa NpO-almoNTOTHUYHY VYIOTY H
ycMepaBa henmjy Ka akTUBUpPamy arornrto3e, JOK ayrodarwja mma yjiory ajlTepHATHBHOT

MeXaHH3Ma 3a yKiamame omrehennx henuja (35).

1.1.1. Y4ecTanocT kaHuepa

KapuuHoMu mpencTaBibajy TJIaBHH Y3pOK CMPTH Yy TOMYNAlMjd IIUPOM CBETa, HAKO
[Momaum Hammownamnor Llentpa 3a 3apaBctBeny Cratuctuky y CjenIumeHUM AMEPHUKUM
Jlp>xaBaMa HM3BEIITaBajy HEMpPEKUJaH IMaj CTOME CMPTHOCTHU OJ KapIHHOMAa Yy MEPUOAY O
1991. no 2017. romuue (43). Mehyrtum, mag CTome CMPTHOCTH Y TIOMEHYTOM IEPUOIY
UCNUTHBaH je mnpahemeM YKYyIHE CTOMe CMPTHOCTH 3a 4YETHpPU HajydyecTalidja THUIa
KapiuHoMa (KapuuHOM IuTyha, KOJIOHa, JOjK€ W TpocTaTe), MpPH 4YeMy je Taa CTome

CMPTHOCTH 3a0eexeH jCI[I/IHO 3a KapuuHOM nnyha AOK KOJI OCTajJla TpH KapunuHoOMa Yy
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nepuoxy on 2008. mo 2017. romuHe HUje 3a0enexeH 3HadajaH Hampenak. llomamu
Hammonamuor Llentpa 3a 3npaBctBeny Craructuky npensuhajy y 2020. roguau npeko 1,5
MUJIMOHA HOBHX MaljeHara 00oJenux oJ kapiuaoma u npeko 500,000 cMpTHHX ucxoaa y
Cjenumenum Amepuukum [Ipxapama (43).

Y Cpbuju ox 1999. mo 2009. rogmue 3a0enexeHa je HAJBHINA CTOMA CMPTHOCTH OJT
kaHiepa y EBporm u yerBpra HajBeha cTtoma cMpTHOCTH y cBety. Mehytum, y mepuoay on
2009. romuHe croma CMpTHOCTH oJ KaHmepa y CpOuju Owna je cmameHa 3a oko 0,9%
rojuinme a U gasbe CpOuja 3ay3uMa HCTY IMO3HIM]y Kao 4YeTBpTa 3emMJba ca HajBehoM
CTOTIOM CMPTHOCTH OJ] KaHIiepa y cetry (44).

Hajpehu mopact wuHIMIEHIIE W MOpTAIHTETa KOJA Mylike mnomynanuje y Cpouju y
nepuoay ox 2011. go 2015. ronune 3adenexeH je 3a kaniep mwiyha (31%), xomona (13%) u
npoctate (8,4%), 1ok je HajBehu mopacT MHIMACHIIE U MOPTAIMTETA KOJI )KEHCKE TOITyJIalln]je
y CpOuju 3abenexer 3a kannep aojke (18,3%), mayha (15,4%), konona (11,5%) u nuepBuxca
(4,9%) (44,45).

C o63upom Ha To na Hammonamnu llentap 3a 3apaBctBeny CratucTuKy TpeaBubha y
2030-0j ronuaun moehan Opoj 00o0NENUX O]l MAIMTHHUTETa Yy CBETYy Ha 23,6 MUIMOHA H
noBehan Opoj mpeMuHYIMX Ha 13 MUJIHMOHA TOIUIIEE, HEOMXOIHO je MpoHahu epukacHHje
HaYMHE 3a MPABOBPEMEHO THjarHOCTHKOBAmE U €(PUKACHO JICUCHhe MaJTUTHUX TyMopa (46).

VYcnen nosehane yuyectanoctu kanmepa y CpOuju, 1iujb OBOT UCTpaKUBama OWO je Ja ce
o0OyxBaTe KapIMHOMH Pa3IMYMTHX TKHUBA: IIEPBHUKCA, KOJIOHA M JIOjKE, YHja j& Y4EeCTaIOCT Y
Cpouju mosehana. OO3upoM 1@ KaHIeporeHe henmje wuMajy CIOCOOHOCT HHXUOHIIU]E
nmporpamupane henujcke CMpTH, IITO pe3yiryje nposmdepannjoM HEOIIaCTHYHHX hemnuja,
Hampeaak y Jeuemy KapIMHOMa YCMEpPEH je Ka pa3Bojy HOBHUX CYIICTAHIU KOje WHAYKY]Y

nporpaMupany heiamjcky cMpT UCKJbYYHBO KaHIIeporeHux henwuja.

1.2. Ilporpamupana heamjcka cMpT

Tepmun ,Jiporpamupana henujcka cMpT® NpencTaBjba CTPOrO PETYIHCaH MpoIiec
cMpTH henuje KOju je KOHTPOJMCAH OJ1 CTpaHe BaHNeNUjCKUX U yHYTaphelaujCcKHX CUTHaja.
KonTponucan mporec cMptu henuja uMa 3Ha4yajHy yjaory y pa3Bojy, OJlp’KaBamby XOMEocTase
TKHBA, Heotutasuju u aereneparuju (47-50). Tporec mporpamupane henujcke CcMpTH TIPBH je
youno Walther Flamming kpajem 19. Beka u onucao ra kao o0JHK crioHTaHe henujcke cMpTH
KOjH Cce pasiuKyje o apyrux oosnuka hemmjcke cmptu (51). OBaj 00aMK crioHTaHe henujcke

cmptr 1972. ronuae Kerr u capagHuny cy onucaiy Kao anontosy (52).
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AmonTo3a ce OJ/iBHja TOKOM pa3Boja, XOMEOCTa3e, CTapema Kao U 0J0paMOcHH
MEXaHH3aM TOMYT MMYHCKHX peakiuja win peakuuja npu omrehemy hemuja (53,54).
ATOonTO3a MpeICTaBIha EHEPreTCKU 3aBUCAH MPOIEC KOjJH MOApa3yMeBa aKTHBHPAHE IUCTEHH
acrapThjI MpoTeas3a Koje ce Ha3MBajy Kacmasze (eHIJI. caspases; cystein-dependent aspartate-
specific proteases) (55). /lo 2000. rogune mporiec anonTo3e 01O je moucropehen ca mojMom
nporpamupane henmjcke cMpTy, Mel)yTUM HOBHja HCTpaKMBama Cy MOKa3ayia Jia mocroje He-
armoNTOTHYHU OOJUIM TporpaMupane hemujcke cMpTH, Kao MTO cy ayTodaruja, HEKpomnTo3a
u napanro3a (56).

Aytodaruja je mporec nporpamupane henmjcke CMpTH KOjU MOKe OUTH UHIYKOBaH y
CBUM €yKapHOTCKMM henmujamMa M TpeAcTaBjba Mpollec JUHAMHUYKOT mpeypehuBama,
penuKiInpama CcyOuenyaapHux MeMmOpaHa, M[HTOINIa3ME H  opraHeina, (opmupama
ayroarozoma koju ce y nu3zo3zomuma pasrpahyje. Ilpomec ayrodaruje je eHepreTcku
3aBHCaH TpOIEC KOjU 3aBHCH OJI KOHTHHYHpaHE CHHTE3€ MPOTEHMHAa W HE 3aBHCH O]l
akTHBHOCTH Kacmasa (57,58).

Hekponro3a (3anmasbeHcka henmujcka cMpT) mpeacTaBiba MPOIEC KOHTPOJIWCAHE WITH
IporpaMupaHe HEKpo3e KOjU Ce MHAYKYje UCTUM CHUTHAJMMa Kao W alomnTo3a, ajld Ce jaBJba
HCKJBYYMBO Y YCJIOBHMMA IPH KOJUMa j€ amomnTo3a TEHETCKH WM XEMH]CKHM WHXHOWpaHa
(56,59). Ilpema oBOMe, amoONTOTCKA M HEKPONTOTCKM MEXaHM3MH MOTY OOyXBaTaTH
3ajeIHNYKE CUTHAJTHE MOJICKYJe TOIyT aKTUBAaTOpa MM MHXHOMTOPAa MEXaHU3Ma JICTIOBamba.
Hekonuko penenitopa cmptH, kKao mro ¢y Fas u TNFR penentopu, ocum anonrose HHAYKY]y
u HekponrTo3y. [lporec HeKponTo3e NpeacTaB/ba BUPYCHU 00paMOeHN MEXaHW3aM KOjH He
3aBHCH O] Kacma3da M KOju y TIPUCYCTBY HHXMOWTOpa BHPYCHE Kacma3e OrpaHHyaBa
pemukaiujy supyca (60,61).

Sperandio u capaguuin 2000. rogune (62) onmucanu Cy jemaH aaTepHATHBHU OOJIUK
nporpamuipaHe henmjcke cMpTH KOju ce Ha3uBa napanTosa. [lapanrto3a ce MOp(OJIOUIKU U
OMOXEMUJCKH pa3IMKyje OJ1 arlolNTo3e, He3aBHCHA je O] HHXHOMTOpA Kacma3e U aKTHBHpa Ce
aNTepPHATUBHUM IIyTE€M aKTHBHpama Kacmase-9 Koju je HesaBucaH oj mpotenHa Apaf-1.
[TapanTo3a ce HHAYKYje TOKOM pa3Boja, y TPAHCTEHUM MOJIeTMMa XaHTUHITOHOBE 00JIeCTH U

aMHuOTPO(DUYHO] JTaTepaHoj ckiieposu (63—65).

1.2.1. Anonrto3a

[Iponec amonTo3e KapakTepHIly pazauuuTe Mopdosomike npoMmene henuje npahene

cy3bujameM opranena, ¢parmentaimjom DNK wmonekyna, OyOpemem 1uazmaneMe U
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MUKHO30M KOja TPEJICTaBJba Haj3HAYajHU]y MOP(OJIOMIKY KapaKTEPUCTUKY ANONTOTUYHE
henmje. Hactane mopdosomike npoMeHe MmociaeInvyHo JA0BoJie 10 ¢parMenTanyje henuje Ha
Mame JICNIOBE KOJU CYy OKPYKCHM MEeMOpaHOM M HacTaHKa—anonToTckux tena (61,66).
ATIONITOTCKA TeNa ce yKIamajy (aromuTo3oM OJf CTpaHe Makpodara, MapeHXUMCKHX WA
HEOIUTACTUYHUX henuja u jAerpaaupajy ce yHyrap ¢darommzozoma. OBHM HAYHHOM
Jerpajaiije amnonTOTCKUX Teina oOHeMmoryheHo je ocrnoOahame WHUXOBOr caapkaja y
WHTEPCTHLMJCKO TKUBO. Darommro3oM amomnTOTCKHX Tela Jojla3d 10 WHXUOHIHje
CeKyH/apHe HEKPO3€ U OJICYCTBA MPOAYKIH]je aHTH-HH(pIaMaTOpHUX IuTOKKUHA (67).

[Topen MopdoJiomKUX MpOMEHa, aronTo3y KapakTepHIlny ojpeheHe Onoxemujcke
npomeHe henuje kKoje moapazymeBajy eKcTepHanu3aiujy gocaTuauicepuia U akTUBUPAHE
Kacrasa ITo pe3yaryje ociaobahamem henujckux komrnoneHTH u ju3e henuja (68,69).

Hapymiena perynamuja hemmjcke cMpTH MOXE JOBECTH 10 pa3Boja pazIUIUTHX
o0oJbea Kao IMMTO Cy  KaHlep, CHHAPOM  ayTOMMYyHCKe  jaedwuiujeHmuje,
HeypoJiereHepaTuBHUX OosiecTr kao mTo cy [lapkuuconosa (70,71), AnuxajmepoBa (72) u
XaHTHHTTOHOBAa 0OJIECT, Ka0 M pa3Boja amuoTpoduuHe naTepanHe ckiaepose (73-75).
[TomenyTa marojomnika cTamkba MOTy OMTH TMOCJIeINIIa Cy30Hjama mpolieca arnonTo3e (KaHiep)
WIH TIaK MOTY HACTaTH Kao pe3yiTaT NMpPeKOMEpHE aKTHUBAaIlMje amonTto3e (ayTOMMYHCKE,
HEypOJeTeHepaTUBHE O0JIECTH U HCXEMU]A).

Tokxom kaHIeporeHese, kaHieporeHe hemmje caapxke OpojHE MOJEKYJICKE MEXaHH3ME
KOjU JIOBOJIE JI0 Cy30Wjama IIpolleca armomnrto3e. Tako, jellaH oOJi MPBHX M Hajjaunx
oa0paMOCHMX MeXaHHh3aMa KOJUM TYMOpPCKe henuje CTHYy OTIOPHOCT Ha amomnTo3y je
noBehaHa ekcrpecHja aHTH-allONTOTHYHHMX IPOTEMHA, Kao mTo je BcCl-2 wmum cmameHa
EKCIpeCcHja Mpo-aronTOTHYHUX POTEHHA, Kao mTo je Bax.

Excnpecujy Bcl-2 u Bax-a perysuiie p53 TymMop cympecopcku reH KOju MpeIcTaBba
Hajuenhn MyTUpaHH T€H y XyMaHoj KaHieporenesu (76). Takohe, p53 Tymop cympecopcku
reH perynuiire hemujcku mUKIyc (OJHOCHO 3aycTaBiba hemujcku mukinyce y G1/S dasu y
peryianrMoHoj Tauku 3a npeno3HaBame omrehenor DNK monekyna), aktuBupa npoTenHe 3a

penapaunjy DNK monexyna u yBonu henujy y anonto3y ykoiauko Huje Moryha pemnapariuja
DNK wmonekyna (77,78).

1.2.1.1. Kacnaze

Bbpojuu ¢u3nonomku M matogomku (akTOpH HMHAYKY]Y MpPOLEC aronTo3e IyTeM

aKTHBHUpama Kacrmasza. Kacmasze mnpenctaBibajy Tpyny CHEHU(PUUHUX LUCTEUH acHapTHII
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mpoTeasa 4HWja je TJIaBHA yiora WHUIMjalMja W er3ekymnuja mporeca amonrtose. OBe
crenuduIHe TpoTea3e MPEICTaBbajy €HAOIMENTHIA3e KOje Cy JIOKATU30BaHE Y LUTOCOTY
henuje W YMjU IUCTEMHCKH OOYHM JIaHAIl BPIIM KATATUTHYKO PACKHIAmke MENTHIHUX Be3a
CyICTpaTa KOjH CaJipyKe acraparnHCKy aMUHOKUCEIIMHCKY CEKBEHILY.

Kacnaze ce cunrernmy y henmjama y HEakTHBHOM WM 3UMOT€HOM OOJIMKY KOjH je
Mo3HAT MOJ Ha3uBOM mpo-kacmaza (79-81). Ilpo-kacmase caapyke detupu gomena: NH2-
TEPMUHAJIHA MPOJOMEH uYHWja Cce JAY)KHHA aMUHOKHUCEIMHCKOI OCTaTka paslikKyje Y
3aBHCHOCTH O] Kacrase; BelHuKe CyOjemunuiie ayxune oa oko 20 kuiogantona (kDa); mane
cyo0jenunuuiie ayxxune ox oko 10 kDa; u perrona koju nmosesyje Maiy U BEIUKY CyOjeMHUILY,
MpU YeMy HEKe Kacrmase He caJipikKe OBaj Be3yjyhu permoH.

AKTHBHpame Kacnasa MmoJipazyMeBa MpOTEOTUTHYKO PACKUIAE MENTUIHUX Be3a KOje
pe3ynTyje pas3aBajarkeM BEIUKEe M Majie cyOjenuuuie y3 (Gopmupame XeTepoTeTpaMepHOr
KOMILTEKCA KOjH Ce CacTOjH O] IBE BENIMKE U JiBe Maje cyojeaunuie (82,83).

Kacmaze ce pasnukyjy mo ayxuaun NH2-TepMHHATHOT TTPOJOMEHA KOjU MOXKE OUTH
nyxu wim kpahu. yxn NH2-TepMuHamHu IpoIOMEH cafp K PEervoH KOjU je HEOIXO0/IaH 3a
BE3MBamE aalTepPHUX MOJIEKYIa Kao mrto ¢y goMeH edpekropa cmptu (DED — death effector
domains) u nomen perpyroBama kacmaza (CARD — caspase recruitment domains) (Ciuka 2)
(84). TIpomec akTHBHpama Kacasa ocTBapyje ce XuapohoOHUM nHTepakijama myrem DED-

DED xonrtakta wim enexkrpoctaTuykuM uHTepakiujama myreM CARD-CARD konTakta

(82,85,36).
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Cauka 2. Kacnaze (I[ucTerH acmnapTwil cnenuduuHe mpoTease) NpeacTaBibajy crernupuiHe

MpoTea3e Koje BPIIE KATAIUTHUYKO pas3jiaramke CYINCcTpaTa KOju CaJApKH aMHHOKUCEITHHCKH
OCTaTak achaparmHcke kucenuHe. Kacmase Koje ydecTByjy y amonTo3d O3HAa4yeHE CYy
peBeHOM OojoMm (edekTopHe Kacmasze) W JbyOmdacToM O0joM (MHHUIMjaTOpHE Kacmase).
[Tonoskaj packuiama MENTUIAHUX Be3a M pa3jiBajamba Kaclas3a Ha BEIUKY U Majly CyOjeTUHHITY

o0elleXKeH je BEIMKOM CTPENUIOM, JIOK Cy OCTalHd PECTPUKLUOHU TOJIOXKAjU O0O0eNneKeHU
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MamuM cTpenuuama. CBe Kacmase calp)ke 4YeTHpH IeTJbe Koje (OopMHUpajy KaTaTUTHYKU
npoctop 1 o3Hadene cy ca L1, L2, L3 u L4 , nox je KaraJuTHYKH IUCTEUHCKH OCTaTaK

O3HaYeH IPBCHOM JIMHUJjOM Ha moueTKy L2 nerswe (85).

Ha ocHoBy cBoje pyHKIMje Kacma3e ce MOTY IO/ICIUTH Ha JIBE OCHOBHE I'pyIIe:

- NudnamatopHe kacmase — Koje yd4ecTBYjy y Tpollecy HHQIIaMaluje, OIHOCHO
aKTUBHpamy UTOKUHA (Kacmaze -1, -4, -5, -11,-12, -13 u-14) u

- AnonToTcke Kacmase — Koje yU4ecTBYjy y Ipoliecy aronTo3e (kacmnasa -2, -3, -6, -7,
-8, -9, u -10) (Cnuka 2).

Kacmnaze koje ydecTByjy y mpoliecy arnonro3e MOTy ce MOJEIUTH Ha WHUIMJaTOpHE
Kacrase (kacmaze-2, -8, -9, u -10) u erzekyropcke (edeKkTopHe) WM M3BPIIMIAYKE Kacras3e
(kacmaze-3, -6 u -7).

Y CBOM HEaKTHBHOM, 3MMOT€HOM OOJHKY, WHUIIMjaTOpHE Kacla3e Cy HEaKTHBHHU
MOHOMEpH KOJU C€ aKTHBHpaJy XoMoaumepusamujoM. CBaka MHHUIM]jaTOpHA Kaclas3a HMMa
CBOjy aKkTHBAaIHMOHY Iardopmy, omHocHO pernoH Ha NH2-repMuHAIHOM TpO-TOMEHY 3a
KOjU Cce Be3yje aJanTepHH MoJeKyl. Tako, mpo-kacmaza-8 w/winm -10 caapxu momMeH
edekropa cmptu (DED) xojum ce Besyjy 3a cBoj agantepcku mosekyn FADD n/mmm TRADD
koju Takohe campxku DED umme nmonmasm 10 muXOoBe onMromMepusanvje M aKTUBHpama y
kacma3y-8 u/unu -10. [Ipo-kacnaze-2 u -9 cagpke nomeH CARD mnipeko kora ce Bp>KH BbUXOBa
IMMepH3alrja U akTuBupame (86,87).

EdexTopHe kacmaze y 3MMOTeHOM OOJIMKY MPE/CTaBIbajy HEAKTHBHE XOMOIUMEPE 3a
YHjy Cy aKTHBAIM]y HEOINXOJHE aKTHMBHE WHUIIMjaTOPHE Kaclasze, Kao ITO Cy Kacmasza-8
w/wm -9. MHunmjatopHa Kacmasa BpIIM TPOTEOJIMTHYKO PACKUIAEkE MENTHIHE BeE3e
HEaKTHBHE Er3eKyTOpHE Kaclase IMpU YeMy je JIeIM Ha BEIUKY U Mally CyOjeIuHUILY
omoryhaBajyhu koH(opmannoHe mpoMeHe U BEHO aKTUBHpame. MHumujaropHa kacmnasa je
HEOITXO/IHA 32 aKTUBUPAKE MPBE Er3eKyTOPHE Kacmase y Mpollecy Kacma3He Kackaje, JIOK ce
OCTaJie er3eKyTOpHE Kacra3e aKTHBUPAjy ayTOMPOTEOIM30M HIIM OTPAaHUYCHOM MPOTEOIH30M
(82,88).

AKTHBHOCT Kacrasa IpeJICTaBJba PEryJMcaH MpolLec y IMJbY OJAp)KaBama henujcke
xomeocrase. CMambeHa aKTUBHOCT alONTOTCKUX Kaclasza JIOBOJM /0 HeajaekBaTHe henujcke
CMPTH LITO pe3ylTyje pa3BojeM KaHLEpOreHese, JOK MPEeKOMEPHa aKTUBHOCT OBUX IpoOTeasa
JOBOAM JI0 pa3Boja HeypojereHepatuBHuX Oojectu. Takole, cmameHa aKTUBHOCT
nH(IaMaTOPHUX Kacma3a MOXKE Y3pOKOBaTH Belly CKIOHOCT Ka WMHQEKIHjU, JIOK HUXOBa

IIPeKOMEpHa aKTHUBHOCT MOXKE y3pokoBaTu mnoBehany wuH¢pmamanujy. Mako je akTUBHOCT
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Kacmasza oJl KJbyYHOT 3Hauaja 3a pa3Boj KaHLEPOTeHe3e y XyMaHMM TyMOPCKHMM hernmjama
HUje YecTa MyTalija reHa KOju KOJIMpajy CUHTe3y Kacrasa.

Pesynratn OpojHMX HCTpakMBama Cy IIOKa3aJd Ja WHAKTUBUPABE TOjeIUHUX
Kacmasza 4ecTo HHje JOBOJHHO J]a CE CIIPEeUuH KacmasHa Kackaja WM J1a e MEeXaHU3aM ycMepu
Ha aJITepPHATUBHU HE-aloONTOTHYHH MexaHu3am hemnujcke cmprtu (89-94).

[Iponec amonTo3e MOTy MHIYKOBAaTH PA3IUYUTH CIIOJbAIIGU M YHYTPAIIbU areHCH.
Crnospanimy areHcw Mory OuTH (QU3WYKH (3padere, (GU3WYKE TpayMe M XEMOTEPAIlHjCKU
JIeKOBU) ¥ MH(EKTUBHU (BUPYCH U OaKTepuje), 10K y YHyTpallllkhe areHce yopajamo abnanuje
TPOGUIHOT XOPMOHA, JICUCHE TIIYKOKOPTHKOUIMMA WIIH 0JICYCTBO (hakTopa pacta (95-99).

MexaHm3aM arornro3e IMoJpa3yMeBa JBa OCHOBHA aKTHUBAI[MOHA ITyTa: CIIOJhAIIHU
aroNTOTCKM MyT (TOCPEACTBOM pelentTopa CMpTH) M YHYTpallkbh (MUTOXOHIPUjATHH)

AIIONTOTCKH ITYT.

1.2.1.2. Cnompawiru anonmomcku nym

Crospamisbi - amoNTOTCKH YT HMHAYKYjE C€ BE3MBAmbEM JIMTaHAa 3a oAroBapajyhu
penenTop CMpTH KOJjU je HWHKOpmopupaH y hemujcky MemOpany (Crnuka  3).
TpancmMeMOpaHCKU PELenTOPU CMPTH KOjU Cy HaJBHINE MPOYYaBaHU TPHUIIAIAJy TMOPOIUALIN
nporerHa (aktopa Hekpoze Tymopa, TNF (Tumor Necrosis Factor), xkao mto cy TNF-
R1/CD120/DR1; Fas/CD95/Apol/DR2; TRAMP/Apo3/Wsl1/DR3; TRAIL-R1/DR4; TRAIL-
R2/DR5 u DR6 (100).

Jluranau mpencTaBsbajy TpaHCMeMOpaHCKe MpoTenHe ca N-TepMHHATHHM JOMEHOM
KOjU je OpHjeHTHCaH Ka BaHhemujckoM mpoctopy U C-TepMHHAIHMM JTOMEHOM KOJU je
OpHUJjEHTHCAH Ka YHyTaphennjckoM mpocTopy.

C-TepMuHaIHM JOMEH JIMTaHJIa caapKu odyBaHy TNF XoMoJorujy ca JOMEHOM KOju
ce Be3yje 3a peuentope cMpTi. CBY MOMEHYTH PEUENTOPA CMPTU KOJH TPUTIAIAjy TTOPOIUIIN
TNF uurokunckux peuenrtopa caapxke gomeH cmptu (DD, 80 aMuHOKMCENMHCKHX jeAMHULIA)
KOjJU je JIOKJIN30BaH y mutocony henuje. HakoH BesuBama Juranja 3a peLenTtop CMpTu
noasu 10 aktuBupama DD u BesuBama agantepHor nporenda FADD (Fas Associated Death
Domain) 3a koju ce Be3yjy MHHLHUjaTOpHE Tpo-Kacnasze-8 (wim 10), mpu dyemy ce Gpopmupa
curnaaau komiuieke DISC (Death Inducing Signaling Complex) (101,102). DISC curnanau
KOMIUIEKC, KOju caapxu agantepau npotrenH FADD u npo-kacnasy-8, CyKIECUBHO pe3yaTyje
aKTHBAIMjOM Kacrmaze-8. AKTHMBHA Kaclaza-8 MPOTEOJIMTHUKUM pPaKUIalkeM IENTHIHE Be3e

aKTHBHpA Tpo-Kacama3y-3 Ha aKTHBHY Kacra3dy-3 WIM aKkTUBHpa Npo-anontotnynu Bid

12



MPOTEHH KOju popMHpa mope Ha MeMOpaHu MUTOXOHIpHja Koja ocnobalha nHTpameMOpaHcKe
MPOTEHHE y LUTOCOJ hemuje, MITO AOBOAM 0 Kacma3zHe KacKa/le M aKTUBUpPama €PeKTOpHE
kacnase-3 (101,103,104).

CamuM THM Kacrasa-8 mpejcraBba PECTPUKIMOHY TauKy HpeKIanama CIOJbalIber 1
MUTOXO/IPHJaJTHOT alONTOTCKOT ITyTa, TJe MPOIIEC arlonTo3¢ MOKE HACTABUTHU Ja Ce OJBHja Y
UTOCOIy henuje myrem 3ao0Miakea MHUTOXOJpHja MJIM MOXKE NpPEKOo akThBupama Bid

IMPOTCHH HACTABUTH Ja CC O):[BI/Ija MI/ITOXOHI[pI/IjaJ'IHI/IM AIIONTOTCKUM ITIYTCM.

VuyTpaimu myT ' Crosbauimu nyTt '

. Jlurana (anp. TRAIL)
u Penenrrop cmptu (Hnp. DRS)

PP9RT ‘AsasRRRatsnanl ARSRRRRRRRS
30003830800333308003EGAA] J08ad366E0S

“ IIpo-kacnaza-3

— . — m Kacnasa-3
Kacnaza-9 @

»

Anonrozom

Anom'osav‘
_
T

Cauka 3. Cpnospalimy  anonNTOTCKM IIyT NPEKO pelentopa CMpPTH U YHYTpalllbH

(MUTOXO/IpHjATTHH) alIONTOTCKH MyT KOju moapazymeBa ynory Bcl-2 rpymne nporeuna (105).

1.2.1.3. Mumoxouopujannu anonmomcku nym

MHUTOXOHAPHjaITHU aloONTOTCKM IyT MOXe OWTH aKTUBHUPAaH BEIUMKUM OpojeM
€r30reHruX M €HJOTeHUX CTUMylyca kao mro cy omreheme DNK Monekyna, okcunaTuBHU

CTpec, 3paueihe U JIeuemhe MUTOTOKCHYHUM JiekoBuMa (Cruka 3) (105).
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Bcl-2 rpyna mporenHa uWMma KJbY4HY YIOTY Y aKTHBHpamy MHTOXOHIPHjAITHOT
armoMNTOTCKOT IyTa. MUTOXOHJpPUjaTHU alONTOTCKM MYyT aKTUBHpAa Ce€ Kao Mocieauia
CMambCHE CKCIIPEeCHje aHTU-AONTOTUYHUX TporerHa (Ha mnpumep Bcl-2 mporeuna) wu
noBehaHne ekcrpecHje Mpo-armoNTOTHYHUX NpoTerHa ( Ha mpuMep Bax mportewna). Ycnen
TOra, Ha OCHOBY yJioTe y npoiiecy anonto3e Bcl-2 rpyma npoTenna nenmu ce Ha Tpu HOArpyme
(Cnuka 4):

- antu-anonrornune nporteune (Bcl-xl, Bcl-2, Mcl-1, Bcl-w, Bfl-1) koju campxe
getupu xomoJiora gomena (BH — BH1, BH2, BH3 nu BH4) u uaxubupajy mpoiec anonrose;

- TPO-amoNTOTHYHE TPOTEWHH KOju canpke Tpu BH momena (y3 oxcyctBo BH4
nomena) kao mro cy Bax, Bak u Bok, koju ce Ha3uBajy edeKTopcku npoTenHu u Gopmupajy
Mope Ha CII0JhAIIh0j MEMOpaHH MUTOXOH/IPH]ja IITO JJOBOJAW JIO0 OcioOahama amonToTHIHIX
MOJIEKYJIa, Kao IITO je€ LUTOXPOM C;

¥ TIPO-aIoNTOTHYHE MPOTEHHE KOju canapke camo BH3 nomen (koju ce Ha3mBajy

uHUIMjaTopHHU poternn, Bim, Bid, Puma, Noxa, Bad, Bmf, Hrk) (86,106).

A AHTH-ANIONTOTHYHA kDA B
B2 B B B B N 26

Bel-xl y ™ 4 26
Bl AT ™/
Mot A T S i@ ™ 4 37

Bel2al

Bel-b

[Ipo-anonToTHyHu

Bax

Bak
Bok

BH3-only
Bik

Hrk

Bim

Bad

Bid —————llil— 21

Puma

Noxa

Bmf

Cmuka 4. Crpykrypa Bcl-2 rpyme mnporemHa Koju yd4ecTBYjy y aKTHBAIMjH

MHUTOXOHIpHUjaHOT armontoTckor myra. A) Tpu rpyne Bcl-2 nmporenHa: aHTH-anonToTHYHH
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ca yetupu BH nomena (BH1-BH4); npo-anontotnunu xoju He caapxe BH4 nomen; u mpo-
alonTOTUYHM  Koju  caiapxke camo BH3  nmomen (BH3-only). TM  mpexacrasiba
TpaHcMeMOpaHCKu JoMeH Bcl-2 rpyme mporenHa mpeko KOr ce ocTBapyje KOHTAaKT ca
croJpalmboM MeMOpanoMm mutoxoHapuja. b) Crpykrypa npo-anontoruaHor Bax mporemHa
Koju (popMupa mope Ha CHoJbalIkb0j MEMOpPAaHH MUTOXOHPH]ja, T/Ie IIPBEHU KPYT NPEACTaBIba

MECTO Be3MBama 3a Mnpo-arnontorudnu Bim nporeunn (86,107).

Wurepakiuja uzmely Bel-2 rpyne npotenna y musby peryiancama MUTOXOHIPHJATHOT
aroOINTOTCKOT TyTa MOKE CE BPIIUTH ITyTEM JIBa MEXaHH3Ma.

[IpBu MexaHHM3aM TIPEICTaB/ba WHAMPEKTHO AKTHBUPAWKE IMPO-AMONTOTHIHHX
npoterHa Bax-a u Bak-a, rie ce nmpo-amonToTHYHA MPOTEHHH KOju caapxe camo BH3 nomen
kao 1mro cy Bad u Noxa Be3yjy 3a aHTH-allONITOTHYHE MTPOTEHHE MITO Pe3yiTyje ociaobahame
U akTUBUpame Bax-a u Bak-a.

Jlpyru MexaHW3aM TIpeicTaB/ba MOTYNHOCT IUPEKTHOT Be3WBama octamux BH3
nporerHa, kao mto cy Bim, Bid m Puma 3a Bak um Bax mro moBoau 10 mHHXOBE
omuromepusanuje (107). Bax u Bak mporewHm J0Kaqu30BaHH Cy y IMTOCONYy henmuje Ha
CIOJBAITH0] MUTOXOHAPHJATHO] MEMOpPAHH TIPU YEMY OJIATOMEPH3AIIMJOM TIOCTA]y aKTUBHU U
dbopmupajy mope Ha CrHojpalimko] MeMOpaHu MUTOXOHApUja. DopMmupameM Topa Ha
CIOJBAIIK0] MEeMOpaHU MHTOXOHJpHja ocliobahajy ce MHTpamMeMOpaHCKH MpOTeWHU Mehy
KOjUMa je Haj3HayajHuju IUTOXpoM C. Ocnobohenu mmuroxpom C y nurocony hemuje ca
neokcuaneHosuarpudocharom (dATP) dopmupa KOMIUIEKC KOjH aKTHBHpa aroNTOTCKY
npoteady (Apaf-1 — apoptotic protease activating factor 1) 3a koju ce Be3yje HHHIIHjATOpPHA
npo-kacmnasza-9.

OBako (opMHpaHN MYITUIIPOTEUMHCKH KOMILIEKC (KOjU C€ CacToju OJ LHUTOXpoMa C,
Apaf-1 u mpo-kacnaze-9) ce HasuBa amonto3oM. DyHKIMja AMONTO30Ma jECTE XHAPOIIH3a
anenosuntpudocdara (ATP) y muspy nobujama eHepruje 3a MpOTEOJUTHYKO AKTUBHPAHE
kacmaze-9 (108). Ilpo-kacmaza-9 je mpexo cBor CARD momena Bezana 3a Apaf-1 koju y
OJIHOCY Ha OcTajle MHMLMJATOpPHE Kaclas3e y TOKY aloITo3€ OCTaje Be3aH 3a aronTo30M U
3aJip>KaBa CBOjy KaTaTUTHUKYy aKTUBHOCT.

WNuunmjatopHa kacmaza-9 CyKIIeCMBHO aKTHUBHpa (cede) Mpo-Kacmazy-3 uYuMme ce
aKTUBHpa €r3eKyTopHa Kacmasa-3, MITO MpeAcTaB/ba KOHAUHY TAauyKy MHUTOXOHIPUJATHOT
amonrorckor myra (109,110). JemHoM akTMBMpaHa er3eKyropHa Kacrasa-3 Kacla3HOM
KacKaJioM aKTHUBHpa CBE OCTaJe er3eryropHe Kacmase (ayTONMpOTEOJMTHYKH Kacmasy-3 u

Kacrnasze-6 1 7) HaKOH yera mpolec anonro3e Huje Mmoryhe unxubuparu. [lokpenyra kacnazna
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Kackaja pe3ynryje MHOWITpupameM ePeKTOpHUX Kacmasza y jeapo henuje u pasrpaamom
CTPYKTYPHUX WM CUTHAJIHUX IMPOTEHHA, KA0 M MPOTCHHA KOJU PETYJIHINY PEILTUKAIN]y U
tpanckpurujy DNK monekyma. Kao kpajmu pesynarar gonasu no ¢parmentanuje DNK
MOJIEKyJIa CHJIOHYKJIea3aMa KOje BpIIE KaTaIUTUYKO PACKUIAe HYKIEMHCKHX KHCEIHHA Y
crpykrypu Mojekyina DNK (111-113).

VYiora aHTH-aNONTOTHYHUX MTPOTEHHA JeCTe Jla ce Be3yje 3a akTuBHE popme Bax-a u
Bak-a unme ce crnipedaBa mHX0Ba onmromepusaiyja. OBUM JETIOBAkbEM aHTH-AMONTOTHYHHX
MPOTEHHA HWHXHOMpa C€ MHTOXOHJpPHjAIHH amonToTcKu myT. Mehyrum, Bcl-2 rpyma
nmpoTenHa Koja caapxku camo BH3 momeH Besyje ce 3a aHTH-allONTOTHYHE TPOTCHHE H
oHemoryhaBa HWHXOBO Be3uMBame 3a Bax u Bak umme ce akTuBHpa MHTOXOHAPHjATHU
anornrrotcku myt (Cnmka 5). [Ipema Tome, akTUBHpame WM WHXHOUPAKE Tpolieca aromnTo3e
3aBHCH O] TOTa Jla JIU je y mHuTocoiy henmuje paBHOTeXa MmomepeHa y cmepy nosehane

eKCTIpEeCHje MPO-arONTOTHYHUX WIIM aHTH-AIIONTOTHYHHX POTEHHA.

Bax Bel-xl

\_J
1
}

@

MATPURE

NTOXOHIpHU]E

Camka 5. Y Manurao HeusmemeHuM hennjama Bax u Bel-x| mpotennu nokanuszoBanu cy y

UTOCONy henuje M TpaHCIOUpajy ce Ha CHOJbAllllhy MEMOpPaHy MUTOXOHJpHjA TAE 0JIa3u
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710 HbUXOBE TUMEpH3aIlHje U TPAHCIOKAIMje OBOT quMepa y nurocol henuje. 3a oBaj mporec
HeomnxoHa je pocrynHocT BH3 nomena Bax-a. JlenoBame amontoTckor CTUMYyNyca JOBOAU
WIK JI0 KaTaJUTUYKOT PAaCKUama OBOI JMMeEpa O] CTpaHE MPO-aloNTOTUYHUX MPOTEHHA
(BH3-only) unu mo muxoBor BesuBama 3a ciobogau Bcl-XI mporenn mro y oba ciydaja
omoryhyje mocTymHOCT jgomMeHa Bax mporewHa u mcrtoBpeMeHO Onokupame aomena Bcl-xl
MpoTerHa 3a Koju 0u ce Be3ao Bax. OBako cinobonaH, oHOCHO akTUBHU Bax dhopmmupa mope
Ha CHOJhAIIF0] MEMOpaHU MHUTOXOHJApHja W omoryhyje ociobahame Mpo-anonTOTHYHHUX

MOJIeKyJia Kao mTo je ruroxpom C (107).

Henmocrarak rena koju koaupa cuHTe3y edekropHux nporeuna (Bax-a u Bak-a) y
henujama A0BOJIM J10 3HATHE OTHOPHOCTH henuja Ha anonTo3y. Pe3ynraTtu ucrpaxuBama Koje
cy Bpmmu Lindsten u capagauim (114) mokasanu Cy Ja MHUIIEBH KOjU Cy JAeQUIIMTApHU
edeKTOpHUM MpoTenHuMa uMajy mnosehan Opoj MujenongHUX U JUMPOUAHMX henuja 1TO
JOBOJM 710 yBehama clie3MHe M JIUMHHUX YBOpOBa U MHPUITpauuje aumdonuTa y nepudepre
oprate. JlumpouuT MuIleBa Koju cy neduiurapau nporenanMa Bax u Bak cy otmopuu Ha
aKTUBATOPE MUTOXOHIPUJATHOT aMONTOTCKOT MyTa, YKJbYy4yjyhn CMmameme IMTOKHHA,
€TOTO3U/Ia U 3payeHe.

Bcl-2 mnporenHn mpeacraBsba MPBH  4iIaH TMOATPYIE aHTH-amonToTHYHHX Bcl-2
npoteuHa. [Ipekomepna cuHTe3a Bcl-2 mporenHa [oBogu 10  HEKOHTPOJIMCAHE
nposmdepanuje henmuja u kaHmeporeHese, a Ttakohe omoryhaBa omncranak hemuja 06e3
henujcke mponmdepanuje. IIpBa mcTpakuBama Koja ommcyjy yinory Bcl-2 mporeuna y
aronTo3M BpIleHa Cy Ha MuluMm mozaenuma. C TUM y Be3H, mpekomepHa cuHTe3a Bcl-2
MPOTEHHA KOJI MUIIEBA IOBOJHU JI0 ayTOMMYHOCTH, JOK OJICYCTBO I'eéHa KOJU KOJIUpa CUHTE3Y
Bcl-2 nporenna moBoau 1o Behe censuTHBHOCTH henuja Ha amoMTOTHYHE CTUMYIYCE
(115,116).

JIpyru aHTH-alONTOTHYHK TPOTEHH KOjU mpumnaaa moarpymu Bcl-2 mpotenna, Mcl-1
MPOTEHH, UMa 3HaYajHy YJIOTY YIIOTY y pErylaluju arnonTo3e, Mpu 4eMy HberoBa mpeKkoMepHa
CHHTE3a JIONPUHOCH KAHLEPOTE€HE3d U PE3UCTEHTHOCTH Ha OpojHE aHTHKaHIEpOreHe
Tepaneytuke. Hemocrarak reHa koju koaupa cuHTedy Mcl-1 mporenna moBomu 10
UHCY(HIHUJEHIMje KOCHE CPXKH U CMamema Opoja xemaronoerckux matnynux henuja (HSC)
KOJl MUIIIEBA LITO JOBOJM JO CMPTHOT HCXOJa y MEPUOAY OJ HEKOJIUKo Henmesba (117).
Takohe, Mcl-1 nporenn numa KJby4dHy YIIOTY Yy OAp>KaBaky UMyHOCynpecuBHuX 7 henuja npu
YeMy OJICYCTBO OBOI' MpPOTEMHA KOJ EKCIEPUMEHTAJIHMX MHUILEBA pPEe3ylTyje T'yOHMTKOM

Te)KUHE, HH(IIaMaTOpPHUM TIpoliecuMa U cMphy y mepuoay on 4 1o 8 Henespa (118).
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Ocranm antu-anontotnyHu Bcl-2 mporenmHn cy mame 3HayajHU y XOMEOCTas3d y
omHocy Ha Bcl-2 u Mcl-1 nporeune. Tako, Bcl-xI uma munumanan yrunaj Ha oncraHak 7T
henmja nmum¢onmTa, OJHOCHO CMameHa EKCIpPEecHja OBOT MPOTEHHA PE3YNTYje CMAambCHEM
IYIUIO TIO3UTUBHUX THMOIIMTAa QM HE JOBOAM OO 3HAYajHOT CMamema MNepu(epHux
mumdonuta. [ToBehana excrnpecuja Bfl-1 mporenna mpucyTHa je KOJ HEKOJIHKO THIIOBA
XyMaHHX KapUUHOMa YKJbY4yjyhn W XpOHHWYHY IJUMQOLUMTHY JIEYyKEeMH]y, ald HHUje
3a0erexeHa 3HaYajHa OTIOPHOCT Ha anonToTcke crumynyce (119,120).

AKTHBHOCT TIPO-aroNTOTHYHHX TPOTENHA KOjU cajapke camo BH3 momen perymucana
je Ha paznuuuTe HauyuHe. AKTHUBHOCT mnporemHa Noxa u Puma perynucana je
TPAHCKPHIIIIMJOM TEHa KOJU peryjiume cuHTesy P53 mporewHa, mpu demy omteheme
moutekyiaa DNK pesyntyje moBehanom cuuTe30M oBUX mpoterHa. Bad ce nHakTHBHpa myTeM
CUTHAJIHOT  pementopa  ¢akropa pacta Koju  moapasymeBa  (ochopunammjy
aAMHHOKHCEITMHCKOT ocTatka cepuHa (Ser-136) Bad-a u onBajama 14-3-3 mporeuwHa.
Ocno6ohenu 14-3-3 mpotenn ce Besyje 3a Bad noBoaehu 1o nakumaane pochopunaruje Ser-
155 ocratka BH3 nomena Bad nporenna 4yume je oHemoryheHa merosa Mpo-armoNTOTHYHA
aKTHBHOCT OJHOCHO Be3uBame Bad-a 3a Bcl-2 nm Bel-xI mporen.

OcuM MoMeHyTHUX TPO-aroNTOTHYHUX MPOTEHnHA KOju caapxke camo BH3 nomen, osa
rpyma Mmpo-anonTOTHYHHUX MPOTEHHA YKJbydyje Bim mpoTenH Koju je Be3aH 3a MHKPOTYOyIie
u Bmf mporenn koju je Bezan 3a MukpoduiIaMeHTe NMpH 4YeMmy mopemehaj IUTOCKeneTa
y3poKyje moBehany excrpecujy oBux mporerna (121,122). IToehano nydeme hakropa pacta
crumyauine (ochopunaimjy Bim-a xoju je HeaktuBaH y (hochopHIHCaHOM OOIHKY, IOK
CMambeHO Jyderme (pakTopa pacta IOBOAM 10 moBehaHe excrpecuje OBOT MPO-aroNTOTUYHOT
npotenHa. Hemocrarak reHa koju koaupa cuute3y Bim-a moBoau g0 nmosehama TuMponaHux
u mujenouanux henuja, omrehema y pa3Bojy TUMOIMTA U 3HAuajHy OTHOPHOCT henuja Ha
pa3IuuuTe anonToTcKe crumyinyce (123).

OBoj rpynu Bcl-2 nmporenna (BH3-only) (Cauka 4) npunaga Bid mpoteun uuja je
CTPYKTypa CIMYHA AHTU-AMONTOTHYHUM IMPOTECHMHUMA M TPEACTaB/ba MPOTEHUH YKPIITAaHka
CHOJBAIIEr M YHYTpalllker MHUTOXOHIpHjaHOr myra. Kacmasza-8 koja ce akTuBupa
CIIOJBAIILMM AalONTOTCKUM IyTeM aktuBupa Bid y t-Bid (aktuBHa dopma Bid-a) koju nabe
ycMepaBa aromnTo3y MyTeM MHUTOXOHjApuja. AktuBHa (opma Bid-a, t-Bid mma moryhnocr
BE3MBamba 3a aHTH-anonToTHYHU BCl-2 mpoTenn ynme ra naxubupa, amu ce Takolhe Besyje 3a
npo-anontoTuuHu Bax umme ra akrtuBupa. Koj ekcniepMMEHTaJHUX MMIIEBA, HEAOCTATaK
reHa KOju Kojupa cuHTe3dy Bid-a moBoam 10 XeMaToMmOETCKOr MaJMTHUTETA KOJH je CINYaH
XPOHUYHO] XyMaHOj MUjeIOMOHOIIMTHO] ieykemuju (124) (125).
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1.2.2. Ayrodaruja

Tepmun ,,ayrodaruja“ npeu nyT je npuMeHno Oenrujcku ouoxemudap Christian de
Duve y npyroj momoBunu 20. Beka u aeguHuCca0 ayrodarujy Kao OHOXEMHUJCKH MPOIEC KOju
ce oaBuja y nu3zozomuma (126). Ayrodaruja je mosHata kao Tum 2 mporpaMupane henujcke
CMPTH W TIPEJCTaB/ha MEXaHHW3aM MPOTEOJIUTUYKE Nerpajganuje OImTeheHNX KOMIIOHEHTH
uToIUTa3Me (OpraHesia M MpoTerHa) yHyrap ju3o3oma (127) y uuspy ojapkama henmjcke
XOMEOCTa3e y yCIOBUMA TJIaI0Bamka, HHPEKIM]je, KapIMOBaCKyIapHUX 00JIECTH U HEOTUIA3H]je
(128-130). Tako, ayrodaruja mpencraBba MEXaHH3aM OJprKaBama NEJIHMjCKe XOMEOoCcTase
YKJIalakheM OHKOTEHUX MPOTEHMHCKUX CYICTpara, omTeheHnx mpoTenHa 1 opraHeiia 4ynMe ce
crnipedaBa TpaHchopMalija Hen3MeweHux henuja y kanmeporere hemmje (131,132). Crora,
ayrodarvja mpeiacTaBjba OONMK MporpamMupaHe henujcke CMpPTH KOjU HMa YIOTY Yy
NpeBeHIMji HacTaHka kapiuaoma (133). MeljyTum, HakoH HacTaHKa MaJMTHOT TyMOpa,
WHIyKIMja ayTtodaruje omoryhaBa Tymopckoj hemuju pact u nponudeparnujy. Y hemujama
cucapa Cy NMpUCyTHa TpU OCHOBHA THNa ayrodaruje: Makpo-ayrodarvja, MUKpo-ayrodarmja
u ayrodaruja mocpemoBana maneponuma (134,135). Makpo-ayrodaruja npeactaBiba mpoIec
rJ€ U30JalMoHa JBOciojHa MemOpana (darodopa wunm T3B. mpe-ayrodarozomManHa
MeMOpaHa) OKpYXYyje IHUTOCOJIHE KOMIIOHEHTe unMe ce (opmupa ayrodaro3om Koju ca
nr3030MoM Gopmupa ayronanzoszoM (Crnuka 6). Hakon gopmupama ayroinn3o3omMa oJBOjeHE
IIUTOCOJTHE KOMITIOHEHTE ce pasrpal)yjy KaTaJIMTHYKUM JCjCTBOM JIM3030MATHUX €H3UMa U3
bammnuje mpoteaza (136) (137). CymporHo Makpo-ayrodarujiu, MHKpO-ayTodaruja
MpeJCTaBlba TPOIEC T/Ie IIMTOCOJHE KOMIIOHEHTE Ipey3uMa JIM3030M HHBarHHAIUjOM
nu3o3omanne MemOpane. KapakrepuctuunHo 3a oba Tuma ayrodaruje jecte TO Aa IMyTeM
CCJICKTUBHUX M HECEJICKTUBHUX MEXaHHM3aMa OKPYXKYjy CTPYKTYPHO BEIIMKE IIUTOCOJIHE
KOMIIOHEHTE.

Ayrodaruja mocpenoBana manepoHuMa (IPOTEUHH MPATHOLM) TPEACTaBba MPOIEC
I/l UIarnepoHu JoNpeMajy HUbHE [IUTOCOJIHE IPOTENHE 10 JM3030Ma Te J0J1a3U 0 BUX0BE
TpaHCJIOKalMje Y YHYTPAIIKHOCT JIM3030Ma U MOCIEIUYHO BUXOBE Aerpajanuje. Y ycioBUMa
r71afioBamka ayrodaruja npeicTaB/ba HECEJEKTUBAH NpOLEC KOjUu pe3yaryje (popmupameM
ayTOJIM3030Ma U Pas3rpaboM IIUTOCOIHUX KOMIIOHEHTH, JIOK Y YCIOBHMA cTpeca ayrodaruja
uMa IMTONPOTEKTUBHY yiory rnae ayrodarujcku perentopu (SAR) mpemno3Hajy omrehene
hennjcke  KOMIOHEHTe, Kkao mTO Ccy omreheHe MuToXoHApHje (MHUTOdaruja),

UHTpanenyiapHe mnarorene (marodaruja) mnm mpoTewHcke arperare (arpedarmja) (137).
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Haj6ospe ucnuranm ayrodarujcku SAR mpoTemHHM Ccy NpOTEMHH KOjU TPHUMAajy Tpynu
p62/SQSTM1 pernenTopckux MpOTEMHA KOje caapke miecT npotemHa: P62/SQSTM1
HyKJieapHu TnpoTenH; kanuujym Besyjyhu mporemn 2 (CALCOCO?2); omuneypuH (Kora
kogupa OPTN ren); nporenn uujy cunte3y koaupa ren NBR1, xoju ce Hanasu y Onu3uHH
tymop cynpecopckor rena BRCAL; Takl esyjyhu nporeun; u Toll unreparyjyhu nporeun
(138).

[Ipomec henmujcke cMpTH mocpenoBane ayrodarujom Beh qyxe Bpeme MpeCTaBIbEH je
Kao Tum henujcke CMPTH MyTeM IMPEKOMEpPHE IMTOCOJIHE BaKyoOJHU3allMje, ajdu Takohe je
yTBph)eHO fa je mpumapHa yinora ayrodarvje 3allTUTHH MEXaHHW3aM KOju JOBOJH JI0
noBehawa BHjabmiHOCTH henMja myreM ojpXaBama HHTErpuTeTa henuje, OOHaBIbAHEM
MeTa0OJIMYKHIX TPEKYypcopa M YKIamameM yHyTaphenujcKuxX IerpalalioHuX KOMIOHEHTH
(128). Tlpema Tome, ayrodaruyna heimjcka CMpPT HE cMaTpa ce OOJIHMKOM MpOrpamMHupaHe
henujcke cMpTH, Beh ce cMaTpa MEXaHU3MOM KOjU je YKJbYU€eH y mpoliec henmjcke cMpTu Kao
HEKOHTpoJKcanu paszapajyhu nporec (139). Mnak, yrephero je ma ayrodaruja uma yaory
perynaTtopa apyrux oosnmka henujcke cmpth. Tako, ayrodaruja npeactaBba MEXaHU3aM KOjH
peryauiie mporec HekponTo3e y hemujama marorernux Oosnectu. Ha mpumep, y hemmjama
nedje akyTHe JuM$oOIacTHE JISYKEMH]je je HEOMXOHa WHIYKIM]ja Mpolieca HEKPONTO3e Koja
3aBHCH 0] ayTo(daruje y nusby MpeBasHiakema Pe3UCTEHTHOCT Ha riykokoptukouae (140)
WMy eHaotenHuM henwjama rtae wHXuOunMja ayrodaruje oxapehyje TOk mporieca
HEKPOIITO3€ KOja j¢ MHIAYKOBaHA MaaMHUTHHCKOM KucenuHoMm (141). Ha ocHoBy oBora,
YCTaHOBJBCHO je Ja ayTrodaruja npeacTaBiba TeHETCKH KOHTPOJIMCAH MPOIIeC KOjU UMa BaXKHY
yIIOTY y OJIp’KaBamy XoMeocrase henuja.

[Iponiec ayrodaruje Moke OMTH MHIYKOBAH Pa3IMYUTHM CTHMYJIyCHUMa, Kao IITO Cy
HEIOCTaTaK XPAHJbUBUX MaTepHja, XWIOKCHja, peakTHBHe Kuceonuune Bpcre (ROS),
arperanuja npotenHa u omreheme opranena (142,143) u peryaucaH je IeHHMa KOjH
Koaupajy cuatedy Atg rpyme mporenHckux kuHasa (Autophagy-related proteins). Jlanac je
no3Haro Bumie o1 30 eBoynnoHO ouyBaHux Atg kuHa3a. HakoH mHaykoBama ayrodaruje
Atgl xommiekc (koju campxku Atgl/ULK, Atgl3, Atgl7, Atg29, Atg3l kunHaze) ce
TpaHciouupa Ha garodopy MTO JOBOAM 0 aKTUBUpama (HOoCHaTUAMIMHOZUTON 3-KHHA3HOT
komruiekca (PI3K) (koju campxu Vps34 (Vacuolar protein sorting 34), Vpsl15, Beclinl/Atg6
u Atgl4) (144). Kommrekc PI3K aktuBupa edekropHy kunazy Atgl8 koja dopmmupa
KoMmIuleke ca Atg2 koju ydecTByje y popmupamy ayrodaro3omMa U KOHTPOJHUIIE BETHUUHY
Be3ukyne. Y (a3u eJoHramMje M 3arTBapama H30JIallMOHE MeMOpaHe y4ecTBYjy [Ba

MIPOTEMHCKA KOMIUIEKCA: jeflaH KOMITIeKe Koju canpxu Atgl2, Atg5 u Atgl6 xunase u apyru
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docharuauneranonamuackn  komruiekc  (PE)  koju  campxum  Atg8 (LC3) wm
docharununeranonamun. Dy3ujom GopmupaHor ayrodaro3zoma M jam3030Ma GopMupa ce
ayTodarojn3030M y KOME ce 0JIBHja JAerpaaaiurja MuTocoHux kommnonentu (Ciuka 6). Tako,
aKTHBaNMja ayTrodaruje MOMEHYTHM CTUMYIyCHMa M mocpencTBoMm Atg rpyme mnporenHa
oOyxBara BHUIIEe cHTHAIHUX TyreBa. Pamamuuma (MTOR) mpexacraBipa cepuH/TpeOHHUH
KMHA3y KOjU UMa yJIOTy HeraTUuBHOT perynaropa aytodaruje (127). [Ipema Tome, y ycioBuma
CUTOCTH, Kaza je henuja 6orara xpanssuBuM marepujama, MTOR je aktuBan U Gochopumiie
nporterH Atgl3 cmamyjyhu meros apunuTet 3a Be3uBame 3a Atgl u popmupame KoMIUIeKkca,
JOK y yCIOBMMa HeIocTaTka XpansbuBHX Mmarepuja MTOR je mHXMOUMpaH mpu demy je

omoryheno dpopmupame Atgl komrmaekca (145-148).

Class III
PtdIns3k

He)chaTaK — o
eHepruje AMPK m

@@
CEECTED

. e
Atgs

@ —

1, {1y sl Beclin 1 —> Ptdlns3 M

AyTo1H3030M

JIuzo3om

AyTodarozom
®arodopa

Cauka 6. Mexanuzam u perynanuja ayrodaruje. Ayrodarujy HHAYKY]Y pPa3IndUTH
CTUMYJIYCH, Kao IIITO Cy aMMHOKHUCEINHe, HepocTarak eHepruje 1 ROS. V ycnoBuma y xojum
je hemumja Oorara XpaHJBMBUM Marepujama ayrodaruja je HHXHOMpaHa TIOCPEICBOM
docharuaunrHozuToNn-3-kuHa3Hor curHanHor myra rae MTOR u Beclinl mpencrasibajy

rJIaBHE peryiaaropHe npotente ayrodaruje (148).
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Kunaza Beclinl (Atg6) koja yuectByje y dhopmupamy PI3K kommiekca npencraBiba
LEHTPAJIIHY TauKy y peryinaumuju npoueca ayrodaruje (149). OBa nmpoTenH KiMHa3a UMa yJaory
na katanusyje (ochopunamujy XuIpoKCHIIHE TPYyIe Ha IMOJIOXKA]y 3 MHO3HTOJICKOT TPCTEHA
npu yemy Hactaje pocharuaununosuroi-3-pochar. Beclinl kunasza uma yiory y cynpecuju
TyMOpa, peryimcamy henmjcke CMPTH, pa3Bojy eMOpHOHa U CIpeuyaBamy pa3Boja
HeypoereHepatuBHUX U cpuanux Oosectu (150). Ocum MTOR nporeunna, jom jeaHa rpyma
HEraTHBHUX perynaropa ayrodaruje cy antu-anontotruunu Bel-2 npotennu, kao mro je Bcl-
x| xoju ce Besyjy 3a BH3 nomen mporemna Beclinl u unxuOupajy meroBy akTHBHOCT,
omHOCHO wuHXUOUpajy Qopmupame PI3K xommiekca (151,152). IlpucyctBo mpo-
anmontotuunux BCl-2 mporewna koju caapke camo BH3 momen mmajy ymory akTuBaropa
aytodaruje mpu yemy ce Be3yjy 3a aHTH-anonToTuuHu BCl-2 npoTente u 610Kkupajy BHXOBO
Be3uBame 3a Beclinl. Ocum Tora, nporenn kuHaza (DAPK - death-associated protein kinase)
uHAyKyje ayrodarujy dochopunanujom BH3 momena Beclinl mporewna mTo pesyntyje
muconrjarjy aumepa Beclinl-Bcl-xl. Takohe, OuTHO je MOMEHYTH Ja aHTH-AlONTOTHYHHU
Bcl-2 npotennu nHxnOMpajy mpoiiec ayrodaruje jeIMHO y 0JCYCTBY Mpo-anonToTuyHux Bel-
2 mpotenna Bax-a u Bak-a (148,153,154).

Ha ocHoBy nocamammsux cazHama ayrodaruja uMa JBOCTPYKY YJIOTY Yy WHUIIHjAIIU]H
Y MPOTPECHJU TYMOPA, TIPH YEMY C€ M PerpecHja U CTUMYyJalidja ayrodaruje Tpeba cmaTpatu
TEPAIUjCKUM TPUCTYIIOM Y JIeUCHhY KapluHOMa. MHOTH aHTHTYMOPCKH JICKOBH aKTHBHUPA]y
nporec ayrodaruje, OJHOCHO TPEHYTHO HHUCY TO3HATH TEPAICyTHIM KOjU HEMajy HUKaKaB
yTu1aj Ha ayrodarujy. MHOTOOpOjHA CHHTETHCAHAa OPraHCKa jeUI-eHha WHIYKY]y Mpolec
ayrodaruje y TymopckuM henmjama, 10K MamH Opoj jeArbCHha MPEACTaB/bajy HHXHOUTOPE
ayrodaruje, kao mro je xaopokuH. C THM y BE3H, XAJIKOHH MPEJICTaBIbajy XETEPOIMKINIHA

OpraHcka jeumbemha K0ja MOTy MHAYKOBATH M aonTo3y U ayrodarujy TyMopckux henuja.

1.3. Xaaxkouu

@DUTOKOHCTUTYEHTH KOjU Cy NMPHUCYTHH y Bohy, moBphy M 3auMHMMa NpeacTaBibajy
OMOJIOIIKM aKTUBHE CYICTaHIE KOJjU MMajy IIUPOKY MPHUMEHY Kao MOTEHLHjaTHU
TeparneyTUIN 3a Jeuemhe MHOTHUX OOJIeCTH O]l KOJUX Cy Haj3HayajHHja MaJUrHa 000Jbema.
JeqHu onx OBakBMX (DUTOKOHCTHTYyEHaTa Cy XaJKOHHM, AapOMAaTUYHU KETOHH, KOjU
NpeJCTaB/bajy TNpeKypcope 3a OuocuHTe3y (uiaBoHOMAA, H30(IaBOHOMAA M JPYTHX

OMOJIONIKK AaKTUBHHUX XETEPOUMKIMYHHX jeaumerma (155). XankoHu cy 3acTymbeHH Y

22



HaMHUpHUIIaMa OWJBHOT TOpekia, Hajuenthe y ¢opmu ¢uopeTHHa, XaJKOHAPUHICHHHA WU
apOyTuHa, TA€ TpEACTaBbajy MHTEpMeaujepe 3a OuocwHTE3y (raBoHOWAA TOJ
KaTAIMTHYKUM JICJCTBOM eH3uMa XajikoH cuHTase (156,157). bensunumeHamneropeHoH
MpEJICTaB/ba MPUMAPHO jEAWICHE KOjeé YMHU OCHOBY Y XEMH]CKO] CTPYKTYPH XalKOHA.
bemswmmnenarnetoheHOH y CBOjOj CTPYKTYpH Caap K JiBa apoMaTudHa mnpcreHa (A u b
MIPCTEH) KOjU Cy MOBE3aHM @, f§ — He3acCUheHNM KapOOHWIIHUM CHCTEMOM Ca TPU YIJbeHHKOBA
aroma (158) (Camka 7). OcuM CBOje 3aCTYIUBCHOCTH y OWJbKama, XaJKOHH c€ Yy
1a00paTOPHjCKUM YCIOBMMA MOTY CHHTETHUCATH PeaKInjoM anzoiHe kouaen3amuje (Claisen-
Schmidt — oBe koHjaeH3aIWje), OJHOCHO KOHJCH3AIMjOM apujl KETOHA Ca apOMaTHYHUM
aNJIeXuIMMa y TPUCYCTBY OAroBapajyhmx KOHAEH3AIMOHUX CpEIACTaBa. XaJlKOHH MOTY
€r3UCTUPATH Y PA3IMIUTAM KOH(pOpMaIrjama, T0K IBHX0Ba OUOJIONTKA aKTUBHOCT 3aBUCH O]
MOTOJTHE CYNICTUTYIIM]jE MPCTEHA U OJ IPUCYCTBA ¢, f§ — He3acuheHe keToHcke rpyme. [Ipema
TOMe, JIBOCTpyKa Be3a u3mely aBa yribeHukoa aroma (C=C) moxxe 6utu npucytHa y (E) —
Wi (Z) — koHUTypanuji y 3aBUCHOCTH OJ1 TOTa Ja JIU Cy CYIICTUTYSHTH BHIINX MPHOPUTETA
Ha CYNMPOTHUM CTpaHama JIBOCTpyKe Be3e (E — entgegen — CympoTHO) WIJIM ca HCTE CTpaHe
JIBOCTpYKE Bese (Z — zusammen — 3ajeano). Behuna xankona u3onoBana je kao (E) — usomep
36or Ttora mro (E) — KoHuUrypaluja mpeacTaB/ba TEPMOJMHAMHYKH HAjCTAOMIHH]Y
koHburypanujy. Mnak, ocHoBuu (E) — xankon (Ciuka 1), XaJqKOH KOju HE CaApKH HUJETHY
CYICTUTYUCAaHY (QYHKIIMOHAIHY TPYIy, HUJE MpoHal)eH Kao MPUPOTHU MPOHM3BOJ aju Cy U3
MPUPOTHHUX TPOU3BO/IA H30JI0BaHU HETOBHU jJETHOCTABHU JIEPUBATH, K0 IITO Cy 4'-XUIPOKCH-
xankonn (w3 Owsbke poma Citrus) m 4'-mertokcu-xankonu (u3 Omibke poma Flemingia)
(159,160). C tum y Be3u, MPUPOIHH JCPUBATH XaJIKOHA MOI'Y MMAaTH CYIICTHTYEHTE Ha 0ba
apoMaTH4YHa MPCTEHA, a Takohe Mory OUTH H30JIOBAaHU y CIOOO0HOM OOJIMKY WU y OOJIMKY
O- wm C-rmko3upa. E — XalKOHM Kao W HUXOBU JICPUBATH M aHAJIO3M WCIOJhaBajy
edukacHe Qapmakosomke epeKTe O KOJUX Cy Haj3Ha4YajHHju aHTUTyMOpcku (161-164),
antnokcumatuBau  (164-167),  anmtumadmamatopun  (168-170),  aHTHMUKPOOHHM

(165,171,172), u antudyuranuu edexar (173,174).
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Camka 7. CtpykrypHa dopmynna XajaKoHa.

300r HUXOBE JEJTHOCTABHE CTPYKTYPE XaJKOHU Cy KaTETOPHCAHMU Yy IPYIy MamUX
(dbnaBoHOUA 3ajeTHO ca (uTaBaHOHWMA U TUXHApoxXadkoHnMa. OBa mojkiaca iaBoHOU A je
BeoMma OMTHA 3a OMJbKE Ka0 KOHCTHUTYECHT HhMXOBOT TpHiiarohaBama, a Takole u 3a )KHBOTHHE
Y YOBEKa, MpH uyeMy ycies GurakcuomiHe KoH(opmalije MoJeKyna U JeTHOCTAaBHE XEMH]CKE
CTPYKTYpe MMajy 3HauajHy OMOXeMHU]CKYy U (apMaKoJIOMIKy yJIoTy. XaJKOHU Cy IPBOOUTHO
npoHalleHn y OMJbKaMa Kao JKyTH M JKYTOIPBEHH NBETHH mnurmeHtd CoOreopsis-a u
Compositae-a, a xacuuje cy mpoHalleHH W y APYruM OHJBHMM TMOpPOAMIIaMa Kao INTO CY
Solanaceae, Piperaceae, Apiaceae u apyre (175,176). Benuku 6poj XanaKoHa je U30J0BaH U3
mopouila Ousbaka Compositae u Leguminosae, 1ok cy 6'-I€OKCHXaTKOHH MPUCYTHH Y
MaxyHapKama ¥ IPeHIWIXAIKOHU y Onjbkama xmesba. Hajsehn 6poj xankoHa Koju ce Hayma3u y
MPUPOAU j€ TMOJUXHUAPOKCHIOBAH, MpPU YeMy apoOMaTH4YHHU IPCTCHOBU IMPENICTaBIbajy
M0JIOXKAje CYNCTUTYHCAHUX XUAPOKCHMIHMX rpyna. Kox BehuHe xankoHa XUIPOKCHIIHA Ipymia
je cmemrena Ha nosoxajuma C-2, C-4 u C-6 apomaTdHOT A TIpCTEHA, jep ce OMOCHMHTE3a
apoOMaTUYHOT A MPCTEHA BPIIM MPEKO MajoHAT-alleTaTHOT MyTa, AOK b mpcreH xankoHa
YIJIaBHOM CapXKH XUAPOKCWIHY Tpymy Ha mnonoxajy C-4. OBakaB MONMMXUAPOKCUIHU
XaJIKOH MpeJICTaB/ba UHTEPMEINjep U Kpajibu MPOU3BOJA Y OMOCHHTE3H (PrlaBOHOU[A, JIENYje
Kao 0J10paMOEHO jeNIbEeHhe, YUeCTBYje Yy MHTEPaKIHju Oubaka W WHCEKaTa M JIOIPUHOCU

JICKOBUTOCTH OMJbaKa.

1.3.1. BuocuHTe32 XaJIKOHA

brocunTe3a XankoHa ce BpIIM KOMOMHOBAHmEM alleTaT-MaJIOHATHOT W IIMKUMCKOT
nyra, npu dyeMmy ce ManoHWI-COA cunrerumie u3 amnetun-CoA, mok ce p-kymapousn-CoA

CHUHTCTHUIIC O (I)CHI/IJ'IaJ'IaHI/IHa Yy HIUKHUMCKOM IIYTY. v IMPBOM KOPaAKy OMOCHHTE3€e XalKOHa
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JoNla3d 0 KoHJeH3amuje P-kymapomwi-COA ca tpu monekyna manoHmi-COA mpu demy
HacTaje TETPAaKeTUAHM HMHTEpMeaujep. Y JpyroM KOpaky JoJla3d [0 UUKIH3aluje
TETPaKeTHIHOT MHTEPMEIUjepa Y MPUCYCTBY eH3uMa XalkoH cuHTase (Cnuka §). buocunresa
6'-1€0KCUXaJIKOHA C€ Takohe BpIIM HCTUM MEXaHM3MOM C TUM IUTO ce (opMHUpaHU
TETpaKeTUIHU HWHTepMeaujep mnpBo pexaykyje y mnpucyctsy NADPH 3aBucae xamkoH
pelnyKTa3e M MOTOM PEAYKOBAaHM HHTEPMEAMjep IHMKIN3Yje y NMPHUCYCTBY XalKOH CHHTa3e

a77).
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1.3.2. bHoJI0IIKAa AaAKTHBHOCT XAJKOHA

VYcenen mupoke 3acTyIJbeHOCTH XaJKOHa Y BONy, 3auMHUMa, Yajy 1 HAMUpPHHULIAMa Ha
0a3u coje, IUJb UCHPIHUX HAyYHHX HCTPa)kMBama OMO je yCMEpeH Y IpaBIly yTBphuBama
HBUXOBE OHOJIONIKE aKTHBHOCTU. Pe3ynTatm MHOTOOPOJHUX HMCTpaKHBamka IMOKa3ald Cy Ja
XaJKOHH MOTY TpeBaaaTd HEJOCTATKe J0CANAIbUX aHTHKAHIIEPOTEHUX TepareyTuka, Kao
IITO Cy HECEJNIEKTUBHOCT TEepaleyTHKa IpeMa MallM'HO HEM3MEmeHUM henmjama, pas3Boj
PE3UCTEHTHOCTH TYMOpPCKMX henmja Ha TepameyTuke W Apyre MOTEHIMjalHE HEKEJheHE
edekre (cympecuja KOCHE CpXKH, KpBapeme, OMa/lalkbe KOCe, KOXKHE peakiifje, My4yHWHA,
noBpahame u Jipyro). MHOroOpojHHU JOCaIalIby TEPANICYTHIN UCTI0JbaBajy T€HOTOKCUYHOCT
ycliel MHTEpaKiMje ca aMUHO rpynaMa HykJlenHckux kucennHa DNK monekyna, mehyrtum
XaJIKOHU YyclieJ cBoje (uekcuOuiiHe CTpykType umajy cinabujy uHTepakuujy ca DNK
MOJICKYJIOM W HH3aK pu3uk on MmyrtareHoctu (178). Takohe, pe3yaratd MHOrOOpOjHHX
UCTpaKMBalba IMOKa3yjy Ja XaJKOHHM HCIOJbaBa]y LMTOTOKCHMYHO JI€JCTBO M HHIYKY]Y
armonto3y (u/unu ayrodarujy) Tymopckux henuja (179-192).

Jenan mpupomHn 6'-IEOKCHXAIKOH Kao MmMTO je M30JUKYMPUTHUTCHHH TMPECTaBIbha
MpuUMep XallKOHAa YMjU jeé aHTUTyMOpCKH edekaTr Hajuemhe ucrnutwBaH. OBaj MpUPOIHHU
XaJKOH WCIOJhaBa €(QUKACHO AHTUTYMOPCKO JACjCTBO Ha PAa3IMYUTE THUIIOBE TYMOPCKHX
henuja xao mro cy tymopcke hemuje xomona (HCT-116 henmjcka nunamja) (179), mpocrate
(PC-3) (193), oyopera (Caki) (194), nepsukca (CaSki u HelLa) (195) u mumdorurHe
neykemuje (HL-60) (196). Pesynratu 0BUX MCTpaXKHMBarba, Ka0 U PaHUjUX HUCTPaKHMBamba in
Vitro u in Vvivo nokasanu cy na M30JUKyMpUTHICHUH HCIOJbaBa ePUKACAH ITUTOTOKCUYHU
edekar Ha XyMaHe TyMOpCKe henudje, MHIAyKyje aronTo3y MOMEHYTHX henwja W 3aycTaBjba
hemujcku mukiayc y G2/M dasu. Crnenehn npuponsu xankoH, Kcanroxymon (kKoju je
npucyran y Humulus lupulus L., Sophora flavescens L. u Medicago sativa L.) mpezacraBiba
NPEHWIOBaHU  (praBOHOMJ OWJPHOT TOpEKJIa KOjU  HCIOJhbaBa IIMPOK  CIIEKTap
(hapMaKoJIOIIKKX aKTHUBHOCTH, YKJbY4YyjyhH M aHTHUKaHLEpOoreHo aejcTBo. OBaj MPUPOIHH
XaJKOH HCIMOJhaBa eHKacaH IUTOTOKCHYHM edekaT Ha Tymopcke hemmje mebGenmor ipesa
(HT-29 henujcka nmuauja) (180), xenyma (AGS, SGC-7901 u MGC-803) (197), nojke (MCF-7
u MDA-MB-231) u jerpe (henuje xymaHor xenarouenyiapHor kapuuHoma, HepG2) (198).

Ocum M3onukynputurennHa u Kcantoxymona u3 Ousbaka Cy HM30J0BaHU M APYrH
MIPUPOJHU XaJTKOHH KOJU TOKa3yjy e(hukacaH aHTUTYMOPCKU e(eKaT Ha pa3InuuTe TYMOPCKE
henwuje, kao mrto cy Jlukoxankon A (185,199,200), Munenanuu (186,201), ®naBokaBaun b

(187,188,202) u npyru. Pesynaratu mcTpakuBama IOKa3ajld Cy Jla TOTOBO CBU TIOMEHYTH
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MPUPOJHH XAJIKOHH MHIYKYjy amoInTo3y TYMOPCKUX hemuja mpu 4eMy cMambyjy €KCIIPEecHjy
aHtu-anontotuuHor Bcl-2 nporenna u mosehaBajy ekcmpecujy mpo-amontoTudHor Bax-a
IITO JIOBOJM 10 akKTUBaIMje er3ekytopHe kacmase-3 (189,203,204). Takole, rotoBo cBu
MOMEHYTH TPHUPOJHU XaJIKOHM HWHXUOWMpajy mpoiudepanujy TyMmMopckux henuja
3aycraBJbambeM henujckor ukinyca y G2/M dasu (189,193,205).

N3onoBameM NMPUPOJHUX XaJKOHA M3 OMJbaKa M HAKHAIHOM CHHTE30M jelHE WU
Bulie (YHKIMOHATHUX Tpyna Ha A w/mwim b apomarnyHoM mpcTeHy MOTry ce J0OHuTH
JIepUBATH XaJIKOHA, TOK (€ NOVO CHHTE30M jelMICHa KOja HMMajy CIMYHY XEMHUJCKY
CTPYKTYpY Kao ¥ MPHPOJTHHU XATKOHN MOTY C€ CHHTETHCATH aHaJI031 XaJIKOHA.

Pesynratn MHOroOpojHUX HCTpakuBama MOKazalu Cy Ja JepuBaTH U aHaJlO03U
XaJIKOHAa UCIMO0JhaBajy e(pUKacHUje aHTUTYMOPCKO JIEJCTBO Y OJHOCY Ha MPHUPOJIHE XAIKOHE.
JenHO Ol TaKBUX MCTpaXkKHMBarba BPIIMIKA cy Stompor u capaauunm (198) uuju cy pesynratu
UCTpaKMBawka ToKa3zanu Ja jepuBatd  KcaHTtoxymona ucmnosbaBajy — e(uUKacHHUjU
aHTUTYMOpCKU edekat y omHocy Ha npupomnun Kcantoxymon. Hamme, nBa pepuBara
Kcantoxymona, oA kKojux jelaH caap>Kd KOHJEH30BaHU MOJIEKYJa OMOTHHA Ha 4. MOJIOXKajy
apomatnyHor b mpcreHa a Apyrm caap)kM JBa KOHICH30BaHAa MOJIEKyla OMOTHHA Ha 4.
MoJIoXkKajy 00a apoMaThyHa NPCTEHA, MCIOJhaBajy €(PUKACHHJH IUTOTOKCUYHU edeKaT Ha
hemuje xymanor kapumaoma nojke (MCF-7, MDA-MB-23 u MCF-10A) y onmHocy Ha
npupoaau KcaHTOXyMoJ1 KOju je M30J10BaH U3 OMsbaka.

Crnenehn xankoHHM KOjU MOTKPEIJbYjy TIOMEHYTY TBPIbY Cy aHaio3u MuienanuHa,
rae Muenanud npejcTaB/ba MPUPOJIHU XaIKOH H30JoBaH u3 Omibke Millettia Pachycarpa.
Tako, pe3ynraTti ucTpakuBama Koje cy Bpuimin An u capagaunu (201) cy mokasanu ga CBU
aHano3n MwuienanuHa, Koju Ccy Oe NOVO CHHTETHCAHH OO  2-XHIPOKCH-4-
METOKCHOCH3AIIeXUa, HCIOJbaBa)y €(PUKACHUJU LUTOTOKCUYHM edekaT Ha XyMmaHe
tymopcke henuje ruryha (A-549), nepsukca (Hela), komona (HCT-116), jajuuka (A2780) u
xenyra (MGC-803) y ogHocy Ha nmpupogHu MumnenaruH.

1.3.3. Baunjiun

BanunuH npezacraBiba apoMaTHUHHM alJIeXUJ] KOJU YYECTBYje Y peakIUju CHHTE3e
XaJKOHa, TMpPH 4YeMy ce€ MNPUMEHOM pa3IMduTe BpPCTE€ apuil MM AIKHJI KETOHa MOXKe
CHUHTETHCATH IIUPOK CIIEKTap aHajora XajkoHa. BaHumuH je nepuBaT OeH3angexunaa, 4—

XI/I,Z[pOKCI/I—3—M6TOKCI/I6CH33.J'II[CXI/II[8., KapakTCpuCTUYHOI MHUpHUCA U CJIATKOTI' YKYCa U
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mpelncTaB/ba (parMeHT jeIUbCHha H30JI0BAHMX H3 KOpeHa hymOupa, kKao 1ImTO CYy
NEXUJPO3UHIEPOH, 3UHIEPOH, THUHIEpOJ, Mapaaosl U mwuxoBu JaepuBaru (Ciumka 9).
Haj3HayajHuju W3BOpP OBOT MPHUPOJHOT IPOM3BOJA, KOJH CAIPKU AINNCXHIHY, €TAPCKy H
dbeHonHy rpymny, je Onsbka BaHWJIa Koja mpumnaaa nopoaunu opxuaeja (Vanilla planifolia,
Vanilla tahitensis u Vanilla pompona). Banuna ce yriaBHoM y3raja y Mekcuky, Ha JaBw,
Taxutnjy, Manarackapy, Peynwony, Maypunujycy, lllpu Jlanku, 3an3ubapy u Jamajuu
(206). Mako Mekcuko mpeacTaB/ba 3eMJby MOpEKJIa BaHWIE, HajBehn mporeHar CBETCKe
MIPOU3BO/IE BaHMIIE TIpey3elie Ccy 3emibe momyT MHmoHesnje 1 Mamarackapa ca yKyImHOM
CBETCKOM TIPOM3BO/IOM BaHmIIE 011 0K 89,5% (207,208).

[IpupomHM eKCTpakT BaHWJIE MPEJCTaBJba MENIABHHY OJI HEKOJIHMKO CTOTHHA
Pa3NUYNTHX jJeIUbCHha, MNPH YeMy BaHWIMH TIpeACTaBjba TJaBHY KOMIIOHEHTY ca
3actymbeHourhy oa oko 86%. OcuM y MaxyHaMa BaHWJIe, BAHWIMH j€ 3aTYIUbEH U y BOhy U
MmoBphy, Kao IMTO Cy macyJb, KyKypy3, CYHIIOKpeT, OOpOBHUIIA, HaHA, aHaHAC, 300, mehepHa
perie, kamdop, IIMeT, KOKOC, jJACMHH, TPEIlka, jarola, MaHTo, pa3He BPCTE CMOJIa, KPOMITHP
u apyrum (209,210). Banwiima nma mMpoKy MpUMEHY Y IIPOU3BO/IiY XpaHe, nuha, napdema,
CTOYHE XpaHe W TpoM3BOAa 3a uMmIheme, a Takohe ce KOMEpIHjaTHO KOPHCTH Kao
WHTEPMENUjep y TPOU3BOABU arpoxXxeMuKairja, JIEKOBa, HYTPUTHBHHX JICKOBAa WU IPYrHX
xemukanuja. ['ogumima moTpaxkma 3a BaHWIMHOM je mpeko 15000 Tona, mpu 4emy ce OKO
2000 ToHa TPOM3BOAM OJ MPHPOTHOr eKkcTpakta Banwie (211). Veaenm HemocraTtka
MIPUPOTHOT EKCTPaKTa BaHWIIE, IaHAC CE BAaHHWJIMH YIJIaBHOM CHHTETHIIIE Y JIAOOPATOPUJCKUM
ycaouma. [IpBr KOMepIlHjalHi BaHWIMH CHHTETHCA0 je Tiemann 1876. roause U3 €yreHouia,
npupoaHor (eHoja, KOjU je 3aTylubeH y Kapanduimhy (Syzygium aromaticum) u mumery
(Cinnamomum ceylonicum u Cinnamomum cassia), I0K ce JgaHac BaHWJIMH CHHTCTHIIE W3
rBajakosia wid JuradHa (212). BanuiauH mnpencraBjba BaKHY apOMaTHUYHY KOMIIOHCHTY
NPUPOJHUX TPOU3BOJIA W TOKa3yje pa3IU4UTe OHOJIOMIKE AaKTHBHOCTH, Kao IWITO CY
antutymopcka (213,214), antumndmamaropra (215,216), antuokcumatuBHa (217) u

aHTUMUKpOOHa (218,219) akTHBHOCT.
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Cauka 9. BauunuH.

1.3.4. AHaj1034 XaJIKOHA

[TopacT aHTUMUKpPOOHE PE3UCTEHIIM]E PE3YJATOBATIO je YOp3aHUM HMCTpaKHUBabHMa
ynoTpeOe MPUPOIHUX MPOU3BOJA KOJU HCII0JbaBa]y aHTUMHUKPOOHY aKTHBHOCT, OJ1 KOJUX j€
Haj3HauvajHuju KopeH hymbupa (Zingiber officinale Roscoe; family Zingiberaceae) (220).

HBymOup npezacraBiba 3a4UH KOjU C€ KOPUCTH HE caMoO y McxpaHu Beh u kao OusbHU
mpernapaT y BehMHH HUCTOYHOa3MjckuX 3eMasba. Jlexuaposunrepon (/X3) mnpencraBiba
(beHOTHO jenubemhe KOje je HM30JI0BAaHO M3 KOpeHa hymOupa W mpema CBOJOj XEMHJCKO]
CTPYKTYpH j€é MOHOMEPHH aHaJloT KypKyMHHa H30JI0BaHOT M3 KOopeHa kKypkyme (Curcuma
longa) (Cnuka 10). Crora, /IX3 npencrasiba JerpagallioOHH MPOU3BOJ] KypKYMHHA KOJH UMa
Behy OMOJIONIKY MOJYKHUBOT OJ1 CAaMOT KYpKYMHUHA yclie] yera uMa Behy OnopacroioxkuBoCcT
(Cnuxa 11). Takohe, nexuapo3MHIepoOH UMa CIMYHY XEMHUJCKY CTPYKTYpPY Kao H30€yreHoI,
KOJU YMECTO METWJ Tpyle HMa Be3aHy aleTWl Tpylny, Opu deMy ola MpeacTaBbajy
OMOJIOIIKA AaKTHBHA jeNUIbEHa. YCIeN TOora, IEXUIAPO3UHIEPOH HCIOJhbaBa pa3IHMuUTe
¢dapmakosomke epexTe 0/ KOJUX Cy Haj3HA4ajHUJU aHTUTYMOPCKH, aHTHHH(IAMAaTOpHU U
aHTHOKcUIaTHBHU edekat (221,222). Mako neXHIpO3WHIEpOH TMPEACTaB/bajy (PEeHOTHO
JebEehe ca KOYTOBAaHNM €HOHCKUM CHCTEMOM, HEeroBa XeMHU]JCKa CTPYKTYpa Ce Pa3IuKyje
OJ1 OCTaJNX XaJIKOHA MO TOME IITO jeé yMECTO apui rpyme 3a kapoonunHu C-aToM Be3aHa

METHJI TpyTIa.
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Cauxka 10. [lexuapo3uHTepoH.
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Cauka 11. Jlerpananinosy Npou3BoIu KypKyMHUHa.

AHano3u xankoHa ‘-II/IjI/I Cy aHTUTYMOPCKH e(beKTI/I HUCIIUTUBAHU Y OBOM HCTPANKUBABLY:

(E)-1-(4-xunpokcu-3-meTokcueHmn )-5-mMetrxekc- 1-en-3-on (X1), (E)-1-(3,4-
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auMerokcudenmn)-5-metunxekc-1-ea-3-on  (X2),  (E)-1-(4-erokcu-3-meTokcudeHn)-5-
meTuixekc-1-ed-3-on (X3), (E)-1-(4-uzomnponokcu-3-meTokcueHmn)-5-mMmerunxekc-1-eH-3-
o (X4), (E)-1-(3-merokcu-4-nponokcudenmn)-5-mermnxekc-1-eu-3-on  (X5), (E)-1-(4-
OyToKcH-3-MeTOKCUBEHI )-5-MeTHIIXeKe- 1-eH-3-0H (X6), (E)-1-(4-(6en3unokcn)-3-
MeTokcudenmn)-5-metmnxekc-1-eu-3-on  (X7), mpeacraBibajy  CTPYKTYpPHE — aHAJOre
nexuaposuHrepoHa. [1o cBojoj xemujckoj cTpykTypu X1 ce pa3iuKyjy oj IeXuIpO3uHTepOHa
0 TOME INTO jé YMECTO METWJI Tpymne 3a kKapOoHmwtHu C-aToM Be3aHa H300yTHII Tpyma.
OcTtanu aHaJlo3U XaJKOHA Y CEpUJU JeAUbEHha Ce PA3IIUKY]Y MO CYNCTUTYEHTY Ha YETBPTOM
YIJb€HUKOBOM aToMy apoMatudHor b mpcrena: X2 mma CyncTHUTyHMCaHy METWI Tpymy, X3-
eTHJI IpyIy, X4-u300ponui rpymny, XS-nmponui rpyny, X6-0ytun rpyny u X7-0eH3ui1 rpymy.

Amnanor xankona X1 cunterucan je mox Claisen-Schmidt-oBum yciioBrMa o1 BAaHWIMHA U
4-MeTHITICHTaH-2-0H TIpH 0JIar0 MOJM(PHUKOBAHWM TIOCTYIIKOM, TPH dYeMy je J00HjeH
npou3BoJ peaknuje — xankoH X1 y Bucokom mpuHocy (Cnuka 12). Cepuja mweroBux O-
ankwiHux JepuBara (X2-X7) je noOujeHa alKuiIoBameM ciioboaHe (eHosiHe Tpymne ca
oarosapajyhum ankuin xajgorenuauma (Ciuka 13).

Pesynratu uctpakuBama Koje ¢y Bpimian Muskinja u capagaunu (172) mokasanu cy aa
cuHTeTHCcaHa cepuja xankoHa (X1-X7) mokasyje CHa)XHO aHTHUMHUKPOOHO J€jCTBO Tpema
pa3IMYUTUM BpcTaMa OakTepuja U TJbUBA.

Ycnen CHaKHOT aHTUMHKPOOHOT jejcTBa cuHTeTHcaHux xainkoHa (X1-X7), y oBowm
UCTPAXHMBAaKy HCITUTHBAH je& HHUXOB AHTUTYMOPCKH e(dekaT Ha TPH BPCTE TYMOPCKHX
henuja: aneHokapuumHoM 1iepBukca — Hela, xkapuuHom mpojke — MDA-MB-231 wu
ageHokapuHoM KosoHa — HCT-116, npu yemy je nusb 6M0 J1a ce 00yXBaTH IITO BHUIIE TKHBA
pa3IMYUTHX OpraHa 00oJIeNIuX O]l MaIMTHUTeTa. Kao KOHTpoJHE cyrcTaHie KopuinheHe cy
aexunaposunrepod (AX3) u mucmiatuda (CisPt). JlexuaposuHrepoH je kopuiiheH Kao
KOHTpOJIHA CYIICTaHIa 300T CBOjé CTPYKTYypHE CIMYHOCTH Ca CHHTETHCAHUM aHaJ03UMa
XaJIKOHa, a Takolje ucrospaBa pasauuuTe Ouosonike akTuBHOCTU (221,222). IlucriatuHa je
KopuiheHa Kao JApyra KOHTPOJHA CYIICTaHIA jep MpPeACTaBJba XEMOTEPANICYTCKU areHC KOju
Ce KOPHUCTH 3a JIeUeHhe MATUTHUX TyMOpa Pa3iMuUTUX TKUBA Kao IITO CY jajHUIIH, TECTHUCH,
Oemrnka, KoJoH, tuiyha, riepBukc U gojka (223). Takohe, 300r CBOje KIMHHYKE MPUMEHE U
3HAYajHOT [HUTOTOKCHYHOr edekra Ha henmje Tymopa, LHUCIUIATHHA C€ KOPUCTHU Kao
KOHTPOJIHA CYIICTaHIa y HWCIUTUBalky AHTHUTYMOPCKOT [€jCTBAa TOTOBO CBHX OPraHCKUX

jenumema (224).
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Cnmka 12. Cuntesa (E)-1-(4-xunpokcu-3-merokcudenmn)-5-metunxekc-1-en-3-oH, X1.
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Cauka 13. Cunresa (E)-1-(4-ankokcu-3-merokcudenun)-5-metunxekc-1-eu-3-on, X (2-7).

33



2. lln/beBU MCTPAKUBAHA

e OBOT HWCTpaKMBama IMPEACTaB/ba HCIUTHBAKHE aHTUTYMOPCKOT e(eKTa ceaam
ananora xankona: (E)-1-(4-xunpokcu-3-merokcupennn)-5-mermixekc-1-en-3-ou (X1), (E)-
1-(3,4-mumeTokcudenun)-5-metunxekc-1-en-3-ou (X2), (E)-1-(4-etoxcu-3-merokcudermn)-
5-metunxekc-1-en-3-ou (X3), (E)-1-(4-uzonponokcu-3-MeToKCUpEHM )-5-MeTHIIXeKe-1-eH-
3-on (X4), (E)-1-(3-merokcu-4-nponokcudenun)-5-metunxekc-1-en-3-on (X5), (E)-1-(4-
OyTOKCH-3-MeTOKCH(ECHIIT )-5-MeTHIIXeKC-1-eH-3-0H (X6), (E)-1-(4-(6en3unokcn)-3-
MeToKcU(peHWT)-5-MeTmixekc-1-eH-3-00 (X7) Ha TpU pa3nuuuTe BPCTE TYMOPCKHX hemnuja
xymanor nopekna (HeLa — xymanm xaprmHoMm nepBukca, HCT-116 — xymaHu kapuuHOM
kojona 1 MDA-MB-231 — xymaHu aJeHOKapIIMHOM JI0jKe), Kao W Ha 3japaBe (pubpoldiiacTe
miyha kao koHtposHe hemuje (MRC-5). Kao xoHTposiHe cyrcranie kopuctuheMo

ucriaTuny (CisSPt) u nexuaposunrepos (JX3).
A) I'maBHM IIMJBEBU OBOT UCTPAKUBAHA CY:

1. VTBpIuTH TOTEHIMjAIHM LHUTOTOKCHYHU edeKaT aHajora XaJKOHa Ha TOMEHYTe
TymMopcke henuje.

2. Hcnuratm Koju O] CHHTETHCAaHMX aHAajora XajJKOHAa HE HCIOJbaBa CTATUCTUYKH
3Ha4yajaH HUTOTOKCHYHHM edeKar mnpema 3[paBuM heiwjamMa W YIOPEIUTH HHXOB
UTOTOKCHYHH e(ekaT ca epeKTOM peepeHTHUX CYIICTAHIIH.

3. YTBpauTH KOju THI helujcke CMPTH je JOMHHAHTaH (amonTo3a WM HEKpo3a) U
YTBPAUTH Jla M U y KOJIMKOj MEPHU TMpolec ayrodaruje yrude Ha IUTOTOKCHYHOCT
WCIIMTUBAHUX CYIICTAHIU IpeMa TyMOPCKUM henujama.

4. VTBpOUTH [I€JCTBO HCIUTUBAHUX CYICTAHIM HA EKCIpecHjy, JIOKaIu3alujy u
aKTHUBAIM]y MPO-aronTOTHYHOT Bax mpotenHa, aHtu-amontotuuHor Bcl-2 mporenna
W aKTHBHE Kaclasze-3 HakOH TpeTMaHa MCIUTUBAHUM CYICTaHIlaMa Ha XyMaHe

TyMopcke henuje.
b) Ha ocHOBY nocTaB/beHMX IMJbEBA PaJHE XUIIOTE3€ CTyAUje cy ciexaehe:

1. AHano3m XaJKkoHa MCHOJbABAajy HUTOTOKCHMYHU eeKkaT Ha XymMaHe TyMmopcke henuje

y3 He3HaTaH edekar Ha 371pase henuje xymanux ¢pudbpodnacta.
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2. Amnano3u XaJlKOHa WHAYKY]y alomnTo3y XyMaHMX TyMopckux hemuja, y3 moryhe
yuenrhe ayrodaruje Koja JOMPUHOCH TIPOIIECY aroITo3e.

3. Amnano3u xankoHa noBehaBajy ekcrnpecujy aktmBHOr Bax-a m cmamyjy ekcmpecujy
Bcl-2 mporenna y xymaHuM TymMOpcKuM henujama IMITO pe3yiTyje TPaHCIOKAIHjy
UTOXpOMa C M3 HMHTPAMEMOPAHCKOT IMPOCTOpa y IUTOCON henmje W CyKIECHBHO

aKTHBHUpame edekropHe Kacmase-3.
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3. Marepujana u MeToe

3.1. Bpcra cryamje

Tun crymuje npeacrasiba in VItro cryaujy Koja je u3Bol)eHa Ha MaTepHjasly JbyACKOT
MOpeKJia W pealim3oBaHa je Yy Jaboparopujama Dakynrera MEIMIMHCKHX HayKa
VYuusep3uteta y Kparyjesiy.

AHTUTYMOpPCKH edeKaT aHajora XajJKOHa WCIUTHBAH j€ HA TPH PA3IMYUTE BPCTE
TyMOpckux henuja XxyMaHor mopekia: hemmjcka nuHUja ageHokapuuHoMa aojke MDA-MB-
231, anenokaprmHoMa T1iepBukca Hela, kapumHoma konona HCT-116 w Ha 31mpaBuUM
¢ubpobracTuma TuTyha XyMaHOT MOpEKJIa KOje Cy Y OBOj CTyauju Owmiie KopuirheHe Kao
koHTpoisHe hemmje, MRC-5.

VY wuctpaxuBamy Cy KopumheHe 1Be peQepeHTHE CYICTaHIle, NUCIUIATHHA |

JEXUIPO3UHTEPOH.

3.2. KyaruBucame hemja, peareHcu M HCIMTUBAHE CYNICTaAHIIe

Uetupu xymane henujcke nuHHU]E Koje ¢y KopuirheHne y uctpaxkuamy: MDA-MB-231
(ameHokapuuHOM f0jke, macaxa 11), HeLa (ameHokaprmaoma IiepBuKkca, macaxka 6 u 7),
HCT-116 (kapuuHoma kosioHa, macaxka 12 u 14) u MRC-5 (3apaBu ¢pubpobaacTu, macaxa 6)
KynTuBucane cy y komiuietHom DMEM-y (Dulbecco's Modified Eagle's medium, Sigma
Aldrich D5671) na 37°C y armocdepu ca 5% COa.

Kopumhena je cnemeha mpockpumnuuja 3a komruiethu DMEM — 10% deramHor
roseher cepyma (FBS, Sigma-Aldrich, F7524), antubmotux (Roche, 11074440001) u 1%
HeeCeHIMjaTHNX amMuHOKucennna (Sigma-Aldrich, M7145). 10% FBS je nperxoaHo
uHakTuBHpaH (y BojaeHoM Kymatuiy Ha 37°C) u crepuiucaH je ynoTpeboMm Impuia ca
HHUTPOLIENYIT03HOM MeMOpanoM (Sartorius, 16534-K).

henuje cy uyBaHe 3aneleHe y TedHoM a30Ty Ha Temnepatypu oa -196 °C. Oanehena
cycrnieH3uja henuja Ouna je pecycrnenaoBaHa y meanjymy (komiietHom DMEM-y) u Hakon
LHEHTpU(Yrupama TJIOT je IOHOBO PECYCIEHIOBAaH Ca CBEKUM MEIUjyMOM y LIUJbY A00Hjama
henmjcke cycneH3uje Koja je mpeHeTa y CTepuiIHe KyaTyposoluke henujcke duiackose ox 25

cm? (Greiner Bio-One, 690160).
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Hakon noctuzama kordmyentaoctu hemuja (80-90%) y drmackoBuMa, ekcTpaxoBaH je
meaujym u henuje cy ucmpane 3 myra 1xXPBS-om. ¥V mmipy omrenspuBama henuja on
wiactTuuHe mojiore ¢uiacka, y ¢uackose je momaro mo 1 ml tpumcuna (Sigma-Aldrich,
85450C). henujcku (h1ackoBU Cy OCTaBJBEHU TOKOM 3-4 MUHYTa y MHKYyOaTOpy HaKOH 4era
je TOTBpAa OJJeIUbMBama henrja BH3yallM30BaHa YHNOTPEOOM HMHBEPTHOT MHUKPOCKOTIA.
Ongojena cycriensuja henuja je najbe kopuirheHa 3a eKCIICpUMEHTE.

Henocpenno npe excniepumenta henmje cy n3dbpojane kopumhemeM Opojada ca JBe
KOMope npu ueMy je nurnerupano 10 pl henujcke cycneHsuje UCHo/l MOKPOBHOT CTakja Koje
MOTIYHO TOKpHUBa 00e KoMope 3a Opojame hemmja. henuje ce Opoje y yeTupu KBaapara
HaKOH 4Yera ce M3pauyyHaBa Cpelilba BpeIHOCT Opoja henuja mo jegHom kBaapaty. [JoOujena
BpeaHocT Opoja henuja ce MHOXHM ca 10% mpu yemy ce go6uja 6poj hemuja y 1 ml hemujcke
CyCIIeH3H]e.

CemaM CHHTETHCAaHUX aHaJOra XajJKOHA Ha 0a3W BaHWIMHA M JEXUIPO3HHICPOH CY
MOKJIOH 0oJ1 cTpaHe npod. np 3opana ParkoBuha u meroBux capagnuka (Karenpa 3a xemujy,
[Ipupoano-marematuuku ¢akynrer, KparyjeBan), OOK je UWCIUIaTUHA KYyIJbEHA O]
Calbiochem (CAS 15663-27-1).

CBe ucruTHBaHe cymncranie cy pacrBoperne y DMSO-y (Sigma Chemical, ST. Lois,
Mo) no ykymaux kourenrpanuja ox 0,3 10 300 uM (Buzetu ciauky 14) , npu yemy duHaIHA
koHueHTpaurja DMSO-a nuje 6una Beha oz 0,5%.

XnopokuH je KymbeH ox Sigma Aldrich (C6628) u pactBopeH y IBOCTPYKO
JECTUIIOBAHO] BOJIM Yy KOHIIeHTparuju o1 20 UM.

I[IUTOTOKCHYHM M amonTOTHYHH e(eKaT HCIHMTHBAHHX aHaiora xaiakona (X1-X7)
MpeACTaB/baIM Cy HE3aBHCHE Bapujadie, 0K cy J0OHjeHH MapaMeTpu MOMEHYTOT edeKTa
MPEJICTaBIbaIA 3aBUCHE BapHujaliie OBOT HCTPAKHBAMA.

HutoTokcuunu edekaT HUCIUTUBAHUX cyNcTaHuu yTBpheH je kopumthemem MTT
TecTa HaKOH 24 u 48 yacoBa KyJITHBAIMje Pa3IMYMTUM KOHIICHTpaIljaMa aHajiora XaJKoHa
Ha Tpu Bpcte Tymopckux hemmja (HeLa, HCT-116, MDA-MB-231) u Ha 3apaBuM
¢udpobnactuma (MRC-5) y omHocy Ha Herperupane henmje. 3a oapehuBame cTeneHa
LUTOTOKCUYHE €(UKACHOCTH HCHUTHBAHUX aHajora XaJkOHa, Kao KOHTPOJIHE CYIICTaHIe
KopuIIheH! Cy IMCIUIATUHA U JIEXUIPO3UHTEPOH YHMjU CY LUTOTOKCHYHU €(PEeKTH Ha OBUM
TymopckuM hennjama Beh yrBphenu (onesmak: YBon).

Cnenehm Kopak y UCHHTHBakby AaHTUTYMOPCKOT JI€jCTBA aHajora XajKoHa
1oJIpa3yMeBao je yrBphuBame anonTOTUYHOT e€eKTa OHUX CYNCTAHLHU KOje Cy Ha jelHO] O]l

KopulIheHMX TYMOpPCKHX henujcKuX JIMHMja  HUCHOJbMIIE  CTAaTUCTHYKM  3HavajaH
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UTOTOKCUYHH e(eKar, y3 MUHUMAIHU CTAaTUCTHYKU 3HAYAJHOT IIUTOTOKCHUYHOT edekra Ha
henuje xymanux ¢pubpobdnacra.

Tun hemucjke cmptu (amomTo3a w/miu ayrodaruja) yTBpheH je Kopuimhemem
npotoune muromerpuje (flow) ymorpebom Annexin V-FITC u 7-amuHOakTuHOMUIMH D
O0ojema. Y mmwby yrBphuBama tHma hemujcke cmptu, HelLa u HCT-116 hemmje cy
WHKyOHMpaHe y nepuoay oj 48 dacoBa HCIUTHBAHUM CYIICTaHIIaMa y KOHIEHTpalujama Koje
onrosapajy 1Cso BpenHoctuma. IlporeHar amonToTHYHMX W HEKPOTHYHUX henmuja y y30pKy
yTBpheH je y oaHOCY Ha KOHTpoJiHe, HeTpeTupaHe HeLa n HCT-116 hennje.

Kao neo excnepumenrta, HakOH 24 YacoBHE MHKyOalMje MCIUTHBAHUX CYICTaHLU
BpIIIEH je KO-TpeTMaH MHXHUOUTOpoM ayrodaruje (xsopokuHoMm, CQ) y koHueHTpauuju ox 20
MM, kako OM ce yTBpAWJIO Jia JU Tpoliec ayrodaruje JOMPUHOCH ANONTOTUYHOM €(EeKTy
WCTIUTHBAHUX CYIICTAHIIH.

VY 1muiby MCIUTHBaKka MEXaHW3Ma arloNTo3¢ WHIYKOBaHE OJI CTPaHE HMCIUTHBAHUX
aHajora xajkoHa KopuinheHe cy meroje mpotoune nuromerpuje (flow) u diyopocuenTre
MHUKPOCKOTIH]E.

Meroga mpoTOYHE IMTOMETpUje KopwimheHa je 3a yTrBphuBame eKcrpecuje
pEeryaaTopHHX aloNTOTCKUX MpoTerHa Bax-a, Bcl-2 u kacmase-3 HakoH 24 yacoBHE
kynruBanuje HeLa u HCT-116 henmmja 1Cso kOHIIEHTpanMjamMa ceaaM aHaiora XajakoHa, JOK
je merona (yopecreHTHE MHUKpPOCKONHje KopuimheHa 3a yTBphuBame ekcnpecuje Bax-a,
Bcl-2 u kacmasze-3 mHakon 24 uyacoBHe kyartuBarnuje HeLa m HCT-116 hemmja 1Cso
KOHIICHTpalljaMa TPH CTPYKTYpHO pasnuuuta aHaiora xaikoHa (X1, X5 u X7). Kao nmeo
€KCIIEPUMEHTa, METOJIOM MPOTOYHE IUTOMETpHje oJpeleH je peraTUBHU OJHOC eKCIpecHuje
aHTu-anontotHyHor Bcl-2 u mpo-amontoruunor Bax nmporenHa y TpeTUpaHUM y OJHOCY Ha
KOHTpOJIHE, HeTpeTupane henuje y nuspy yrBphuBama MEXaHU3Ma aromnTos3e.

Hakon yrBphuBama Tuma henujcke cMpTH, Kao €0 OBOT MCTPaKMBamba WCIUTHBAHA
j€ YKJbYy4EHOCT mpolieca ayrodarvje MeTogoM (IyopeclieHTHE MHUKPOCKONUje HakoH 48
yacoBHe nHKyOanuje HeLa u HCT-116 henuja anano3uma xajlkoHa y KOHIIEHTpalyjama Koje

onrosapajy |Cso BpenHocTuma.

3.3. MTT TecT HIMTOTOKCHYHOCTH

[utoToKCHYHM edeKaT eKCHepUMEHTATHUX CYNCTaHUM YTBpheH je Kopuurhemem

MTT koJIOpUMETPH]CKOT TECTa.

38



[Mpuammn MTT Tecra ce 3acHUBa Ha peayKIUju KyTOT 3-(4,5-1MMETHITHAZ0II-2-1T)-
2,5-mudenunterpazonujym-OpoMuia 10  HEPACTBOPHOT  JpyOmuacTtor ¢opmaszana Yy
MeTa0OMMYKK  akTHBHMM  henmujama.  Peakuujy — peaykuuje  KaTanusyjy  €H3UMHU
MHUTOXOHPHjaTHE OKCUaopeaykTase koje npeacraBibajy NAD(P)H 3aBuche enzume (225).

MTT Tect ce Bpuin y MUKpOTHTap Iwiodama ca 96 Oynapa (96 Greiner Bio-One,
CLS6509). Hakon Tpuncunu3anuje u Opojama henmuja, kopuinhemeM MyITH(QYHKIIMOHATHE
(MyNTHKaHATHE) MHUIIETe y CBAKH OyHap je 3acejaH mojjexHak o6poj hemmja (5x10° hemuja mo
nyHapy). Hakon 24 u 48 wacoBa kynruBanuje Hela, HCT-116 u MRC-5 henuja anamo3uma
XaJIKOHa W KOHTPOJIHUM CYIICTaHllama y KoHueHtpamnujama ox 0,3 mo 300 pM, ykiomeH je
MeIHjyM U y cBaku OyHap je noxaato no 100ul pagnor pacrBopa MTT-a.

Paguu pactBop MTT-a je nobujen uz MTT mToka (Smg/ml) koju je pasdnaxkeH ca
DMEM-om y oanocy 1:10.

Hakon 2 waca uakyoOanwmje hemmja ca MTT pactBopom Ha 37°C y armocdepu ca 0,5%
CO», narpahenm kpucramm ¢(opmazana cy pactBopeHu momohy 100%-THOr IUMETHII-
cyndpoxcuaa (DMSO-a). MaTen3uteT Jpyondacte 0oje oapeheH je MepemeM abcopOaHI Ha
TajacHoOj AyKMHH o1 595 nm kopuinmhemeMm umrtada 96-mukpoTutap rmioda (Zenyth 3100,
Anthos Labtec Instruments).

KonnenTpamnmja ncnuTUBaHUX CyNCcTaHIM Koja oaroapa 1Cso BpenHocTiMa HakoH 24
u 48 vacoBa TpeTMaHa u3padyHare cy kopuihemem codrepa Microsoft Office Excel 2010,
ED50plus v1.0 wnmu GraphPad Prism 8. Ilpomenar murtoTokcMuHuX heiadja mM3padyHar je
kopuithemem ¢opmyne: Lutotokcuunocr (%) = (1 — (aGcopbaHla eKcriepuMEHTAIHE

rpyme/adbcopbaniia KoHTpoJHe rpyme) X 100).

3.4. Ilporouna ummToMerpuja - Annexin V-FITC Tect
amoNTOTHYHOCTH

Hakon yrBphuBama CTaTUCTHYKM 3HAa4ajHE IIMTOTOKCUYHOCTH HMCIUTHBAHHX
cyncraniy Ha HelLa um HCT-116 henmje, mcnuTHBaH je HHUXOB anonTOTHMYHM edekar
kopuihemeM npotoyne nuromerpuje mpumenom Annexin V-FITC/7-AAD 6Gojema.

docdaruanii-cepuH MpeacTaBba MOJIEKYS KOJU jeé MHKOpHOpUpaH yHyTap henujcke
MeMOpaHe M KoJ BUjaOwiHuX henuja opujeHTHCAH je mpema IUTOCOody henuje, TOK ce y
CTaaujyMy paHe amonTo3e henmuja OpujeHTHIIE MpeMa eKCTpalelyJapHOM IPOCTOpY MOJ
KaTaJIMTHYKUM JIeJCTBOM €H3uMa (hiMrasza U MHXUOMIMJOM €H3UMa aMHHO(OCHOIUIHIHUX

TpaHCJIOKa3a.
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IMpotrenn Annexin V-FITC uma Benuku aduHuTeT Be3uBama 3a (ocdaTuami-ceprH
KOJU je OpPHJEHTHCAH Ka CIoJballkheM Jeny (hochoMIUIHOT aBocioja hemujcke memOpaHe
armonTOTHYHUX henmuja mpu yeMy mpencTaBiba Mapkep 3a uiaeHtudukanujy hemmja y panom
craaujymy anonrtose (226). Hakon BesuBama Annexin V-FITC nporeuna 3a docharumami-
cepuH U moOyhuBama CBETIIOCTH aparoHCKOT Jiacepa (TanacHe ayxuHe 488 nm) emuryje ce
3eneHa 00ja yuMe ce HIeHTU(UKYje MPOICHAT aloNTOTHYHUX henuja.

[Iporenn 7-AAD mpexacraBiba MPOTEHH KOjU MMa BEJIWKH aQUHUTET BE3MBama 3a
monekyn DNK u Hema cmocoOHocT na nudyHayje Kpo3 ouyBaHy henujcky memOpaHy
BHjaOunHuX henuja u henuja y craanjymy paHe amornTose.

Haxon nHekpo3ze henuja nonasu 1o HapyliaBama MHTETpUTETa henujcke meMOpaHe,
mupyHaoBama Mojekyia /-AAD u MHKopnopHupama OBOI NMpoTeHHa u3Mel)y HYKIEMHCKUX
6a3a aBosanuanor DNK monekyna. Hakon moOyhuBama CBETIIOCTH eMUTYyje ce IIpBeHa 0oja
yiMe ce WICHTU(HKY]je MpolieHaT HeKpoTuuHux henuja. Takole, HapylaBameM HHTETpUTETA
henujcke memOpane mpotenH Annexin V-FITC mudynayje kpo3 henujcky memOpaHy npu
gemy ce FITC Be3syje 3a mostekynn DNK mTo npencrasiba Mapkep 3a uaeHTUGUKannjy hemnuja
Yy KaCHOM CTaJIijyMy ariorTo3e.

ITpema oBome, y ycinoBuma oxacyctBa Annexin V-FITC-a (3eneno 6ojewme) u 7-AAD
(pBeHO O0jeme) henuje cy BHjabuiHE; Y yCIIOBUMA MPHUCYCTBA 3€JICHE M OJCYCTBA I[PBEHE
0oje henuje cy y cramujymy paHe amornTo3e; y ycjloBUMa mpucycrBa obde 6oje hemmje cy y
CTaAMjyMy KacHE alonTo3€e; U y YCIOBHUMA OJICYCTBA 3€JIeHE U IIPHUCYCTBA IpBeHe 00je hemmje
cy HekpoTuuHe (227,228).

Hakon Tpuncunuzanuje u Opojema HelLa m HCT-116 3acejane cy y miode ca 24
6ynapa (Greiner Bio-One, 662160) npu yemy je y cBaku OyHap 3acejano 1x10° hemuja.
Hakon unkybanuje henmuja y mepuony oa 24 uacoBa, hemmje cy TpeTupaHe aHaIO3UMa
XaJTKOHA Y KOHTPOJHUM CyIICTaHIlamMa Yy KOHIEHTpanujama Koja oxaroBapajy ICso
BpPEAHOCTUMA 32 CBaKy UCIIUTUBAHY CYICTaHIly TOKOM 48 JacoBa.

Kako 6u ce ucnurano ma nu mpoiec ayrodaruvje JONPUHOCH MPOIECY arolTo3e,
HaKoH KynTuBanyje henuja y nepuoay oa 24 yacosa y jeHy €KCIIEpUMEHTAIHY I'PyIly A0AaT
je xiopokuH (CQ) y koHuenTpauuju og 20 pM.

Hakon 48 wacoBHe KynTuBanuje henmuje cy NIpeHeTe y enpyBeTe 3a MPOTOYHY
LHUTOMETPUJy M TpH TMyTa ucrnpaHe xiagHuMm PBS-om. Hakon wucnupama, henmje cy
pecycniennoBane y 100 pl xmamnor 1% binding buffer-a ( pactBop FACS buffer-a u
nectuiioBaHe Bojie y ogHocy 1:10), o6ojene onrosapajyhum 0ojama u HHKyOHpaHe y MpaKy y

nepuoay oxa 15 munyra. Hakon mHkyOamuje y cBaky enpysety je moxaro mo 400 pl binding
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buffer-a u mponenar anontornunux HeLa u HCT-116 henuja je aHanmusupan ynorpedom

npotouHor iuTomerpa Cytomics FC500 (Beckman Coulter, USA).

3.5. Ilporouna upUTOMETPHja — AaHAJW3a PeryJaTOPHUX
NPOTEHHA ANONTO3e

Y uwpy yrBphuBama amomnTOTCKOT CHUTHAIHOT IyTa ojpehuBaHa je eKcrpecwja
peryaaTopHux mpoTerHa amnontose, BCl-2, Bax-a u akTuBHE Kacmasze-3 HaKOH 24 4aCOBHOT
tpermana HelLa m HCT-116 henmuja 1Cso kOoHIIEHTpanMjaMa cejilaM aHaora XaJlkoHa.

Hakon wnkyOamuje, hemuje cy wmcmpane 3 myra xmagauMm PBS-om, a mortom
¢ukcupaHe u mnepMeadbMIN30BaHEe KopulIhemeM (QHUKCAIMOHOT U IepMeabuIn3aluoHOr
komruiera (Fixation and Permeabilization Kit, eBioscience, 88-824-00).

Hakon mnepmeabmmm3anuje henuje cy HWHKyOMpaHe MNPUMapHUM aHTUTEIHMa Y
neproy o1 20 muHyTa y pazonaxemy 1:500 (anTHTeno pasdmaxeHo y PBS-y): anTuteno 3a
Bcl-2 (anti-Bcl-2), antureno 3a kacmasy-3 (anti-caspase-3) um aHTHTeIO0 3a aKTUBHH Bax
(anti-Bax). Hakon wunkybOanuje, mogar je PBS, a nHakoH meHTpudyrupama H OJUIHBamba
cynepHaranta hemmje cy pecycnengoBane y 100 pl PBS-a. Hakon oBora, hemwmje cy
uHKyOMpaHe cekyHmaapHuM antutenom Alexa 488 (11001, Invitrogen, USA) y pasomaxermy
1:1000, y mepuony ox 15 munyra y Mpaky. Hakon nnkyOarije u moHOBHOT ucnupama PBS-
oM, HeHTpudyrupama 1 OJIMBamka CyrnepHaranTa, henuje cy pecycrnengosane y 300 pl PBS-
a W aHamusupaHe Ha mporouHoM nutometpy (flow). Excmnpecuja Bcel-2, Bax-a u aktuBHE
Kacmase-3 aHanu3upaHa je kopuiihemeMm codTBepa 3a mporouny uroMerpujy (Flowing
Software 2). Huremsurer ¢ayopecuennuje (IF) henmmja 3a peryngaropHe amontoTcke

MMPpOTECHUHC U3pavYyHaAT je Y OAHOCY Ha UHTCH3UTCT Q)nyopecueHque HU30THUIICKC KOHTPOJIC.

3.6. dayopecneHTHA MHMKPOCKONHja — oapehuBame excmpecuje
peryJaTopHuX NPOTeUHA anonTo3e

VY by NOTBpAE MeXaHHM3Ma aronTo3e MeToA0M (IyOopeclieHTHE MUKPOCKOIUje
yTBpheHa je ekcrpecuja M JoKajlu3aluja KJbyYHUX INPOTEHHA anonTo3e HakKoH 24 4acoBHOT
tpermana HelLa u HCT-116 hemuja ICso KOHIEHTpauujama TpU CTPYKTYPHO pasiHuUTa

agasiora xankoHa X1, X5 u X7.
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3a onpehuBame eKcHpecHje peryJaTOpHUX amoONTOTCKUX IMPOTEHHA METOJIOM
GiryopeciieHTHe MUKPOCKOIHKje KopHIheHe ¢y cTakieHe Jpycnuiie (Coverslips) kao mosora
3a henuje.

[Ipe 3acejaBama henuja crakiiene Jpycnuie cy crepuincane 80%-THUM €TaHOJIOM U
ocylieHe Haj miaMeHoM. [1oToM cy crepuiincane CTakjeHe JbYCIHUIE MPeHeTe y mioYe ca 24
Oynapa. Hakon Tpurnicuuu3zamnuje u Opojama, henmje cy 3acejaHe Ha CTakJICHE JbYCIUIE TIPH
YeMy je Ha cBaKy Jbycnmily 3acejano 1x10°hemuja. Hakon kynrusarnuje henmja ncnutuBannM
CyICTaHIlamMa y Mepuoay oj 24 dacoBa JbyCHHIlE ca hemujama Ccy ucrpaHe 2 myTa XJIaJHUM
PBS-om u puxcupane 4%-tHuM Gopmannexuaom y nepuoay oa 30 MunyTa.

Hakon ¢uxkcamuje, henuje cy ompane 3 nyra y PBS-y u nepmeadmimzoBane 0,2%-
tHUM pactBopoMm Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379). Hakon nepmeabunu3anuje hemuja u
ucnmpamwa PBS-om henuje cy Tokom 10 munyra 6iokupane mydepom (blocking buffer) koju
caapxu 0,1% Tween 20 u 10% FBS-a y PBS-y. Hakon unkyOamuje henuwja n yknamama
blocking buffer-a, henuje cy nakyoupane Tokom 1 yaca mpuMapHUM aHTHTEIMMa 3a BCl-2,
Kacmasy-3, aktuBHU Bax u f-axtun (#076, K4840; Sigma Aldrich; Germany) y pazonaxemy
1:100 (anTHureno paszomaxeno y blocking buffer-y). Hakon unky6aruje, henuje cy omnpane 3
nyra y PBS-y u uakybupane tokom 30 MUHYTa y MpaKy CEKyHIapHUM aHTHTeInMa Alexa
488 i Alexa 594 (moxson ap Jbynke MBanumesuh, Canada, Ottawa) y pasonaxkemy 1:200.

Hakon wnkyOamuje henuja cekyHIapHUM aHTUTENIMMa, JbyCNHIE ca henmujama cy
ompane 3 myra y PBS-y, 3 myra y nymio nectuinoBanoj Boau. HakoH ucnupama, cTakicHe
JbYCIIUIIE CY 3aJIeNJbCHE TIUIEPOJIOM Ha MOKPOBHA CTAaKJa Ha CTPaHU HA KOjoj cy hemwmje
Onse 3alerbeHe 3a MOUIOry M IocMaTpaHe Ha MuUkpockomy mapke Olympus, momen BX51
o yBenudameM 400X m 1000%. MHTEeH3UTET (iiyopecueHije mepeH je momohy ImageJ

codTBepa.

3.7. CtaTHCTHYKA aHAJIHN3a MOAATAKA

[Tomanu cy mpeacTaBibeHU Kao Cpeliiba BPeIHOCT + craHgapaHa aeBujanuja (SD) 3a
TpH TOHOBJbEHA TOjeMHAYHA eKkcriepuMeHTa. CTaTucThuka oOpaja mojaTraka aHajau3upaHa
je ymotpebom mporpamckor nakera SPSS (Bepsuja 20), rae cy mojaamu Koju Cy MpaTHIIA
HOPMAJIHY pacrojieny aHaau3upanu momohy Student-oBor T-Tecta, J0K Cy MOJAIM KOjH HUCY
npaTHIM HOpMalHy pacnojeny aHanusupanu nomohy Kruskal-Wallis-osor tecra. 3a o6pany

nojaraka cyme paHroa kopuinheH je Hemapamerpujcku Mann-Whitney-jes Tecr.
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CTaTUCTHYKH 3HAYajHUM DPE3Yy/ITaTHMa Cy C€ CMAaTpalld OHU PE3yATaTH YHja je P BPEIHOCT

Ouna Mama Wiy jennaka Bpeanomihy 0,05.

4. Pe3yaratu

4.1. AHa/I03U XAJKOHA HCNO/bABAjJy e(PUKACAH HUTOTOKCHUYHU
eexar Ha TyMOopckuMm henmjama

Jenan on musbeBa oBe CTyauje OMO j€ MCTIMTHBAKE ITUTOTOKCHYHHX edeKkara celaam
ananora xankoHna (X1-X7) na Tpu BpcTe TymMopckux henmja xymanor mopekia (HelLa —
henmjcka nmHUWja ageHokapuwHoMa mnepBukca, HCT-116 — henmjcka nwHMja KapImHOMA
konona, MDA-MB-231 — henujcka JinHAja aJieHOKapIIMHOMA JIOjKe), U Ha KOHTpOJIHE hemuje
Koje cy Omte 3apase henuje xymanux pudbpoodiacta miyha (MRC-5).

VY 1muiby UCIHUTHBama W yrnopehuBama MUTOTOKCHYHOT eeKTa aHaiora XallkoHa Ha
TyMopcke hemuje, y CTyIuju Cy ce Kao KOHTPOJIHE CYIICTaHIle KOPUCTHIIE IcIuiaThHa (CisPt)
U Aexuapo3uHrepoH (AX3) umju cy UUTOTOKCUYHU e(eKTH Ha TYyMOPCKMM henmjama
OTIMCaHU Y MHOTOOPOJHUM CTyaujaMa (0/1eJbaK — YBOJ).

[uToTOKCHYHHM €(pEeKTH WCIUTUBAHUX CYNCTAHIM aHAIM3HpaHu cy metogom MTT
TecTa BUjaOmIIHOCTH henrja Koju ce 3aCHUBA Ha PEAYKIUJU KYTOT TETPA30JIMjyM OpoMHaa JI0
JpyOmvactor ¢opmazaHa y meTaboiquyku akTuBHUM henujama. Hakon 24 u 48 yacoBHOT
TpeTMaHa  pa3JIMYUTAM  KOHIICHTpallMjaMa  aHajora  XajKoHa, [IUCIUIATHHE U
nexunposunreposa MTT tecrom oxapehen je mpouenatr (%) BUjaOMIHUX TYMOPCKUX U
3npaBux (koHTposnHux) henuja. Hakon onpehuBama BujaOmiHOcTH henuja, u3padyHart je
UTOTOKCUYHN edeKkaT HCIUTHBAHUX CYICTaHIM Ha henuje kopuirhewmeM dopmyre:

nuToTokenyHocT (%) = 100 - % BujaOunnux henuja.

4.1.1. YrephuBawe UHMTOTOKCMYHHUX edekaTra aHajora XajaKoHA,
HUCIVIATHHE W JAeXHIPO3MHIEPOHA HAa TPH Ppa3IuYuTe BpCTe
tymopckux heauja HelLa, HCT-116 u MDA-MB-231
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UcnutuBann xankoH (E)-1-(4-xumpokcu-3-MeToKCH(pEeHM)-5-MeTHiIxeke-1-eH-3-0H
(X1) npexacTaBiba NPBU XAJIKOH Y CEPUjU UCITUTHBAHUX aHAJIOTA XAJIKOHA KOJU je CHHTETHUCAH
de NOVO o BaHWIMHA Kao TOJIA3HOT jeMibeHba. Ycie Tora, XxaukoH X1 mpeacraBiba MpBH
XaJKOH OBOT MCTPAKUBamka YHMjU j€ MCIUTUBAH HUTOTOKCHYHHU e(dekaT Ha TpH pa3iuyuTe
Bpcre TymMopckux hemmja (HeLa, HCT-116 u MDA-MB-231), xao u edekar Ha XymaHe
¢udpooacte miyha (MRC-5).

Pesynratn oBOr HCTpaxkuBama NOKa3ald Cy Ja aHaior xainkoHa X1 wncrnoseaBa
CTaTUCTHYKHU 3HA4YajaH JJO3HO U BPEMEHCKH 3aBHCaH IIUTOTOKCHUYHU edekaT Ha HeLa u HCT-
116 henuje.

Hakon 24 wu 48 wuyacoBHor TpermMaHa XxainkoH X1, y CBUM HCIUTHUBAaHUM
koHneHTpamujama (0,3, 1, 3, 10, 30, 100 u 300 uM), ucnospaBao je CTATUCTUYKU 3HAYajaH
mutotokcnyHn edexkar Ha HeLa m HCT-116 hemmje (p<0,05), mpu uyemy HHje MOKa3ao
CTAaTHCTUYKU 3HAuYajaH IMUTOTOKCHYHHM edekaT Ha KoHTpoiHe Tj. 3apaBe MRC-5 hemmje y
WCIIUTUBAHUM BpeMeHCKUM uHTepBasmma (p>0,05) (Cnuka 14).

[Toehame muToTOKCHYHOT edekara ananora xankoHa Ha HelLa m HCT-116 henuje
OWJIO je y TMPEKTHO] KOpelanuju ca nmosehameM KOHIICHTpaluje.

Hakon 24 u 48 yacosa uakybanuje MDA-MB-231 henuje nmoka3zasne cy pe3uCTeHTHOCT
Ha pazimunte KoHreHTpamuje X1 y nopehemy ca HeLa u HCT-116 henujama. Xankon X1 je
Tek npu KoHieHTpamujama oa 100 m 300 UM wucmospaBao CTAaTHCTHYKH 3HavyajaH
uToTokcnuan eexkat Ha MDA-MB-231 hemuje (p<0,05).

[Tocne 24 yacoBHor TpertMana Hela henuja pa3nmuyuTUM KOHIIEHTpAIMjaMa XaJIKOHa
X1 ox 0,3 no 30 pM, OMTOTOKCHMYHOCT je mM3HOcHia ox 21,66 mo 65,39% y omHOCy Ha
KoHTposiHe, Herpetupane HelLa hemuje (Cnuka 14A). Hakon 24 yacoBHOT TpeTMaHa
koHuenTpanvjama X1 ox 100 u 300 pM nHa Hela henuje HUTOTOKCUYHOCT je M3HOCHIIA MPEKO
80% (3a xonmentpamujy on 100 PM muTtoToKcMuHOCT je wu3Hocwia 80,47%, u 3a
KoHLeHTpauujy ox 300 UM muroTokcuuHoCT M3HOcHIA je 89,64%) y olHOCY Ha KOHTPOJIHE,
nerperupane HelLa henuje (Cnuka 14A).

Haxon 48 uvacoBHe mHkyOanuje Hela henuja anamorom xankoHa X1 IUTOTOKCHYHU
edekat kperao ce oa 43,79 no 90,32% (za 0,3 UM = 43,79%; 3a 1 pM = 48,10; 3a 3 uM =
51,95%; 3a 10 UM = 58,49%; 3a 30 UM = 66,36%; 3a 100 uM = 89,92%; u 3a 300 UM =
90,32%) (Cnuka 14Bb).

Haxon 24 vacoBne kynaruBanuje HCT-116 henuja xoHueHTpanujama xankona X1 on
0,3 u 1 UM, uuToTOKCHYHU edeKaT HHje MOKa3a0 CTAaTUCTHUKY 3HaudajaHocT (p>0,05) (3a 0,3

MM — 11,77%, u 1 pM — 12,51%) (Cnuka 14B). Melytum, HakoH 24 yacoBHE KyJITHUBaIIU]je
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HCT-116 henuja xonuentpanujama xankona X1 (3, 10, 30, 100 u 300 pM), TUTOTOKCUYIHH
epekar OMO je CTaTUCTHYKM 3Ha4YajaH y OJHOCY Ha KOHTposiHe, Herpetupane HCT-116
henmje (p<0,05) (3a 3 UM — 29,67%, 10 uM — 53,34%, 30 uM — 53,37%, 100 uM — 53,47% u
300 uM — 70,27%).

Hakon 48 gacosne nakyOanuje HCT-116 henuja ca X1 nuroTokcuunu edekar 6o je
CTATHCTUYKW 3HA4YajaH Yy OJHOCY Ha KoHTpoiHe, Herperupane HCT-116 hemmje
(IIMTOTOKCUYHOCT ce KpeTaina y orcery o1 47,55% no 82,29%, p<0,05) (Cauka 14T).

Hakon 24 u 48 uvacoBnor tpetmana MDA-MB-231 henuja xonuenrpammjama X1 y
oncery ox 0,3 no 30 UM Huje OUIO0 CTATHCTHYKHU 3HA4YajHOT MoBehama IUTOTOKCHYHOCTH Y
onHocy Ha KoHTponHe, Herpetmpane MDA-MB-231 hemuje (p>0,05). Mehyrum, HakoH
tpermana MDA-MB-231 henuja ca xornenTparujama X1 ox 100 u 300 UM, IUTOTOKCHYHOCT
je Ouna cTaTUCTUYKH 3HadajHa (3a KoHIeHTparnujy o1 100 UM MUTOTOKCHYHOCT jé U3HOCHIIA
27,39% naxon 24 ygaca u 48,00% HakoH 48 yaca TpeTMaHa, J0K je 3a KoHIeHTpalujy ox 300
MM nuroTokcuuHocT Ouna 57,12% nHakon 24 yaca um 62,29% HakoH 48 uyaca TpeTMaHa,
p<0,05), mTo yKa3yje Ha TO Ja HE MOCTOJU BPEMEHCKA 3aBUCHOCT NMUTOTOKCHYHOCTH X1 Ha

MDA-MB-231 henuje (Cnuka 14]] u 'b).
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Cimka 14. Iutotokcuunu edpektu anajora xankona X1, CisPt u /X3 na HeLa, HCT-116,

MDA-MB-231 u MRC-5 henuje HakoH 24 u 48 4acOBHOT TpeTMaHa.
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Wukybanmja koutposnux 3apaBux MRC-5 hemuja ca cBUM uCIHTHBAaHUM
KOHIIEHTpalMjamMa aHajora xainkoHa X1 HHje JoBena J0 CTaTUCTHYKH 3Ha4dajHOT noBehama
IUTOTOKCHYHOCTH TOKOM HCIIMTHUBAHUX repuoaa uakyoanuje (p>0,05) (Cnuka 14E u X).

Hakon wcnuTtHBama IUTOTOKCHYHOT edekra anHanora xankoHa (X1) Ha Tpum
paznuuMTe BPCTe TYMOpPCKUX hemwmja, cnemehw Kopak crymuje OHO je HCIUTHBAE
IIUTOTOKCUYHKUX edeKkara OCTalIWX aHajora XajikoHa y cepuju jemumema: (E)-1-(3,4-
IUMETOKCU(eHm)-5-MeTminxeke-1-ea-3-on  (X2),  (E)-1-(4-etokcu-3-meTokcudenun)-5-
metmixekc-1-en-3-on (X3), (E)-1-(4-uzonpomnokcu-3-metokcudpenun)-5-mMmerunxekc-1-ex-3-
oH (X4), (E)-1-(3-metokcu-4-nponokcudenmn)-5-mermnxekc-1-ea-3-on  (X5), (E)-1-(4-
OyToKCcH-3-MeTOKCU(EHMI )-5-MeTHIIXeKC-1-eH-3-0H (X6), (E)-1-(4-(6en3unoxcu)-3-
MeTOKCU(EHWT)-5-MeTxeKkc-1-eH-3-00 (X7), Ha TpU pa3IuduTe BPCTE TYMOPCKUX henuja
HelLa, HCT-116, MDA-MB-231, nok cy kao KoHTpoJHe henuje kopumheHn 37paBu XyMaHH
¢udpoodmactu (MRC-5) (Cruke 15-20).

UcnuruBann xankonu X2-X7 UCTOJbaBAIH Cy CIMYaH MUTOTOKCUYHU eeKaT Ha TPH
paznmuuuTe BpCTe TYMOPCKUX henuja kao u xankoH X1.

CBU HCIUTHBAHU aHaNO3U XaiukoHa (X2-X7) mokazanu cy e(puKacHe ITUTOTOKCUYHE
edexre Ha HeLa m HCT-116 henuje nHakon 24 u 48 uwacoBa mHkyOamuje. Hajepukacuuju
LIUTOTOKCUYHU e(eKaT CBH HCIUTHUBAHU aHAJIO3M XaJKOHA HCMOJbaBaTU Cy HakoH 48
yacoBHOT TpeTMaHa Ha Hela hemwmje, mpu demy ce mporeHaT IUTOTOKCUYHOCTH HAKOH
TpeTMaHa HajBUIIUM KOHIIEHTpanujama ucrnutuBaHux xaiakoHa (100 u 300 UM) kpetao on
83,52 no 95,97% (3a X2 100pM — 87,57% u 300uM — 92,71%; 3a X3 100puM — 83,52% u
300puM — 92,76%; 3a X4 100uM — 90,67% u 300uM — 95,97%; 3a XS 100puM — 90,68% u
300uM — 93,16%; 3a X6 100uM — 89,57% u 300uM — 91,81%; u 3a X7 100uM — 87,97% u
300uM — 90,42%).

[Tocne uctor MO3HOT U BPEMEHCKOT MHTEpBaJia MPOIeHAT IIUTOTOKCUYHOCTH aHaiora
xankoHa (X2-X7) 3a HCT-116 henuje xperao ce ox 67,81 mo 85,76% (3a X2 100uM —
78,41% u 300uM — 85,20%; 3a X3 100puM — 73,84% u 300uM — 85,48%; 3a X4 100uM —
76,90% u 300uM — 85,40%; 3a XS5 100puM — 70,44% u 300uM — 85,76%; 3a X6 100puM —
84,07% 1 300uM — 84,90%; u 3a X7 100uM — 67,81% u 300uM — 74,85%).

Wnak, HakoH 24 u 48 wyacoBa kyntuBaiuje MDA-MB-231 hemuja paznuuutum
KOHIIEHTpalMjama ucnutuBanux cyncraniy (ox 0,3 mo 300 pM), npumeheno je na MDA-
MB-231 henuje mokasyjy oapel)eHM cTeneH pPE3UCTEHTHOCTH HAa XaJKOHE, NpU YeMy je
CTaTUCTMYKM 3HA4yajHO noBehame IUTOTOKCMYHOCTH HWCHUTHBAHUX CYICTAHIM OMio
NpUMETHO Tipu KoHIeHTparmjama o 100 u 300 uM (p=<0,05).
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Ilocne o0a BpemeHCKa HHTEpBaja HWHKyOauuje 3ApaBUX henvja HCHOUTHBAHUM
cyncrannama (X2-X7) y npuMemneHIM KOHIIEHTpaIijaMa HUje OMI0 CTATUCTHYKU 3HAYajHOT
uToToKCH4HOT edekra, p>0,05, y oqrocy Ha Herpetupane MRC-5 henuje (Cauka 15-20).

Tpermanu HelLa, HCT-116 u MDA-MB-231 henuja uucmiarudom (CisPt) y Huckum
KOHIICHTpanyjaMa TOKOM 24 4acoBa HHUCY JOBEJH JJO CTATUCTHYKH 3HAYajHOT IUTOTOKCUYHOT
edekTa y 0JJHOCY Ha ojroBapajyhe kortposHe, Herperupane hemuje (Cruka 14A, B u ).

Hakon tpermana Hela henuja xonmentpamujama mucruiatuae on 10 mo 300 uM
TOKOM 24 baca, JIONUIO je J0 CTaTHCTUYKH 3Ha4dajHor moBehama nurorokcuuHoctd (p<0,05)
(ox 10 pM — 45,61%, 30 pM — 51,77%, 100 pM — 54,92 u 300 UM — 59,93%) y onnHOCY Ha
Herperupane HelLa henuje (Cnuka 14A). Takohe, nakon 48 uvacoBHe nMHKyOaumje Hela
henuja xoHuentpanujama nucmiatude ox 10, 30, 100 u 300 UM uMTOTOKCHYHOCT je Ouia
CTaTUCTHYKHU 3HayajHa (IIMTOTOKCHYHOCT ce KpeTana y orcery oxa 48,58 mo 64,97%, p<0,05)
y oiHOCY Ha HeTpetupaHe Hela henuje y ucrom Bpemenckom uaTepBary (Ciuka 14B).

Hakon 24 wacoue mukybaruje HCT-116 henuja koHIleHTpanyjamMa MHUCIIATHHE O
10 mo 300 MM mporleHaT HUTOTOKCHYHOCTH OWO je crarucThukd 3Hadajad (p<0,05)
(LIMTOTOKCUYHOCT ce KpeTaisia y omcery of 46,76 no 63,39%) y ogaocy Ha HeTpetupane HCT-
116 hemmje (Cnuxa 14B). Mehyrum, Hakon 48 uvacoHe wunHkyOanmmje HCT-116 hemuja
[IUCIUIATHHOM y KOHIICHTpauuju o1 3 UM, NUCIUIaTHHA je UCTOJbUIIA CTATUCTHYKY 3HAa4YajaH
uutorokcnyHu edekat (40,47%) y onHocy Ha koHTpoJHe henuje (p<0,05). Takohe, nocne 48
gacoBa TpetmMaHa HCT-116 henmja xonnentpanmjama nucrmataae (og 10 go 300 uM)
LUTOTOKCUYHOCT ce Kperana y omcery oa 51,30 mo 79,32% y oanocy Ha koHTpoiy (Cnuka
147).

Tperman MDA-MB-231 henuja mucriatuHoM y KoHneHTparjama o 30, 100 u 300
MM TokoM 24 uacoBa pe3yroBao je CTATUCTUYKH 3HAYAjHUM LUTOTOKCHYHHM e(peKaToM
(p<0,05) (30 pM — 28,94%, 100 pM — 56,32% u 300 UM — 65,78%) y omHOCy Ha
nerperupane, koutposne MDA-MB-231 hemuje (Cnuka 14]1). Takohe, nakon 48 yacoBHOT
tpetmMana MDA-MB-231 henuja HuUCKMM KOHIIEHTpalHjaMa LUCIUIATUHE HHjEe JOULIO [0
CTaTUCTMYKU 3HAYajHOT IMTOTOKCHYHOr edekta (p>0,05), MoK mpH KOHIEHTpalnujama
nucmatuse (y omncery o 10 o 300 UM) IUTOTOKCHMYHOCT je OuJia CTATUCTHYKY 3HaYajHa y
oJlHOCYy Ha HeTpeTupaHe, koHTposHe MDA-MB-231 henuje (p>0,05) u xperana ce y omncery
on 24,85 no 68,13 uM (Cnuka 14D).

Hakon 24 u 48 yacoBHe uHKyOamuje 3/1paBuX henrja HUCKMM KOHIEHTpalujama
LUCIUIATUHE LIMTOTOKCMYHOCT HHUje Ouia craTucTMuku 3HayajHa (p>0,05). Mehyrum,

unkybanuja MRC-5 henuja konnentpauujama nucratuae ox 30, 100 u 300 UM nmoBena je
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JI0 CTaTUCTUYKH 3Ha4yajHOT noBehama muTorokcnyHoctu (3a 30 UM — 22,11% nakoH 24 gaca
u 36,41% nakon 48 vacosa; 100 UM — 27,46% naxon 24 yvaca u 55,25% nakoH 48 4acosa; u
300 pM — 51,52% nakon 24 waca u 58,20% nakoH 48 uwacoma, p<0,05) y omHocy Ha
nerperupane MRC-5 henmje (Cnuka 14E u X).

Ha ocnoBy pesynrata ananuzupanux MTT Tectom, cBu xankonu X1-X7 ucnospaBanu
Cy CHaXHHJU IUTOTOKCHYHM edekar Ha henmuje mepBukca y mopehemy ca mHMCIUIATHHOM
ToKOM 00a BpeMeHcKa nHTepBasia. Hanme, mpumenom xoHueHTpamnuje ox 3-10 UM xamkoHa
X1-X7 ToxoMm 24 yacoBa Ha Hela henuje pesynrosano je noBehame TUTOTOKCUYHOCTH MPEKO
50%, nox je uctu edexar HaKOH 24 yacoBa LIMCIUIATHHA MCIOJbUIIA TEK MPU KOHLEHTpaLWju
on 10 mo 30 pM. Hakon 48 wyacoBHor Tpermana Ha Hela hemnje mnosehame
uToTokcnaHocTH o011 50% xankonu X1-X7 y3pokyjy Beh npu koHmeHTpanujama o 1-3 UM,
JIOK je HWCTH edeKkaT HaKOH MOMEHYTOI TpeTMaHa IMCIUIaTHHA Y3pOKOBajla TEK MpH
KoHIeHTpanuju ox 10 UM. Mehyrum, Tokom 24 u 48 uvacoBHmx Tpermana Ha HCT-116
henuje cBM wucnuTHBaHU aHano3u XankoHa X1-X7 W UUCIUIaTHHA WCIOJbaBajy CIMYaH
UTUTOKCUYHU edekaT npu yemy noBehame IUTOTOKCHYHOCTH o7 50% y3pokyjy y
koHneHTpamujama ox 3-10 uM. JlerassHuje mopeheme xankona X1-X7 y omHocy Ha
nucriatuHy onpeheno je Ha ocHoBy m3pauyHaTux |Cso BpeTHOCTH M OMHCAHO j€ y OJIeJbKY
4.1.3. ICso BpemHOCTH peepEeHTHUX CYIICTAHIIH.

Cneneha pedepeHTHa CyINCTaHIa YHjU jeé LHUTOTOKCHMYHU edeKaT HCIUTHBAH H
ynopehuBan ca edexktuma xankoHa, Omo je nexuaposumHrepon (/X3). Hajmpe je Omo
WCIIUTHBAH IUTOTOKCUYHU edeKkar Aexuapo3uHrepoHna (y konmeHtpamujama oxa 0,3, 1, 3, 10,
30, 100 u 300 uM) y mepuoay on 24 yaca Ha Hela henuje.

Pesynratn cy mokazayim ga  TpermMan Hela henmja  koHIeHTparujama
nexuaposunrepona oa 10 go 300 UM pesynryje noBehameM HTUTOTOKCHYHOCTH (32 10 UM —
42,45%, 30 uM — 56,72%, 100 pM — 74,33% u 300 UM — 81,36%) y oqHOCY Ha KOHTPOJIHE,
nerperupane Hela henuje (Cnuka 14A). Takohe, nakon Tpermana Hela henuja
KOHLIEHTpanyjama aexuaposunrepona ox 10 go 300 UM y mepuony ox 48 dyacoBa
IIUTOTOKCUYHOCT je u3Hocuia o1 59,25% no 98,57% y ognocy Ha HeTpetupane Hela henuje
(Cnuka 14B). Mehyrum, 0,3 1 1 UM KOHIEHTpauuje NeXUAPO3UHIepOHA HUCY HCIIOJbHIIE
CTaTUCTMYKU 3HayajaH IUTOTOKcMYHU edekar Ha HCT-116 henuje Tokom 00a BpeMeHCKa
WHTEpBaJIa.

[Tomrro je ucniutuBano nejctBo X3 npema Hela henuje, cienehum exciepumeHTOM

ucnutuBad je epexat X3 na HCT-116 henuje.
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Hakon 24 u 48 wacoBue kyntuBanuje HCT-116 henuja xoHIeHTpanujama
nexuaposunrepona og 3 g0 300 UM LMTOTOKCHYHOCT je OWJia CTaTHCTUYKH 3HadajHa
(p<0,05) (naxon 24 yacoBHe UHKyOanuje hemauja MUTOTOKCUYHOCT je Ouia y orcery o 23,67
no 74,28%, nok je HakoH 48 wacoBHe WHKyOamuje henwja MUTOTOKCUYHOCT CE€ KpeTana y
orcery oxa 51,89 no 84,73%) y omnocy Ha Herperupane HCT-116 henmuje (Cruka 14B u I).
WNnak, 3a pasmuky on 48 wacoBHor Tpermana /J[X3-a Ha HelLa hemuje, 0,3 u 1 uM
koHnenrpamuje /JX3-a ma HCT-116 henuje wucnospmiie Cy CTaTHUCTHYKU 3HAdYajaH
urotokcnunu edekar (p<0,05).

Hakon wucrnmtuBama muroTokcnvHor edekra /X3 na HelLa m HCT-116 henwje,
HapeIHOM EKCIIEPIMEHTOM HCIHUTHBAH je HeroB IMUTOTOKcM4HM edexatr Ha MDA-MB-231
henmje. Pesynratn oBor excmepuMenTta cy mokazamu ga MDA-MB-231 hemuje mokasyjy
PE3UCTEHTHOCT y OJHOCY Ha pPa3IMYWTe KOHIEHTpAIHje NEXUAPO3UHTEPOHA Yy TIEPHOIY
nHKyOammje on 24 u 48 gacosa (Cnuka 14]] u D). Hanme, nakon nakyoanuje MDA-MB-231
henuja xoHUEeHTpauujama aexuapo3unrepona oa 0,3 no 30 UM HUTOTOKCHMYHOCT HUje Ouia
CTaTUCTUYKM 3HauajHa y nopehemy ca KoHTpoiaHUM henujama. Ilocne 24 yacoBa TpeTmaHa
MDA-MB-231 hemnja 100 UM KOHIIEHTpAIHMjOM ACXHUIPO3UHTEPOHA ITMUTOTOKCUYHOCT j&
6una cratuctuuku 3HauajHa (p<0,05) u wm3Hocuna je 35,22%, a 3a 300 UM wuzHOCHIA je
37,56%, nox wHakoH 48 wuacoBHe kyntuBauuje MDA-MB-231 hemmja 100 pM
KOHLIEHTPALIMJOM JAE€XUJIPO3UHIepOHa IIUTOTOKCUYHOCT je u3Hocuna 34,33%, a 3a 300 uM —
38,21% (me mocroju BpeMeHcka, Beh camMo J[03Ha 3aBUCHOCT IIUTOTOKCHUYHOCTHU
nexunpo3unrepona Ha MDA-MB-231 henwuje).

Ha ocnoBy pesynrara anamusupanux MTT TectoM, CBM HCHUTHBaHM aHaIO3U
xankoHa X1-X7 ucnospaBajy edpukacHuje nurorokcuune edexre Ha HelLa hemuje y omgnocy
Ha /[X3, nok cy uurorokcuunu epexty X1-X7 Ha octane Tymopcke henuje OMau ciauyHM ca
edexToM aexunpo3uHrepona. JlerassHuje nopeheme IMUTOTOKCHYHOT e(eKTa HCIUTUBAHUX
xankoHa X1-X7 y ogHOCY Ha AeXUAPO3UHTEepoH oapeheHo je Ha ocHOBY m3pauyHatux |Csg
KOHIIEHTpallKja 1 onucaHo je y ozesbky 4.1.3. 1Cso BpeqHocTu peepeHTHUX CYICTaHIH.

WukyOaruja MRC-5  henmja  cBUM  HMCIUTHUBaHUM KOHIIEHTpalKjaMa
JIEXUIPO3UHIEpOHA  HHUje  pe3ylIToBala  CTaTUCTUYKM  3Ha4yajHuM  noBehameMm
LIUTOTOKCUYHOCTH y 00a BpeMeHcka unrtepsaia (p>0,05), y onHocy Ha Herpetupane MRC-5

henuje (Cnuka 14E u X).
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Cauka 15. [{utorokcnynu edextn X2, nuciiiaTUHE U aexuapo3unrepona na HelLa, HCT-

116, MDA-MB-231 u MRC-5 henuje HakoH 24 u 48 4acOBHOT TpeTMaHa.
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Cauka 16. LluroTokcnuHu eQeKkTH aHaiora xajakoHa X3, MUCIUIATHHE U JEXUAPO3UHTEPOHA

Ha HelLa, HCT-116, MDA-MB-231 u MRC-5 henuje nakon 24 u 48 yacoBa TpeTMaHa.
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Cauka 17. Hutorokcnunu edextn X4, mucmiaTiuHe U Aexuapo3unrepona Ha Hela, HCT-

116, MDA-MB-231 u MRC-5 henuje HakoH 24 u 48 4acOBHOT TpeTMaHa.
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Cauka 18. [utoroxkcnunn edextn X5, mucmiatuHe U Aexuapo3unrepona Ha Hela, HCT-

116, MDA-MB-231 u MRC-5 henuje HakoH 24 u 48 4acOBHOT TpeTMaHa.
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Cauka 19. HuroTokcuunu edekTy HUCIUIaTHHE U Aexuapo3uHrepoHa Ha Hela, HCT-116,

MDA-MB-231 u MRC-5 henuje HakoH 24 u 48 4acOBHOT TpeTMaHa.
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Cauka 20. [utoroxkcnunn edextn X7, MUCIIATHHE U Aexuapo3uHrepona Ha Hela, HCT-

116, MDA-MB-231 u MRC-5 henuje HakoH 24 u 48 4acOBHOT TpeTMaHa.
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4.1.2. 1C50 BpeanocTH aHAIOra XaJIKOHA

HakoH wucnuTtvBama IMTOTKCHYHUX eQeKaTa CBUX HCIUTUBAHUX CYIICTAHIIH,
n3pauynate cy wuxose |Csp BpenHocTH.

Y Tabenu 1. mpukazane cy uspauyHare |Csp BpeTHOCTH celaM aHAJIOT XaJIKOHA,
UCIUIATHHE U IEXUAPO3UHIEPOHA 32 CBE HCITUTHBaHE henuje.

Hakon 24 yacoBHe mHkyOanuje HelLa henuja ca pasnuuutum koHueHTpauujama X1,
UCIUTaTHHE U JexuaposuarepoHa, 1Cso BpemHoctn Ouie cy y omcery ox 2,55 no 8,97 uM
(1Cs0 Bpemnoct 3a X1 u3Hocuina je 8,97 = 1,45 uM, 3a X2 - 8,03 £ 1,31 uM, 3a X3 - 2,55 +
1,23 uM, 3a X4 - 4,94 + 0,27 uM, 3a X5 - 4,11 + 1,46 pM, 3a X6 - 6,30 + 1,11 uM u 3a X7 -
6,18 £ 1,72 uM).

[Tocne Tpermana henmja mepBUKca ca aHaJIO3MMa XaJIKOHA y Tepuoay oj 48 dacona,
m3pauyHate |Cso BpemHocTn Omite cy y omcery on 1,69 no 3,67 UM (ICso BpearocT 3a X1
n3Hocwna je 3,67 £ 1,17 uM, 3a X2 - 2,53 + 0,56 uM, 3a X3 - 3,64 + 0,86 uM, 3a X4 2,96 +
0,66 UM, 3a X5 - 3,55 + 1,10 uM, 3a X6 - 3,51 + 1,25 pM mu 3a X7 - 1,69 + 0,68 uM) (Tabena
1).

Crnenehum excriepumenTom Omia je ooyxsahena HCT-116 henmjcka nunuja.

Hakon 24 uvacoBne kyntuBamuje HCT-116 henumja pasznuumTuM KOHIEHTpaljama
celaM aHayiora XajikoHa, nu3pauyHare |Cso BpemHOCTH KpeTae cy ce y orncery of 5,62 mo 8,17
(1Cs0 Bpemnoct 3a X1 u3Hocuina je 6,85 = 0,71 UM, 3a X2 - 7,57 = 1,24 uM, 3a X3 - 7,18 +
1,09, 3a X4 - 8,17 £ 1,23 pM, X5 - 5,62 + 1,17 pM, X6 - 6,95 + 1,20 u 3a X7 - 7,9 = 1,37
UM). Tlocne tpermana HCT-116 henuwja ca ucnutuBaHUM CyIicTaHIlaMa TOKOM 48 dacoBa,
ICs0 BpenHOCTH Cy M3HOCcuIe of 2,65 no 7,27 UM (I1Cso BpemnocT 3a X1 uzHocuna je 2,65 +
0,87 UM, 3a X2 - 3,45 £ 0,93 pM, 3a X3 - 4,12 + 0,95 pM, 3a X4 - 5,25 + 1,23 pM, za X5 -
5,09 £ 0,87 uM, 3a X6 - 7,27 £ 1,41 pM, 3a X7 - 6,76 + 0,92 uM) (Tabena 1).

Hakon o06a Bpemencka unTepBana TpermMaHa MDA-MB-231 henuja paznuuutum
KOHIIeHTpanrjama aHanora xankoHna (0,3 — 300 pM), uzpauynate 1Cso BpeqHocTu Hucy oumne
cratuctuuku 3HadajHe (ICsp BpeaHocTu cy 6une y omncery of npeko 100 go npexo 300 UM,
p>0,05).

Hakon m3pauynatux 1Cso BpeTHOCTH CBHX aHajora XajaKOHa Ha TPH Pa3jIHuuTe BPCTE
TyMmopckux henuja HakoH 24 u 48 yacoBa Tpetmana, |Cso Bpennoctu 3a Hela henuje 6uie cy

Hwke y oaHocy Ha ICso Bpennoctu 3a HCT-116 henwmje, nok cy ICso BpeaHocTu anasmora
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xankoHa 3a MDA-MB-231 henuje 6mite Bumie y onnocy Ha |Cso Bpeanoctu 3a HeLa u HCT-
116 henuje (Tabena 1).

Ilocme nBa BpeMeHCKa WHTEpBaJa HMHKyOaluje 3ApaBuUX henmuja  CBUM
KOHIIEHTpalrjama aHayiora xainkoHa, |Cso Bpennoctu mucy omie cratuctuuku 3Hadajae (1Cso
BpeIHOCTH ¢y Ousie y omcery o npeko 200 mgo npexo 300 UM, p>0,05) (Tabena 1), ogHoCHO
Oune cy morpeOHE BHCOKE KOHIIEHTpAIMje aHajora XalKoHa Kako OM OHO TOCTHTHYT

MUHUMAJHH [IATOTOKCHYHH edekaT Ha 37paBuM Gpubpobdaactuma miyha (MRC-5).

4.1.3. 1C50 BpeanocTu pedepeHTHUX CYNICTAHIHN

Haxon wm3pauynatux 1Cso BpemHocTn wicnutuBanux cyncranny 3a Hela, HCT-116,
MDA-MB-231 u MRC-5 henmuje, wuspauynate cy I|Cso BpeaHOCTH ULHMCIUIAaTHHE U
JNEXUIPO3UHTePOHA TOKOM JIBa BpEMEHCKa MHTepBajia y KoHIeHTpaijama o 0,3 — 300 uM.

Hakon 24 4vacoBHe wHKybOanuje Hela henmuja ca nucmiiaTHHOM U
nexuapo3unreponoM, u3pauyHare 1Csp Bpemnoctn wusHocwine cy 19,60 = 3,22 UM 3a
nucriatuay u 9,61 £ 2,16 UM 3a nexuapo3uHrepoH, 0K Cy HaKOH 48 4aCOBHOT TpeTMaHa
ICs0 Bpennoctu m3nocuie 9,70 = 1,40 UM 3a nucmiatuny U 5,41 3a IeXUAPO3HHTEPOH
(Tabena 1).

ICs0 BpemHOCTH pedepeHTHHX cyncTaHIy 3a Hela henuje cy Ouse Buiie y ogHoCy Ha
ICs0 BpegHoCTH aHajiora XaJKoHa, OMHOCHO Owmna je morpeOHa Buma |Csgp BpemHoct
peepeHTHUX CYIICTAHIIM Yy OJHOCY Ha aHajore XajJKoHa Jia OM Ce IMOCTUrao HHUXOB
IIUTOTOKCHYHH e(eKar.

Hakon 24 wyacoBHor tpermana HCT-116 henuja pa3nuuuTuM KOHIIEHTpalujama
LUCIUTATUHE U JeXUApo3uHrepoHa, udpauynate |Cso Bpeanoctu uznocune cy 7,17 = 1,15 uM
3a nucroiatuay u 5,71 = 0,66 UM 3a AeXuApo3WHTEpOH, JOK HAKOH HMCTOT TpeTMaHa y
nepuoay o 48 wacoBa u3pauyHare |Cso BpenHoctu m3Hocune cy 4,82 + 1,45 pM 3a
nucruiatuny u 2,85 + 0,69 UM 3a gexuapo3unrepos (Tabena 1).

Hakon 24 wu 48 wacoBa kynruBauuje MDA-MB-231 henmja paznuuutum
KOHIIEHTpalrjamMa JeXuapo3uHrepoHa, nzpauyHare |Csp BpegHoctu uzHocuie cy npeko 300
MM (ICso BpenHOCTH HHCY OMJIE CTATUCTUYKH 3HAYajHE), 10K je HAKOH 24 YaCOBHOT TpETMaHa

nucratuae Ha MDA-MB-231 henuje, uspauynara 1Cso BpegHocT uzHocuna 93,56 + 11,43

58



MM, a HakoH UCTOT TpeTMmaHa y mepuoay oxa 48 uacoBa, I1Csp BpeaHOCT 3a HHUCIUIATHHY
u3Hocuna je 24,54 + 4,67 uM (Tabena 1). Ha ocnoBy m3pauynatux |Cso BpenHOCTH MOXKe ce
3akspyunTH 1a cy MDA-MB-231 henuje BUCOKO pe3HCTEHTHE HA ACjCTBO JEXUAPO3UHIEPOHA,
nok cy MDA-MB-231 henuje ceH3UTUBHE Ha MUCIUIATHHY, OJHOCHO IHCIUIATHHA HCIIOJhaBa
e(UKaCHUJU MUTOTOKCHYHU e(eKar y OJHOCY Ha JCXUJAPO3UHTECPOH IIITO CE Orjie/ia Y HUKUM
I1Cs0 BpemHOCTHMA 32 ITUCIUTATHHY.

ITocne oba BpemMeHCKa MHTEpBaja MHKyOamuje 3apaBux (uOpobiacta pa3mTuIuTUM
KOHIIEHTpaIjamMa IUCTUIATHHE U JAeXUIpO3uHTepoHa, n3pauyHate |Cso BpeqHOCTH HHUCY Omiie
CTaTHCTUYKHU 3Ha4ajHe (3a nexunpo3uHrepoH |Csp BpemnocT u3Hocuie ¢y npeko 300 UM,
JOK je 3a nucruiatuHy m3padyHata |1Cso BpemHocT Omna mpexko 100 UM HakoH kpaher
neprojia WHKydanuje), ocum ayxer tpermana MRC-5 hemuja mmcrmarmaoMm, rae je 1Cso
BpeHOCT u3HOCWIA 44,25 + 1472 uM (p<0,05) (Tabena 1). Ha ocHoBy u3pauynarux |Csg
BPEIHOCTH PEPEPEHTHUX CYICTAHIIM MOXKE C€ 3aKJbYYHTH Jia JIEXHAPO3HMHTEPOH HE Jemyje
utorokcnaHo Ha MRC-5 henuje, 1ok mucIiaTHHA UCTIOJbaBa IIATOTOKCUIHH e()eKaT TOKOM

JTy’KeT BPEMEHCKOT TpeTMaHa (TOKoM 48 gacoBa).

HCT-116 MDA-MB-231 MRC-5
24y 48y 244 48y 24y 48y 24y 48y

897+£145 367+117 685£071 265+087 >200 108,98+ 12,3 >300 >300

803131 253+056 757+124 345+093 >200 >200 >300 >200
255+123 364+086 7,18+1,09 412+095 >200 95,47 £ 11,42 >300 >200
494+027 296+066 817+123 525+123 >300 >200 >300 >250
411+£146 355+110 562+117 5094087 > 300 >300 > 300 >200

6,30+1,11 351125 695120 727+141 >200 88,72+ 9,35 >300 >200

>

6,18+1,72 169+068 794137 6,76+092 > 300 >200 > 300 >200

IUGEGER 1960+£322 9,70£140 717+1,15 4821145 09356+11,43 24541467 >100 44251 14,72

UL O 961+216 541+157 5711066 285+0,69 >300 >300 >300 >200

Ta6eaa 1. 1Cs Bpennoctu X1-X7, nucriatuae u aexuapo3unrepona 3a Hela, HCT-116,
MDA-MB-231 u MRC-5 henuje y neproauma ox 24 u 48 yacosa.
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Ha ocnoBy wuspauynatux |Csp BpemgHOocTH TOKOM 24 4YacOBHOT TpeTMaHa CBUX
ucnuTUBaHuX cyncranuy Ha Hela henuje, 1Cso BpeqHOCTH MCIIMTUBAHMX aHAJOTa XalKOHA
Ouse Cy HMKE y OJAHOCY Ha BPEIHOCTU peepeHTHHUX CYICTAHIM, OJHOCHO IIMTOTOKCHYHU
edpekar anamora (X1-X7) HakOH NMOMEHYTOT TpeTMaHa OHO je epHUKACHUjU y OJHOCY Ha
edekar pedepentnux cyncranuu (X3 u CisPt).

C TuM y Be3W, HAaKOH TOMEHYTOI TpeTMaHa XaJlKoH X3 HCIOJBHO je HajehuKacHUjU
mutotokenynn edexar ca |Cso Bpennomthy ox 2,55 WM. Mebhyrum, HakoH 48 dYacoBHOT
TpeTMaHa CBUX HcnuTHBaHHMX cyncraHiu Ha Hela hemmje 1Csp BpenHOCTH MCTIMTHBAHHX
aHaJjiora XajJKoHa Ouje cy HuXe y ogHocy Ha BpeaHocT CisPt, 1Cso Bpeanoct /[X3-a Ouia je
CIIMYHA Ka0 BPEIHOCH MCIUTHBAHUX XaJIKOHA, JOK je Haje(puKacHUJU IUTOTOKCUYHM edekar
ucnoJspro xaakoH X7 ca |Cso Bpeanonthy ox 2,53 pPM.

Hakon m3pauyHatux 1Csp BpeqHOCTH TOKOM 24 4acOBHOT TpETMaHa CBUX HCITUTUBAHUX
cyncranin Ha HCT-116 henmje, 1Cso BpemHOCTH aHanora XajkoHa OWIIe Cy CIUYHE Kao
BpEAHOCTH pedEepeHTHUX CYINCTaHIM, Mpu dYeMmy je X5 HCNOoJbUMO HajePUKAaCHUJU
mutoTokcnyHn edekar ca 1Cso Bpemnonthy ox 5,62 UM. Takole, HakoH UCTOT TpeTMaHa
TokoM 48 wyacoBa, m3pauyHaTe |Csp BpEIHOCTH CBUX HMCIHMTHBAHUX CYICTAaHIIU OWiie Cy
cnuune, npu demy je X1 wucnospmo HajedukacHUju 1UTOTOKCHYHHM edekar ca [1Csg
BpenHomrhy o 2,65 UM.

Wzpauynare [Csp BpemHocTH HakoH 00a BpEMEHCKAa TIEpPHOJIa CBUX HCIUTHBAHHUX
cyrncraniin Ha MDA-MB-231 henuje HajepukacHHjM IUTOTOKCHYHHU e(deKaT HCIIOJbHIIA je
cisPt ca ICso Bpennomihy ox 24,54 UM tokom 48 vacoBa, 10k cy |Csg BpeIHOCTH OCTaIuX
HUCMUTUBAHUX CyncTaHy uznocuiie npexo 80, 100, 200 u 300 UM.

Mehytum, Tokom 24 u 48 vacoBa TpeTMaHa HMCIUTHBAHUX xaikoHa (X2-X7), CisPt u
J[X3-a Ha 3npaBe koHTponHe MRC-5 henuje, aHano3m XaJkoHa W JAEXHIPO3UHTEPOH
MoKasanu cy BHCOKY celeKkTUBHOCT ca |Csp Bpeanoctuma mipexo 100, 200 u 300 UM, nok je
LUCIUTaTHHA UCToJbria nuToTokcuyHOCT ca |Cso Bpennonthy ox 44,25 UM.

Ha ocnoBy oBux pesynrata MTT Tecra HUTOTOKCMYHOCTH MOXKE C€ 3aKJbYUUTH Ja
aHaJIO3M XaJIKOHA MCIO0JbaBajy e(UKACHHJU LIUTOTOKCUYHU edeKaT Ha JBE pa3IUuyuTe BpPCTE
tymopckux henuja HeLa u HCT-116 y ogHOCY Ha UCTIIATHHY U AEXHJIPO3UHIEPOH ca BehoM

cenexkTuBHouthy mpema 31paBuM KoHTpostHUM MRC-5 henujama y oqHOCY Ha IMCIUTATUHY.

4.2. AHajl031 XaJKOHA, UMUCIUVIATMHA W JeXHJAPO3UHIEPOH
uHaykyjy anonrody HeLa u HCT-116 heanja
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C 0063upom Ha 10 na cy pesyararu MTT Tecra u uzpauynare [Cso BpeqHOCTH ITOKA3aIu J1a
CBE UCIUTHBAHE CYIICTAHIIC HCIIOJhaBajy 3HaUajaH MUTOTOKcHYHU edekar Ha (HelLa) u (HCT-
116), cnenehm 11sB OBOT HCTpaKkMBama OMo je oapehuBame Tria henmjcke cMpTH (armonTosa
W/ HEKpo3a w/uim ayrodarwja), OJHOCHO HCIUTHUBAKbE KOjU THUN heHjcKke CMPTH Yy
HajBehoj MepH JONIPHHOCH MUTOTOKCUYHOCTH MCIIMTUBAHUX aHAJIOTa XaJIKOHA.

Hakon 48 wacosnor tpermana HelLa m HCT-116 henuja ca 1Csp BpeqHocTuMa aHanora
XaJIKOHA aHAJIM3UPaH je TPOIEHAT aNoONTOTHYHUX henrja ymoTpeOoM MeToJe MPOTOYHE
utometpuje (Flow) xopumihemem 6oja Annexin V-FITC u 7-amunoaktuHomuiiuH-D (7-
AAD).

4.2.1. AHAJIO3M XAJKOHA, UHMCIVIATHHA W JAeXMJPO3UHTEePOH HHAYKYjY
anonro3y Hel a heanja

Tperman Hela henuja y nmepuosy o 48 wacosa ca 1Cso BpeTHOCTHMA CBHX UCTTUTHBAHUX
aHasiora xaynkoHa (X1-X7) nokasao je 3HauyajHo noehame npoleHTa anonToTHYyHUX henuja y
0JIHOCY Ha KOHTpOJHE, HeTpeTtupane Hela henuje (Cnuka 21A u b).

VY Herperupanum Hela henmjama mpouenar BujaOmwinux henuja mzHocuo je 92,28%,
MpoLeHaT anonToTHYHUX henuja 6.19% u mpouenar Hekporuunux henuja 1,53%. Hakon
tpermana Hela henwuja ca ICso Bpeanomrhy X1 (3.67 UM) ykymaH mpoIieHaT aloNTOTHYHUX
henuja uznocuo je 40,85%, (pana anomnro3a — 37,30% u kacHa amonto3a — 3,55% henuja).
[Ipouenar HekpoTHMUHUX henuja HHMje OMO CTAaTUCTHUKH 3HayajaH W u3Hocuo je 0,74%
(p>0,05).

Takohe, 48-yacoBam TpetMaH |Cso KOHIIEHTpaIjaMa OCTaIMX aHajiora XajakoHa X2-X7
(2,53 uM konmenTpanuja 3a X2, 3,64 uM 3a X3 , 2,96 UM 3a X4, 3,5 uM 3a X5, 3,5 UM 3a
X6 u 1,69 UM 3a X7) na Hela henuje pe3ynToBao je CTaTUCTUYKU 3HAYajHUM HoBehamem
MPOLIEHTa aNoONTOTUYHUX henuja y mopehemy ca KOHTposHMM henujama Koje HUCY Ouie
TpeTHpaHe.

3a aHazor xankoHa X2 mporeHar anontotnyHux Hela henuja nznocuo je 40,46% (pana
anonto3a — 37,07% u xacHa anonTto3a — 3,39%) y3 He3HaTaH NpolleHaT HEKPOTUYHMX hennja
ox 0,65%.

3a aHazor xankoHa X3 mporeHar anontotnyHux Hela henuja nznocuo je 37,16% (pana
anonro3a — 33,41% u xacHa amonto3a — 3,75%), nOK je mporieHaT HeKpOTHYHKX henuja Ouo

He3HataH (0,86%).
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3a ananor xankona X4 npoueHar anontotuyHux Hela hemmja usnocuo je 51,56% (pane
arnonitose — 45,49% u xacue anonrose — 6,07%) y3 He3HAaTaH MpoOLEHAT HEKPOTUYHHX hennja
(1,04%).

3a ananor xankona XS mporeHar anontotuyHux Hela hemmja uznocuo je 43,29% (pane
anonitose — 40,48% u kacHe amonrosze — 2,81% y cranujymy), I0OK je IPOIEHAT HEKPOTHYHHIX
henmja 6uo Heznatan u u3HocHo je 0,69%.

3a ananor xankoHa X6 mporenar anontotnyaux Hela hemuja n3nocuo je 44,56% (pana
anonto3a — 41,47% un xacHe anonto3e — 3,09%) y3 3aHEMapspbMB NPOLEHAT HEKPOTHYHHUX
henuja xoju je uznocuo 0,88%.

3a ananor xankoHa X7 npoueHat anontotuyHux Hela henuja uznocuo je 42,10% (pane
anontoze — 39,17% u xacHe anonto3e — 2,93%) y3 3aHEeMapspbMB MPOLEHAT HEKPOTUYHUX
henuja koju je uznocuo 0,75% (Cruka 21).

Nuky6ammja Hela hemmja ca 1Csp BpemHOCTHMA IUCIUTATHHE M JISXUIPO3HHTEpOHa (32
nucriatuny 9,7 UM u 3a nexuapo3unrepon 2,41 UM) pesynroBaiia je moBehameM MpOIEeHTA
anmonToTUYHUX henuja y nopehemy ca KOHTPOIHUM, HeTpeTupanum henujama (Cruka 21).

Hakon tpermana Hela henuja nucrmatiHOM, IpoIeHAT anmoNTOTUYHUX henrja H3HOCHO
je 41,9%, on uera je 37,98% henuja Ouno y ctaaujymy pase amnontose, 3,92% y craaujymy
KacHe amomnTo3e, 0K je MpoleHaT HeKpoTuuHuX henuja 6uo He3HataH u u3Hocuo je 0,62%.

Hakon tpermana Hela henuja mnexuapo3wHTEpPOHOM MPOIEHAT ANONTOTHYHUX hennja
uzHocuo je 45,79 (pane amonrtosze — 41,69% wu kacue anonrto3e — 4,10%), y3 He3HaTaH
npoueHaT HekpoTuuHux henuja ox 0,66%.

Ha ocHoBy pe3yrara Tecra amonTOTHYHOCTH, HakoH TpermaHa Hela hemuja ca ICsp
BpenHoctuMa X1-X7 u pedepeHTHUX CYICTAHIM NpoleHaT arnmonToTuuHux henuja 3a X1 ce
yBehao 3a 6,6 myra, mpolueHaT HEKpOTUYHMX henMja ce cMamuo 3a 2 myra M NpoleHaT
BHjabmiHuX henuja ce cmamuo 3a 1,6 myra y oHOCY Ha HeTpeTupaHe henuje;

3a X2 mpoueHar anonTotuyHux henuja ysehao ce 3a 6,5 myra, mpolieHaT HEKPOTUYHUX
henuja ce cmamuo 3a 2,4 myra U npoueHat BujabwiHux henuja ce cMamuo 3a 1,6 myra y
OJIHOCYy Ha HeTpeTupane henuje;

3a X3 npouenar anontoTuyHux henuja yBehao ce 3a 6 myra, mpoleHaT HEKPOTHMYHHX
henuja ce cmamuo 3a 1,8 myra u mpoueHar BujabuiaHuX henuja cMamuo ce 3a 1,5 myra y
OJIHOCYy Ha HeTpeTupane henuje;

3a X4 mpouenar anontoTuuHux henuja ysehao ce 3a 8,3 myra, mpolieHaT HEKPOTUYHUX
henuja ce cmamuo 3a 1,5 myra u mpoueHar BujaOwiHuX henuja cmamuo ce 3a 1,9 myra y

OJIHOCY Ha HeTpeTupane henuje;
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3a XS5 mpornenar anmontotTuyHux henuja yBehao ce 3a 7 myra, mpoueHaT HEKPOTHYHUX
henmuja ce cmamuo 3a 2,2 myra W mpoleHaT BujaOwiHux henuja cmamuo ce 3a 1,6 myra y
OJTHOCY Ha HeTpeTupane henuje;

3a X6 mporenar amontoTuyHux henmuja yBehao ce 3a 7 myra, mpoueHaT HEKPOTHYHUX
hemuja ce cmammo 3a 1,7 myra u mporeHaT BujaOwiHuX henuja cmamuo ce 3a 1,7 myra y
OJIHOCY Ha HeTpetupane henuje;

3a X7 mpouenar anmontoTuyaux henuja ysehao ce 3a 6,8 myra, mporeHaT HeKPOTHYHUX
henuja ce cmamuo 3a 2 myTa U mpolleHaT BHjabwiHMX henuja cmamuo ce 3a 1,6 myra y
OJIHOCY Ha HeTpeTupaHe hemnuje;

3a IeXuApO3NHTEPOH MPOIEHAT anonToTHYHUX henuja yBehao ce 3a 7,4 myrta, mpolieHaT
HEKpOTHYHHUX henuja ce cMamuo 3a 2,3 myTa U npoleHaT BUjaOMIHUX henuja cMamHo ce 3a
1,7 myra y onHOCYy Ha HeTpeTupaHe henuje;

3a UuCIUIAaTUHY MpoIeHaT amnonToTWyHuX henuja yBehao ce 3a 6,8 myra, mpoueHat
HEKpOTHYHHUX henuja ce cMamHo 3a 2,5 myTa u npoleHaT BujabuinHux hemmja cMamHo ce 3a

1,6 myra y onHOCYy Ha HeTpeTHpaHe henuje.
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AnonTtoTU4yHU echekaT UCNUTUBAHUX CyrncTaHUM Ha Hela henuje HakoH 48 yaca TpeTMmaHa
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Cauka 21. AnontotnuHu edexktu aHanora xankoHa X1-X7, nexuapo3uHrepoHa u
nucriatuie Ha Hela henmje HakoH 48 wacoBHor Tpermana ca |Csp BpenHocTUMa
UCIHUTHUBAHUX CYyNCTaHUU. A. Pe3uMe mojaraka o NMpOLEHTY aloONTOTHMYHMX henuja HaKOH
TperMaHa Hela henuje ucnuTHBaHMM cCylcTaHIaMa Yy nopehemy ca KOHTPOJIHUM,
HerpetupanuM henujama. B. Bujabunne henuje Hanase ce y nomem jgesom mosby dot plot-a,
HEKpOTHYHE hemnuje y ropmeM JIEBOM MoJby, henuje y cTaiujyMmy paHe amonTo3e y JAOHEeM
JIECHOM T0JbY, U henuje y cTagujyMy KacHe arnonTo3e y TopwmeM jAecHoM nosey. [loganum cy

H3PAKCHU KaO Cpcaba BPCAHOCT + CTaHJapAHa I'pC€liKa U3 TpHU HEC3aBHUCHA CKCIICPUMCHTA.
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Ha ocHOBy pdo0uWjeHMX pe3yaTara TecTa aloONTOTHYHOCTH Haje(hMKacHU]U
anonrotTnuHu edekar Ha Hela henuje mokaszao je xanmkon X4 y OJHOCY Ha ocTaje

WCIIUTHBAHE aHAJIOTE XaJKOHA U peepeHTHE CYIICTAHIIE.

4.2.2. AHAJIO3M XAJKOHA, UMCIVIATHHA W JeXMJPO3UHIEePOH HHAYKYjy
anonro3y HCT-116 heamja

KyntuBammmja HCT-116 henuja ucnurtuBanum cyncrannama (ICso BpemHoCTH)
pesyiToBana je moBehameM MpolEHTa aroNTOTHYHHUX henuja y OJHOCY Ha HEeTpeTHpaHe
HCT-116 hemuje (Cuka 22 A u B). V xonTpomHuM, HeTpetupanuM henumjama, 95,08% on
yKynHor Opoja henuja Ouino je Bujadbunno, 4,47% Owiio je amonToTM4YHO (01 TOra, paHa
arnorrro3a — 4,29% wu kacHa anonro3a — 0,18% henuja), 10k mporeHaT HeKpoTHIHHUX hennja
HUje OMO CTAaTUCTHYKH 3Ha4dajaH U u3Hocuo je 0,45%.

WNukybarmja HCT-116 hemuja ca ICso BpeaHOCTHMA UCTIMTUBAHUX aHAJOTa XaJIKOHA
(xoHmeHTparmja ox 2,65 UM 3a X1, 3,45 UM 3a X2, 4,12 uM 3a X3, 5,25 uM 3a X4, 5,09
MM 3a XS, 7,27 UM 3a X6 u 6,76 UM 3a X7) pe3ynroBajia je CTaTUCTUYKUA 3HAYAJHUM
noBehameM TPOIIEHTa anmonTOTUYHUX henuja y omHocy Ha Hetpetupane hemmje (p<0,05). 3a
aHasior xasnkoHa X1 mporeHat anontotTuyHuX henuja usHocuo je 60,08% (pana amomnrosa —
45,38% u kacHa aronro3a — 14,70% hemnuja).

3a aHanor xankoHa X2 MpoIeHAT anoNTOTHYHUX henuja mzHocuo je 62,67% (pana
amornto3a — 47,74% u kacHa armonrro3a — 14,93% henuja).

3a ananor xankoHa X3 mpolleHAT anonTOTHYHUX henuja mzHocuo je 52,11% (pana
amonto3a — 39,49% u kacHa amonro3a — 12,62% hemnuja).

3a ananor xankoHa X4 TpoIeHAT anmoNTOTHYHUX henuja muzHocuo je 57,44% (pana
aroniro3a — 49,62% u kacHa anonto3a — 7,82% henuja).

3a aHanor xankoHa X5 mpoleHAT amonTOTUYHMX henuja m3Hocuo je 35,2% (pana
aronro3a — 26,10% u kacHa anonto3a — 9,10% henuja).

3a aHanor xajkoHa X6 npoleHaT anonToTUYHHUX henuja u3HOcHO je 26,88% (paHa
aroniro3a — 23,31% u kacHa anonTo3a — 3,57% henuja).

3a ananor xankoHa X7 mIpolleHaT amonToTHuHuX hemuja u3Hocuo je 27% (paHa
anonro3a — 21,63% u kacHa anonro3a — 5,37% henuja) (Crauxka 22).

TpermMan cBUM WCIHTHBAaHUM XaJIKOHMMa HHjEe CTATUCTHUYKH 3Ha4yajHo (p>0,05)
yTHIIa0 Ha npoueHaT HekpotnyHux henuja (X1 — 0,89%; X2 — 0,63%; X3 — 0,31; X4 — 0,30;
X5 -0,55; X6 —0,48; X7 -0,32).
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Wukybammja HCT-116 henmja nucriatThHOM W IEXHAPO3HMHIEPOHOM Y
KOHIIeHTpanyjama Koje oxarosapajy 1Csp BpemHocTHMa (32 HHUCILIATHHY KOHIICHTpAIMja Ol
4,82 UM wu 3a AeXuIpO3UHIEepPOH KOHIEHTpaluja o 2,85 UM) pe3ynaToBalia je CTaTUCTUYKH
3HauajHUM noBehameM mporeHTa anontotndHuX henuja y mopehemy ca HCT-116 henmmjama
KOje HUCY Ouie Tpetupane aexuapo3unareponom (Cnuka 22).

3a JIeXuIpOo3MHIepOH MpOIeHAT amonToTHyHuX henmuja m3Hocmo je 21,32% (pana
aronrro3a — 17,72% u kacHa anonto3a — 3,60% henuja).

3a mUCIIaTHHY TPOIeHAT amonToTHuYHMX henuja 6wo je 39,23% (pana amomro3a —
33,28% u kacHa anonto3a — 5,95% henuja).

TpeTMaH KOHTPOJIHHUM CYIICTaHIIaMa HHjEe CTAaTHCTHYKH 3HAYajHO YTUIA0 Ha
nporieHat Hekpotuunux henuja (CisPt — 0,22 u X3 — 0,11) (p>0,05).

Ha ocHOBy pe3yraTa Tecta anmonToTHYHOCTH, HakOH TpetmMaHa HCT-116 hemuja 1Cso
BpeaHoctuma X1-X7 u pedepeHTHHX CYNCTaHIIM MpolleHaT anontoTuyHuX henuja 3a X1 ce
yBehao 3a 13,5 myra, u nponeHar BujabmiiHUX henuja cMamuo ce 3a 2,4 myra y OJHOCY Ha
Herperupane henuje. [Ipouenar nekpornynux henuja 3a X1 He3HaTHO ce yBehao y oJHOCY
Ha Herpetupane HCT-116 henuje;

3a X2 mporeHaT amonToTHYHMX henmuja ce yBehao 3a 14 myra, W TpoleHAT
BHjabunmHux henuja ce cmamuo 3a 2,6 myra y oJHOCY Ha Herperupane hemuje. [Ipomenar
HekpoTuuHuX hennja 3a X2 He3HATHO ce yBehao y oHOCY Ha HeTpeTupane henwje;

3a X3 mpormeHaT amonToTHYHMX henuja yBehao ce 3a 11,7 myra, mporeHaT
HeKpoTHuHUX henuja ce cMamuo 3a 1,5 myra u nporieHat BujabuIHuX henuja cMambuo ce 3a 2
yTa y OJHOCY Ha HeTpeTupane henuje;

3a X4 mporeHaT amonTOTHYHMX henmuja yBehao ce 3a 12,9 myra, mporeHar
HEeKpoTHYHUX henuja ce cMamuo 3a 1,5 myra u nporeHar BujabunHux henmja cMamHo ce 3a
2,3 myra y oiHOCY Ha HeTpeTupane henuje;

3a X5 mpoueHar amontoTuyHux henuja yBehao ce 3a 7,9 myra, m mpoueHar
BujabmiHux henuja cmamuo ce 3a 1,5 myra y oaHocy Ha Herpetupane henuje. [Ipouenar
HekpoTHuHUX henuja 3a XS He3HaTHO ce yBehao y oHOCy Ha HeTpeTupane henuje;

3a X6 nporeHaT anonToTHuHUX henuja yBehao ce 3a 6 myra, MpoLEeHAaT HEKPOTUUYHUX
henuja Gmo je HempoMeweH U MpoleHaT BujabmiHux henuja cMamwuo ce 3a 1,3 myra y oaHOCy
Ha Herpetupane henuje. [IpoueHar HekpoTuyHUX henuja je 6MO HE3HATaH M OCTAO je UCTH

Kao KOJl HeTpeTupaHux henuja;
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3a X7 mporenar anontotnyHux henuja ysehao ce 3a 6 myra, npoueHaT HEKPOTUIHHUX
henuja ce cMamuo 3a 1,4 myra u mporeHar BujabunHuX henmja cmamuo ce 3a 1,3 myra y
OJIHOCY Ha HeTpeTupaHne henwmje;

3a JIeXuApO3MHIEpOH MPOIEHAT amonToTHYHUX henwja yBehao ce 3a 4,8 myra,
MPOIIEHAT HEKPOTUYHUX henrja ce cMamuo 3a 4 myra W mpoleHaT BUjabwiaHuX hemmja ce
cMamHo 3a 1,2 myra y oHOCYy Ha HeTpetupane henuje;

3a muUcIIaTHHY HpOIeHAT anonToTHYHMX henmja ce yBehao 3a 8,8 myra, mpoueHat
HEKpOTHYHUX henmja ce cMamno 3a 2 myTa U MpoleHaT BujabuiiHux henmja ce cmamuo 3a 1,6

nyTa y OJHOCY Ha HeTpeTupane hemmje.

A AnontoTuyHM echekaT MCNMTUBAHUX cyncTaHum Ha HCT-116 henuje HakoH 48 yaca TpeTMaHa
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Cauxa 22. Anonrtoruunu edextn |Cso BpemHoctu anamora xankoHa X1-X7,
nexuapo3unrepona u mucmiaatuHe Ha HCT-116 henuje nHakon 48 wacoBa TpeTmaHa. A.
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Pesume moparaka o mpoleHTy anontoTWuyHux henmuja HakoH Tpetmana HCT-116 henuje
UCIHUTHBAHUM CyICTaHLaMa y mnopehemy ca KOHTPOJHHM, HETpeTupaHuM henmjama. b.
Bujabunne henuje Hanmase ce y gomem JieBoM mosby dot plot-a, HekpoTrune henuje y ropmem
JICBOM TMOJbYy, henmuje y CTajujymMy paHe amomnTo3e y JOHEM JIECHOM I0Jby, W hemuje y
CTaaijyMy KacHE arolnTo3¢ y TOpHEeM JeCHOM moJby. [lomanm cy mM3pakeHH Kao cpeama

BPEAHOCT * CTaHJap/Ha rpelika U3 TPU HE3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA.

Ha ocnoBy no0mjeHMX pe3yiaTaTta TecTa amnoNTOTHUYHOCTH HajePUKaCHU)H
anonrrotTruHu edekat Ha HCT-116 hemmje mokazao je xankoH X2 y OJHOCY Ha oOcCTale

HCIUTHBAHE aHAJIOTEe XaJKOHA U peepeHTHE CYIICTAHIIE.

4.3. AHaJI03H XaJKOHA MHAYKYjy anonto3y y tymMmopckum Hela u
HCT-116 heamjama myTeM akTuBaunuje MUTOXOHIAPHUjATHOT
anonToOTCKOT MyTa

[MomrTo cy nocamammby pe3yaTaTd OBOT HCTPAKUBAA IMOKA3aIH JIa UICTIUTHBAHH aHAJIO3U
XaJIKOHA MCTO0JhaBajy 3HauajaH MUTOTOKCUYHM U anonTorndHu edekar Ha HelLa m HCT-116
henuje, caenehn 1musb oBe cTymuje OMO je MCIUTHMBAKE MEXaHHW3Ma aroNTo3e MyTeM Kojer
aHaAJI031 XaJTKOHA MHIIYKY]y CMPT TYMOPCKHX henrja mepBuKca U KOJIOHA.

Y tom mwby oapehuBaHa je eKcmpecHja peryjJaTOpHHUX MPOTEHHA aIloNTO3e: aHTH-
armontotnyHor BcCl-2 mpoTreMHa ¥ MPO-amoONTOTHYHOT aKTUBHOT Bax-a W ersekyrophe
aKTHMBHE  Kacmaze-3  ymotpeboM  Mmeroma  mpotoune  murtomerpuje  (Flow) m
UMYHO]ITYOPOCIICHTHE MUKPOCKOTIHje KopucTehu crieruduyuHa aHTUuTeNa 3a OBE MPOTEHHE.

Y uuiby JeTeknuje MOTEHIHMjaJHUX TMPOMEHAa Yy eKCOpecHuju | JOKalu3aluju
perynaropuux mnporeuHa amonrosze, HeLa m HCT-116 henuje cy Oumne tperupane [Cso
BPEIHOCTUMA aHAJIOTa XaJIKOHA TOKOM 24 daca.

ArnonrTo3a Moxe OWTH HMHIYKOBaHAa AaKTHBHUPAHEM CIOJbAIIBEr W/WIM YHYTpAIIber
(MMTOXOHJIpHJAJIHOT) amoONTOTCKOT myTa. CrnosballllbM  amoONTOTCKUM MYT MOJApa3yMeBa
aKTHBAlM]jy peuenTopa cMptu (kao mro je Fas) koju ce Besyje 3a nomen cmptu FADD npu
gyemy ce ¢opmupa DISC xommuexc. PopMmHupaHH KOMIUIEKC AaKTHBMpa WHUIMjaTOPHY
Kacma3y-8 Koja CYKIIECMBHO JIOBOJM JI0 aKTHBallMje €r3eKyTOpHE Kacmasze-3 U er3eKkyiujy

aIloIITO3C.
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MHUTOXOHAPHjaTHA allONITOTCKU MYT aKTHBHpPA CE Kao MOCIEANIIa HapyIlIeHe PAaBHOTEKE
u3Mmel)y ekcnpecuje u edekra aHTH-aONTOTCKUX NpoTeMHa kao mrto je Bcl-2 m mpo-
aroNTOTCKUX MpoTernHa Kao 1mTo je Bax. Cmamena excnpecuja Bcl-2 nporenna u noBehana
eKCTpecHja akTUBHOT Bax-a y3pokyje MHKOPHIOPHpPAkE OBOT MPO-aONTOTCKOT MPOTEHHA Y
MeMOpaHy MHTOXOHJIpHWja, (opMHUpame TMopa ¥ TPAaHCIOKAIHM]y IUTOXpomMa C U3
MHTPaMEMOPAHCKOT MPOCTOpa MUTOXOHJAPHja Y IUTOCOJ henuje Koju ca Mpo-armonTOTCKUM
Apaf-1 nporemHOM M TpoO-Kacmazom-9 ¢GopMupa amonTo3oM KOju aKTHBUpa Kacmaszy-9, a

3aTUM H €r3eKyTOpHY Kacrmasy-3.

4.3.1. AHaJ103U XaJKOHa Y3poKyjy nmoBehany exkcnpecujy akruBHor Bax-a,
nosehany ekcnpecujy kacma3ze-3 m cmameHy ekcmpecujy Bcl-2
nporenna y HelLa heanjama

IMpotenn Bcl-2 mpunama rpynu aHTH-aNONTOTHYHUX MPOTEMHA KOjU HWHXHOHMpa
MpoLec anonTo3e M oMoryhaBa mpexuBJbaBame henuja. AHaNIO3M XajJKOHA IPEICTaBIbajy
CTHMYJIyCe aloITo3¢ KOju Y3pOKyjy cMameme ekcnpecuje Bel-2 mporenna y nurocony Hela
henuja u naAYKY]Y anonTo3y y HelLa henujama.

VY 3apaBum henujama, Tpo-armonTOTCKH MPOTEHMH Bax jokaiu3oBaH je y IUTOCOIY
henuje. Muaykmujom amonTo3e [0Jia3u 10 akTUBHpama Bax-a koju dopmupa mope y
CIOJBAIIKH0] MUTOXOHAPHJATHO] MEMOpPAHH, TPAHCIIOKAIM]je IUTOXpoMa C y UTOCOJI henuje
U CYKLUECHBHOI aKTHBHpama er3eKyropHe Kkacmasze-3. JlucOamaHc ekcnpecuje Mmpo-
armontoTiyHOor Bax mporemHa u antH-anontotumyHor Bcl-2 mporemna y kopucr Bax-a
Hocjeuua je akTHBHpamba MHUTOXOHJPUJAIIHOT amONTOTCKOI IyTa OJi CTpPaHe Pa3JIMYUTUX
amoNTOTCKUX CTUMYITyCa, Y Koje yopajamo u ananore xankona (103,105,109,110).

Y mupy oapehuBama MexaHM3aM amomnTo3e, XalkoHMMma Tpetupane HelLa hemmje
UHKyOupaHe cy antutenuma 3a Bcl-2, aktuBHu Bax u akTuBHY Kacmasy-3, Ipu demy je
onpeheH HUBO ekcrpecHje W akTuBanuja Bax-a, BCl-2 u kacmase-3 mepemeM HHTCH3UTETA
¢dnyopocuenuuje (IF  —fluoroscence intensity) (pesynTati Mepema HMHTEH3HUTETa
¢byopocleHImje cy U3pakeH! Kao Me/1jaHa).

JloOGujeHn pe3ynTatu Mokasaiu cy jAa 24 yvacoBHu Tperman Hela hemumja 1Cso
KOHIIEHTpallijaMa ceJaM aHajora XajKoHa JOBOJE O CTaTUCTHYKU 3HAYajHOI CMambeHa
uHTeH3utera guyopocueniyje (p<0,05) 3a antu-anonrornynu Bcl-2 mporenn y ognocy Ha
KOHTpoJIHe, HeTpetupaHe Hela henuje. Bpennocr IF 3a Bcl-2 mpoTtenH xon HeTpeTnpaHux

Hela henuja m3nocuna je 61,98, nok cy ce Bpennoctu IF xon X1-X7 tperupanux Hela
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henmuja kperane ox 27,22 mo 48,66 (TaGena 2). OqHOCHO, €KCIpecHja aHTH-ANONTOTHYHOT
Bcl-2 mporenna kox X1-X7 tpermpanux Hela henuja Omna je cmameHa y OJHOCY Ha
Herperupane hemuje u to 1,9 myra (46,37%) 3a X1, 1,5 myra (34,96%) 3a X2, 1,4 nyra
(26,94%) 3a X3, 1,4 myra (26,41) 3a X4, 1,9 nyra (47,47%) 3a X5, 1,3 myra (21,49%) 3a X6
u 2,3 myra (56,08%) 3a X7 (Cnuka 23 u 24b).

Hakon onpehuBama ekcnpecuje anTH-anontotuuHor Bcl-2 mporemna y Hela
henmjama TpeTMpaHMM XalKOHUMa, oOjApehuBamm CMO eKCHpecHwjy axkTHBHOT IpO-
anonToTuuHOoT Bax mporewna Ttperupanux henmja y omHocy Ha Herperupane henuje. Kao
pesynrar Tpermana Hela henuja ucnuTHMBaHUM XaJdKOHMMA JOUUIO j€ JO TPaHCIOKAIUje
akTUBHOT Bax-a u3 nurocosna henuje y MUTOXOHApHJE LITO je PE3YyJITOBAJIO CTATUCTUYKHU
3HauajHUM TnoBehameM ekcrnpecuje Mpo-aloNTOTUYHOT akTUBHOr Bax-a (moBehama
natensuteta |F) tpermpanux Hela hemmja y mopehemy ca henmujama koje HuCy Ouie
Tpetupane. Bpeanocr IF 3a aktuBau Bax kox Herpetupannx Hela henuja 6una je 23,58, mok
cy ce Bpeanoctu |IF kox xankonmma tpetupannx Hela hemwja xperane ox 29,30 no 56,08
(TaGemna 2).

Ha ocHOBy pe3ynTaTa OBOT MCTpaKHMBama, EKCIPECHja MPO-amonToTHYHOT Bax-a xon
X1-X7 tperupanux Hela henuja 6una je moBehana y omnocy Ha Herpetupane Hela henuje u
to 1,2 myra (24,26%) 3a X1; 1,7 nyra (65,82%) 3a X2; 1,9 myra (89,10%) 3a X3; 2,4 nyra
(137,83%) 3a X4; 1,5 myra (52,20%) 3a X5; 1,7 myra (73,62%) 3a X6; 1,4 nyra (44,32%) 3a
X7 (Cnuka 23 u 24A).

CMmameme eKcIipecrje aHTH-anonTtoTudHor Bel-2 mpoTtenna u moBehame ekcrpecuje
AKTUBHOT MPO-arONTOTHYHOT aKTUBHOT Bax mportenHa kox tpetupanux Hela henuja moseno
je 0 CTaTHCTUYKH 3HAYajHO cMameHor ogHoca Bcl-2/Bax y omHocy Ha HeTpetupane hemuje.
Hawuwme, Bpennoct IF omHoca Bcl-2/Bax kox nerperupanux Hela hemuja 6uo je 2,63, mox je
HakoH 24 uacoBa TpermMaHa Hela henuja anano3mma xajakoHa y KOHIIGHTpalUju Koja
oxarosapa |Cso Bpeanoctn, Bpeanoct IF ognoca Bcl-2/Bax uznocuna: 1,13 3a X1, 1,03 3a X2,
1,02 3a X3, 0,81 3a X4, 0,91 3a X5, 1,19 3a X6 u 0,80 3a X7 (Tabena 2). UzpaxeHo y
nporeHTuMa, 24 yacopHa uHkyoanuja Hela henumja 1Csp KOHLIEHTpalMjama ceaaM aHaiora
XaJIKoHa JIoBeNa je 10 cMamema oaHoca Bcl-2/Bax ox 2,3 myra (57,03%) 3a X1, 2,6 myra
(60,84%) 3a X2, 2,6 myra (61,22%) 3a X3, 3,2 myta (69,20%) 3a X4, 2,9 nyra (65,40%) 3a
X5, 2,2 myta (54,75%) 3a X6 u 3,3 nyra (69,58%) 3a X7 (Cnuka 25).
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Cauxa 23. Penpe3eHTaTUBHH XUCTOTpaMH €KCIIPECHje M aKTHUBAILMje peryIaTOPHHUX
npoterHa amontose, Bcl-2, Bax-a u kacmaze-3 y tymopckum Hela henmjama nakon 24

gacoBHOT TpeTMaHa |Cso KOHIIEHTpaIyjaMa HCTUTHBAaHUX XaiikoHa X1-X7.

mepgujaHa Bcl-2/Bax | AKTtuBHa
IF OAlHOC Kacnasa-3

KOHTpoOAna 61.98 23.58 2.63 5.83
X1 33.24 29.30 1413 15.20
X2 40.31 39.10 1.03 22.10
X3 45.28 44.59 1.02 28.81
X4 45.61 56.08 0.81 42.07
X5 32.56 35.89 0.91 37.60
X6 48.66 40.94 1:19 23.55
X7 27.22 34.03 0.80 39.18

TabGena 2. M3mepene BpenHoctu uHTeH3UTeTa (ayopecuenuuje (IF) 3a perymarophe
armontoTyHe mpotenHe BCl-2, aktuBHu Bax m kacmasy-3, kao M W3padyHAT OJHOC AHTH-
armonrtotiyHor BCl-2 mpoTerHa W TMpo-amonTOTHYHOr akTUBHOr Bax mporewHa HakoH 24

yacoBHOr TpetMaHa Hel.a henuja ICso koHLIEHTpalMjaMa HCIMTUBAHUX aHAJIOTa XaJIKOHA.

Hakon yrBphuBama CcMameHOT penaTuBHOT oaHoca Bcl-2/Bax mporemna koju

npeaAcTaBjba IIOKa3aTcJb I/IHIIYKHI/IjC alloIITO3¢C AKTUBUPAKHLEM MI/ITOXOH}:[pI/Ij aJIHOT
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aronToTCKOr ImyTa, ciueaehu muib Ouo je ma ce yTBpAM Ja JIM je er3eKyTopHa Kacmasza-3
aKTHBHpaHa aHAJIO3MMa XaJKOHA.

CxoHO TOME, pe3yiITaTh Cy mokasand jaa je 24 dacoBHa mHKyOammja Hela hemwmja
ICs0 xoHmeHTpanujama anamora xankoHa (X1-X7) moBena 10 CTaTHCTUYKMA 3HAYajHO
noehaHor HIBOA aKTUBHE Kacmasze-3 y nmopehemy ca Herpetupanum henmjama. Bpennocr IF
3a aKTUBHY Kacma3y-3 kon Herpermpanux Hela hemmja msnocwmna je 5,83, nok cy ce IF
Bpeanoctu koa X1-X7 tperupanux hemuja kperaie ox 15,20 no 42,07 (Tabena 2).

JloOujeHn pes3ynraTu Cy mokas3aliy Ja eKCIpecrja akTHBHE Kacmas3e-3 KO/ XaJIKOHUMa
Tperupanux Hela henuja Ouna je cratucTuyky 3Hauajao nosehana (2,6 myra 3a X1; 3,8 myra
3a X2; 4,9 myra 3a X3; 7,2 nyra 3a X4; 6,5 nyra 3a X5; 4 nyra 3a X6; 6,8 myra 3a X7) y

0JIHOCY Ha KOHTposTHe henuje riepBukca kKoje Hucy omse tperupane (Cnuke 23 u 2411).

Bax A Bcl-2
56.08
61.98
4459
39.10 40.94 4528 4561
35.89 34.03 40.31
29.30 33.24 32.56
23.58 I I I
KoHTpona X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 KoHTpona X1 X2 X3 X4 X5
aKTMBHa Kacnasa-3 1}
42.07
— 39.18
28.81
5. 2355
15.20
5.83
KoHTpona X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7

Ciuka 24. Penpe3eHTaTHBHH aujarpaM Koju mokasyje mpomeny IF 3a mporteune Bcl-2,
akTMBHM Bax wu kacma3y-3 HakoH 24 wyacoBHor TpermaHa ICso KoHIEHTpaiujama
ucnutuBanux xankoHa X1-X7 na HelLa hemmje. A. IloBehawe IF 3a axtuBHuM Bax xox
XaJKOHMMa TPETHpPaHUX TYMOpPCKUX henuja y onHocy Ha Herpetupane henuje. b. Cmememe
Bpennoctu IF 3a Bcl-2 xon Tymopckux Hela henuja koje cy Ouie TpeTupaHe XalKOHHMA Yy
nopehemy ca Herperupanum henujama. LI, TloBehawme IF kacmaze-3 xox Tymopckux Hela

henuja koje cy Ouiie TpeTHpaHe XaJIKOHMMA y OJIHOCY Ha HeTpeTupaHe henuje nepBukca.
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Camka 25. PenpeseHTaTMBHH aMjarpaM Koju Tokasyje mpomeHy |F omnoca anTm-
arlONTOTHYHOT W MPO-alONTOTHYHOT MpoTenHa HakoH Tpermana Hela hemuja 1Cso

KOHIICHTpallMjaMa UCIIUTUBAHUX aHasora xankoHa X1-X7 tokoMm 24 yaca.

Kao nmeo excrepumenra, y nuipy onapehnBama eKClpecuje peryJaTopHUX MPOTEHHA
aronro3e, NOOWjeHH pPEe3yATaTH NPOTOYHOM LUTOMETPHjOM MNOTBpheHH cy Kopuinhemem
MeTo/ie UMYHO(ITYOPECIIEHTHE MUKPOCKOIIH]E.

Haume, nakon 24 yacoBHe mHKyOamuje Hela henuja ananoszuma xankona X1, X5 u
X7 y koHIleHTpalijama Koje oarosapajy 1Cso BpenHocTmMa oapehuBana je excripecuja Bcl-2
NpOTEeWHa, akTHBHOI Bax-a u axkTWBHE Kacmase-3 MepemeM IPOCEYHOr HHTCH3HUTETa
dnyopocuenuuje (mean fluoroscence intensity — MFI).

Haxon 24 yacoBa Tpermana Hela henuja ICso koHnenTpanujama xankona X1, XS u
X7, Bpeanoct MFI 3a Bcl-2 nporenn Ouna je craructuuku 3HauajHo cmamena (p<0,05) y
onHocy Ha Herperupane Hela henuje. Tperman Hela henuja noBeo je 10 cMmameHe
ekcrpecuje Bcl-2 mpotenna y oxHocy Ha Hetpetupane henuje (72,5) u To ox 2,5 nyra 3a X1

(28,5), 2,6 myra 3a X5 (28,1) u 3,2 nyra 3a X7 (23,2) (Cnuka 26).
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KOHTpona

X5 (ICs)

5 0

Red 25 0 Red

Count: 218540 Min: 0 Count: 236000 Min: 0 Count: 122400 Min: 0
Mean: 72,455 Max: 255 Mean: 28.475 Max: 255 Mean: 28.073 Max; 229 Mean: 23,192 Max: 160
StdDev: 75.642 Mode: 0 (70799) StdDev: 38.024 Mode: 0 (85194) StdDev: 39.382 Mode: 0 (112675) StdDev: 35.489 Mode: 0 (60599)

HeLa - MFI 3a Bel-2 (upBeHu curHan) Cmakserse
KOHTpona 2.5 1
X1 (ICsp) 28,5 2,5
X5 (ICsp) 28,1 2,6
X7 (ICx) 23,2 3,2

Cauka 26. myHodyopeciieHTHH MpHKa3 HHUBOA EKCIPECHje aHTH-amonToTuuHor Bcl-2
npoTewHa y henwjama kapumHOMa IiepBMKca HakoH 24 dacoBHor Ttpermana [Csp

KOHIICHTpalMjaMa ucnutuBanux xankoHa X1, XS u X7.

Hakon onmpehuBama excrnpecuje antu-anontoruuHor Bcl-2 mporenna kopumihemem
MeTOJiIe MMYHO(IYOPOCIIEHTHE MHUKpOCKOmHje, oapeheHa je eKcnpecHwja aKTHMBHOT TIpO-
amonTotTuyHor Bax mporemna xox Hela henuja koje cy Owie TpeTupaHe XaJKOHHMA Yy
0JIHOCY Ha KOHTpoJIHE hemnuje.

Tperman Hela henuja Tokom 24 yacoBa |Cso KOHIIEHTpaIMjaMa Tpy aHaJIoTa XaJIKoHa
nosenu cy a0 nosehane ekcrpecuje Bax-a y ognocy Ha Herperupane henuje (10,6) u To on

2,6 myra 3a X1 (28,0), 2,7 nyra 3a X5 (28,4) u 4 nyra 3a X7 (41,8) (Cnuka 27).
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I HeLa - MFI 3a Bax (upBeHu curHan) noeehawe
KOHTpona 10,6 1

X1 (ICs) 28 2,6

X5 (ICsp) 28,4 2,7

X7 (ICsp) 41,8 4

Cauka 27. VMyHOQIyOpECHIEHTHH TpHUKA3 HUBOA EKCIPECHje MpOo-armonToTHIHOr Bax
npoTewHa y henwjama kapumHOMa IiepBHMKca HakoH 24 wdacoBHor Ttpermana [Csp

KOHIICHTpalMjaMa ucnutuBanux xankoHa X1, XS u X7.

Hakon yrBphuBama cMmameHe eKcIpecdje aHTH-amonTtoTuyHor Bcl-2 mporewna wu
noBehane eKCIIpecHje MPO-anoONTOTHYHOT Bax-a, KopuirhemeM METO/Ie
UMYHO]ITYOPOCIICHTHE MHUKPOCKOIIHje oJipehBaHO je Ja JIn aHAIO3U XaJIKOHA TPE/ICTaBIbajy
ctumyiyce anonTo3e Hela henuja mpu yemy g0J1a3u 10 aKTUBHPamkha €r3eKyTOpHE Kacmase-3.

Nukybanuja Hela hemuja y mepuony ox 24 yacoBa 1Cso KOHIIEHTpamMjamMa aHaiora
xankoHa X1, X5 u X7 goBena je A0 cTaTUCTHYKM 3HavajHor noehawma MFI Bpemnoctu
(p<0,05) 3a akTuBHY Kacma3y-3 y oaHocy Ha HeTperupane henuje. Kynrusanuja Hela henuja
XaJKOHUMAa pe3yiToBaia je nmoehame HMBOA akTHBHE Kacmasze-3 y ogHocy Ha Hela henuje
Koje Hucy oune tperupane (1,5) u to 3 myra 3a X1 (4,5), 3,2 myra 3a X5 (4,8) u 6,3 myra 3a
X7 (9,5) (Cnuxka 28).
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Cauka 28. NmyHodmyopeclieHTH TpuKa3 HUBOA eKcmpecuje epexTopHe Kacmaze-3 y y

henujama kapruHoma IiepBukca HakoH 24 uacoBHor TpermaHa |Csp KOHIEHTpanujama
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ucnutuBanux xankona X1, X5 u X7. Hakon tpermana Hela henuja xankonuma X1, X5 u
X7 BpUICHO je HWUXOBO 00jee aHTHU-f-aKTUHOM (3€J€HM CHTHAJ) M aHTH-Kacla3oMm-3

(IpBEeHM CUTHAJ) Kao IITO je OMMCAHO y MOTJIaBJby Marepujain u MeToe.

4.3.2. AHaJI03U XaJIKOHA Y3pOKYjy nmoBehany exkcnpecujy akrupHor Bax-a,
noBehany ekcnpecujy kacma3ze-3 m cmameHy ekcnpecujy Bcl-2
nporenna y HCT-116 herujama

Hakon yrBphuBama mexaHu3Ma JejoBama aHalora xaiakoHa Ha Hela henwuje, cnenehn
Ik OWo je yrBphuBame BUXOBOT MexaHu3Ma JennoBama Ha HCT-116 henmuje. CxomHo Tome,
KopumhemeM MeToJa MPOTOYHE LUTOMETPHje U UMYHO(IYOPOCIIEHTHE MHMKPOCKOTIH]E
onpehuBaHa je EKCIpecHja perylaTOPHHX MPOTEHHA amonTtos3e (aHTH-armomnrtoTuyHor Bcl-2
MpoTeWHa, TNpo-anmonToTHYHOT Bax-a wu ersexkyropHe Kkacmase-3) HaKOH JelOBamba
WCTIUTHBAHUX CYIICTAHIIH.

Pesynraru cy nmokazanm ja 24 yacoBHa nakybanuja HCT-116 henmja aHano3uma xaiakoHa
y KOHIIEHTpaIjama koje oarosapajy |1Cso BpemHocTuMa, 10BOJIE A0 CTATUCTUYKHA 3HAYajHOT
cMmamema ekcripecrje Bel-2 mporenna. Haume, mepemem untensutera diayopoctenmuje (1F),
pe3yNTaTH Cy MOoKa3ajdu CTATHCTHYKH 3HavajHO cMamewe |IF tpernpanux HCT-116 henmja y
nopehemy ca koutposiom (Cruke 29 u 30). Bpennocr IF 3a Bcl-2 ko nerpetupanux henuja
n3Hocmia je 25,00, mok cy ce |F BpeqnocTn HakoH 24 yacoBa TperMana HCT-116 henuja 1Csp
KOHIICHTpallMjaMa aHajora xajnkoHa kpetane ox 11,14 no 14,72 (Tabena 3).

Taunuje, nakyobanuja HCT-116 henmja xankoHMMa J10Bea je 10 CMambeHE EKCIIPEcH]e
Bcl-2 mpotenna y oaHocy Ha Hetpetupane hemuje u to 2,2 myra (55,44%) 3a X1, 1,9 nyra
(47,60%) 3a X2, 2 myta (50,80%) 3a X3, 2,1 myra (53,40%) 3a X4, 1,7 nyra (41,12%) 3a X8,
2,3 myta (57,00%) 3a X6 u 2,1 myra (51,68%) 3a X7.

Hakon noOujeHux pesynirara KOju MOKa3yjy CMameHy €KCIPECH]y aHTU-alONTOTUYHOT
Bcl-2 mporenna kox xankon Tperupanux HCT-116 hemuja, y cienmehem ekcriepuMeHTy
onpehuBaHa je ekcrpecuja Mpo-aroNTOTUYHOT aKTUBHOI BaX mporenHa HakoH 24 4acOBHOT
tpermana HCT-116 henuja |Cso KoHIIeHTpanjaMa aHaJIoTa XaJIKOHa.

Pesynratn yka3yjy Ha CTaTMCTMYKM 3HAuajHO MoBehame ekcrpecuje akTHBHOI Bax
nportenHa y Tpetupanum HCT-116 henujama y onHocy Ha moMmeHyTe Tymopcke henuje xoje
Hucy Owmne tperupane(Cnuka 13 u 14). Bpennoct IF 3a Bax xon nerperupanux henuja
u3Hocuna je 8,74, nok cy ce BpeaHoctu IF xox tperupanux HCT-116 henmja xperane of

11,04 no 16,85 (TaGena 3). IlpeunsHuje, ekcrpecuja Hpo-armontoTUyHOr Bax-a Oumna je
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CTaTUCTHYKM 3HauyajHo mnoBehana y tperupanum HCT-116 hemujama y ogHocy Ha
Herperupane hemuje, u To 1,4 myra (36,96%) 3a X1, 1,3 myra (33,29%) 3a X2, 1,4 myra
(36,96%) 3a X3, 1,3 nyra (26,32%) 3a X4, 1,9 nyra (92,79%) 3a X5, 1,5 nyra (51,26) 3a X6
u 1,4 myra (36,96) 3a X7.

Hakon yrBphuBama cMameHe eKclpechje aHTu-anontotuuHor Bcl-2 mnporenmna wu
noBehane ekcrpecuje mpo-amonTotudHor Bax-a xox tpetupannx HCT-116 henwmja y ogHOCY
Ha HeTpetupane henuje, yrBphuBan je penaruBau ojgHoc Bel-2/Bax.

Pesynarati ucTpakMBama IMOKa3add Cy CTATUCTUYKH 3HAYAjHO CMAmCHE PEIaTHBHOT
omHoca Bcl-2/Bax xoq HCT-116 henuja koje cy Tpetupane xankonuma X1-X7 y nopehemy
ca koutposnuM henujama (Cauka 31). Bpennoctu IF ognoca Bcel-2/Bax xonx HeTpeTHpaHux
HCT-116 hemuja 6umo je 2,86, mox je xox tperupanmmx HCT-116 hemmja IF BpemnocT
m3nocuia 3a X1 —0,93; X2 -1,12; X3 - 1,03; X4 — 1,06; X5 -0,87; X6 — 0,81; u X7 — 1,01
(Tabena 3).

Taunuje, 24 yacoBau Tperman HCT-116 henmja 1Cso koHIIEHTpaIjaMa aHaIora XaJIKOHa
pe3yATOBao je cMamemeM oanoca Bel-2/Bax ox 3,1 nyra (67,48%) 3a X1, 2,6 niyra (60,84%)
3a X2, 2,8 myta (63,98%) 3a X3, 2,7 nyra (62,94%) 3a X4, 3,3 nyra (69,58) 3a X5, 3,5 nyra
(71,68%) 3a X6 u 2,8 nmyra (64,69%) 3a X7, y oqHOCy Ha HeTpeTupane henuje.

KOHTpona X1 X2 X3 X4 X5 X6

El

X7

Bcl-2

P M.

N
Bcl-2-FITC - Bcl-2-FITC - Bcl-2-FITC = Bcl2-FITC ™ Bclk2-FMC ™™ Bcl-2-FITC ", Bcl-2-FITC .

2 I 3 5 2 2
? B 2 3 3 2
H-1 H-1 H1 " H-1 H1

Bcl-2-FITC

Bax
\*‘—\_
L=

! N LI

Bax-FITC - Bax-FITC - Bax-FITC o Bax-FITC =@ Bax-FITC - Bax-FITC = Bax-FITC ~ 'am

Bax-FITC

Kacnaza-3

AN
Kacnasa-3-FITC ‘== acnasa-3-FITC == acnasa-3-FITC == acnasza-3-FITC  am acnasa-3-F[TC =@ Kacnasa-3-FITC == acnasa-3-FITC @

Caukxa 29. Penpe3eHTaTMBHM XUCTOTpaMM €KCIPECHje M aKTHUBALMje PperylaTOpHUX
nporenHa anonrose, Bcl-2, Bax-a u kacmaze-3 y tymopckum HCT-116 henumjama HakoH 24

gacoBHOT TpeTMaHa |Cso KOHIIeHTpanyjaMa HCIUTUBaHUX XajakoHa X1-X7.
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meaujaHa Bcl-2/Bax | AKtuBHa

IF oAHOC Kacnasa-3
KOHTpONa 25.00 8.74 2.86 8.09
X1 11.14 11.97 0.93 34.19
X2 13.10 11.65 112 38.87
X3 12.30 11.97 1.03 28.32
X4 11.65 11.04 1.06 36.02
X5 14.72 16.85 0.87 44.85
X6 10.75 13.22 0.81 47.04
X7 12.08 1197 1.01 50.74

Tabena 3. Nsmepene BpemHoctu wuHTeH3uTeTa Guyopecreniuje (IF) 3a perymatopne
armontoTuuHe mpotenHe BCl-2, aktuBHu Bax u kacmasy-3, kao ¥ M3padyHAT OJHOC AHTH-
armonrtotuuHor Bcl-2 mporenna u mpo-amonToTHYHOr akTHBHOr Bax mportenHa HakoH 24

gacoBHOT TpeTMana HCT-116 henuja ICso koHIIEHTpaIMjaMa HCITUTUBAHNX aHAJIOTa XaJIKOHA.

Hakon yrtBpheHe craTuCTMUKM 3HayajHE TMpPOMEHE Yy eKCcIlpecHjaMa aHTHU-
armonrroruvHor Bcl-2 u npo-amontoriuHor Bax nmpotenHa, y cieneheM kopaky onpeluBana je
eKCIIpecHja ers3ekyropHe kKacma3e-3 HakoH 24 wyacoBHor tpetmana HCT-116 henuja
aHaJIo3MMa XaJKOHa y KOHIIeHTpalujama koje oaronapajy 1Cso Bpeanoctuma.

Pesynratu wucTtpakuBama IOKa3aJd Cy CTaTUCTMYKM 3HauyajHo moBehame |F
BpeIHOCTHU 3a Kacmady-3 xoxa Tpetupanux HCT-116 henuja y nopehemy ca henmjama koje
Hucy oune tperupane xankonuma X1-X7 (Cnuke 29 u 30). Bpennocr |IF 3a kacnasy-3 koa
Hetpetupanux HCT-116 henuja usnocuina je 8,09, nok cy ce |F BpeqHoctu kox Tpetupanux
henmuja kperane on 28,32 mo 50,74 (TaGena 3). Haume, kynruBammja HCT-116 henuja
pesyiToBaia je moehambeM HHBOA €r3eKyTOpHE Kaclasze y OJHOCY Ha KOHTpoiy U To 4,2
nyta 3a X1, 4,8 nyra 3a X2, 3,5 nyra 3a X3, 4,5 nyra 3a X4, 5,5 nyra 3a XS5, 5,8 nyra 3a X6
u 6,3 myra 3a X7.
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11.14
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14.72
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11.65 10.75
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Cauxa 30. PempeseHraTBHM aujarpam Koju Tokasyje mpomeny IF 3a mporeune Bcl-2,

akTuBHM Bax wu kacmazy-3 HakoH 24 4YacOBHOT TpeTMaHa

1Cso

KOHIICHTpaIjama

ncnutuBanux xankona X1-X7 wa HCT-116 hemwmje. A. Iloehame IF 3a akTtuBHM Bax

MPOTEUH KOJ XaJIKOHMMa TPETHPAaHUX TYMOPCKHX henrja y oqHOCY Ha HETpeTHpaHe henuje.

Bb. Cmememe Bpennoctu IF 3a Bcl-2 kon tymopckux HCT-116 henmja koje cy Owie

Tpetupane xankonnMa X1-X7 vy nopehemy ca Herperupanum hemmjama. L. Iloehame IF

kacmnase-3 ko tymopckux HCT-116 henuja xoje cy Ouie TpeTHpaHe XaJKOHUMA y OJHOCY Ha

HeTpeTupane henuje KoioHa.
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Bcl-2/Bax ogHoc
3.5
3.0
25
2.0
1.5
1.0 - -
JERRERNR
0.0 L
KoHTpona X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7

Cimka 31. PenpeseHtaTiBHU JujarpaM Koju nokasyje npomeny IF Bcl-2/Bax ognoca HakoH
24 dgacoHor tpermMana HCT-116 hemmja ICsp koHIEHTpaIjaMa MCIMTHBAHUX aHAJIOTa

xankoHa X1-X7.

Hakon yrBphHBama cMmameHe eKclpecdje aHTH-anmonTtoTuyHor Bcl-2 mporewna wu
noBehaHe ekcrpecuje Mpo-amonToTHYHOr Bax-a M ersekyropHe Kacmasze-3, Wb Jajber
HCTpakuBama 0uo je oapehusame Bcl-2, Bax-a u kacnaze-3 MeTo0M UMYHODIYOPOCIIEHTHE
MHKPOCKOTIH]E.

Kao pemnpeseHtaruBHe CymncTaHiie Koje JOBOJE JIO MPOMEHE EKCIIpecHje
peryJaTopHuX NMpoTernHa anonto3e kopuctuiivu cmMo X1, X5 u X7.

Hakon 24 yacoBa unkyOamuje HCT-116 henuja 1Cso koHIIEHTpaIMjamMa TpH aHaAIora
XalkoHa, ojpehuBaHa je ekcmpecuwja aHTH-anonToTHyHor Bcl-2  mpotemna, mpo-
anontoTHyHOT Bax-a u erzekyropHe Kkacmasze-3 MepemeM MPOCEUHOT HHTEH3UTETa
dyopocuennuje (mean fluoroscence intensity — MFI).

ITomenyru tperman HCT-116 henuja pe3yaroBao je CTaTUCTHYKUA 3HAYajHUM
cMmamereM MFI BpenHoctn 3a Bel-2 y onHocy Ha kontponHe henwmje. Hakon 24 uwacoBHe
nnkybanuje HCT-116 henuja ananozuma xankoHa X1, XS u X7 y KOHILEHTpalujama Koje
oarosapajy 1Cso BpeiHOCTHMA YCIIEMIIO je CTATUCTUYKY 3HAYajHO CMameme excrpecuje Bel-
2 npoTerHa y ogHocy Ha koHTposHe henuje (MFI Bpennoct nznocuna je 12,9), u to 1,9 nyra
3a X1 (MFI BpenHoct usHocuna je 6,5), 2,2 myra 3a X5 (MFI BpeanocT usHocuna je 5,6) u
2,3 myra 3a X7 (MFI BpenHocT u3Hocuia je 5,5) (Cruka 32).

81



KOHTpona X1 (ICsp) X5 (ICsp) X7 (ICsp)

Intensi wightec
Min: 0 ntensity (unweighted)
Max: 9

0 3 Count: 565760 Min: 0
Mode: 0 (303713) S - 5 Mode 619 Mean: 5.473 Max: 29
StdDev: 8.384 Mode: 0 (339635)

HCT-116 ~ MFI 3a Bcl-2 (upBeHw curHan) CMaHeHse
KOHTpona 12.6 1
X1 (ICsp) 6.5 1.9
X5 (ICs) 5.6 2.2
X7 (ICsp) 5i5 23

Cauka 32. myHodyopeclieHTHH MpHKa3 HHUBOA EKCIPECHje aHTH-amonTotuuHor Bcl-2
nmpoTemHa y henmjama kapruHOMa KoJioHa HakoH 24 dacoBHor TpetMana ICsp

KOHIICHTpalMjaMa ucnutuBanux xankoHa X1, XS u X7.

Hakon yrBpheHe cMmameHe ekcmpecdje aHTu-amonTotuunor Bcl-2 mporenna,

onpehuBaHa je eKcrpecHja Mpo-armonTOTHYHOT aKTHBHOT Bax-a HakoH 24 4acOBHOT TpeTMaHa
HCT-116 henuja anano3uma xankona X1, X5 u X7 y koHIeHTpanyjama koje oaroapajy 1Csp
BpEIHOCTUMA.
[TomenyTH TpeTMaH pe3yjiITOBAO je CTAaTUCTUYKW 3HA4ajHUM noBehamem ekcrpecuje Bax-a y
nopehemwy ca koutposHuM henujama (MFI Bpennoct usHocuna je 7,2), u o 2 myra 3a X1
(MFI Bpennoct usHocuia je 14,2), 2,6 nyra 3a X5 (MFI Bpeanoct usnocuia je 18,7) u 3,8
nyta 3a X7 (MFI Bpenroct usHocuia je 27,6) (Cnuka 33).
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KOHTpona X1 (ICsp) X5 (ICsp) X7 (ICsp)

] Intensity (unweighted) 255 0 Intensity (unweighted)
x i 0 Intensity (unweighted) 255 0 Intensity (unweighted)
Count: 561600 Min: 0 Count: 433864 Min: 0

Mean: 7.212 Max: 88 Mean: 14.247 Max: 96 Count: 350592 Min: 0 Count: 805600 Min: 0
StdDev: 10.080 Mode: 0 (235948) StdDev: 19.408 Mode: 0 (204627) Mean: 18.725 Max: 98 Mean: 27.612 Max: 89

StdDev: 23172 Mode: 0 (148015) StdDev: 23,124 Mode: 0 (57910)

l HCT-116 - MFi3a Bax (upeeHy curHan)
KOHTpona 72 1
X1 (ICsp) 14.2 2
X5 (ICsp) 18.7 2.6
X7 (ICsp) 276 3.8

Cauka 33. MMyHOQUIyOpECHIIEHTHH TpHUKa3 HUBOA EKCIPECHje MpOo-armonToTH4HOT Bax
nmpoTeMHa y henmjama KapimHoMa KoJioHa HakoH 24 dacoBHor TpetMana ICsp

KOHIICHTpalMjaMa ucnutuBanux xankoHa X1, XS u X7.

Hakon ytBplheHe cMmameHe ekcrpecuje aHTH-amontotudHor Bcl-2 mporenna u mpo-
arnonToTU4YHOr Bax-a meTrogoM HMMyHO(IIYOPOCIEHTHE MHKPOCKOIH]E, HCTOM METOJ0OM
oapehuBanu cMo na i TperMad HCT-116 henuja anano3uma xankona X1, XS5 u X7 noBoau
no moBehama excnpecuje er3eKyropHe kacmasze-3. Y CKiIaay ¢ THM, HakoH 24 4YacOBHE
nnkybanuje HCT-116 henuja anano3uma xankoHa X1, X5 u X7 y KOHLEHTpaluju Koja
omroBapa |Csp BpemHoctuMa wmepeweM MF| BpemHocTH mnpolemeHa je eKCIPEecHjy
er3eKyropHe kacmasze-3 y ogHocy Ha Herpetupane HCT-116 henuje (Cnuka 34). Pesynratu
UCTPaXHMBamka IMOKA3aJIM Cy Jia TPH aHaJora XaJKOHa JOBOJE JI0 CTATUCTUYKU 3HAYajHOT
nosehama excnpecuje (p<0,05) nmomenyre kacmaze koja Tperupanux HCT-116 henuja y
oJHOCY Ha KoHTpody (2,0) u To 4,3 myra 3a X1 (8,6), 5,4 myra 3a X5 (10,8) u 6,6 myra 3a X7
(13,2) (Cnuka 34).
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Beta akTUH AKTMBHa Kacnasa 3 Mpeknanawe

KOHTpoOna

M 0122165

MFI 3a akTUBHY Kacnasy-3

G ot o
KOHTpona 18,1 2,0 1

X1 (ICsp) 12,7 8,6 4,3

X5 (ICsp) 37,8 10,8 54

X7 (ICsp) 243 13,2 6,6

Cauka 34. UmyHodmyopeclieHTH TpuKa3 HUBOA eKcmpecuje epexTopHe Kacmaze-3 y y

hennjama kapuuHOMa KojoHa HakoH 24 wyacoBHor TtperMmaHa |Csp KOHIEHTpanujama
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ucnutuBanux xankona X1, X5 u X7. Hakon tpermana Hela henuja xankonuma X1, X5 u
X7 BpUICHO je WUXOBO 00jee aHTHU-f-aKTUHOM (3€J€HHM CHTHAlI) M aHTU-Kacla3oM-3

(IpBEeHM CUTHAJ) Kao IITO je OMMCAHO y MOTJIaBJby Marepujain u MeToe.

4.4, NonmpuHoc ayrodaruje mpoiecy amnomnro3e HHIYKOBaHEe O]
cTpaHe aHaJjiora xajkona 'y HeLa m HCT-116 heiujama

Hakon yrBphuBama na mcruTvBaHu aHano3u xankoHa y HelLa m HCT-116 henmmjama
WHIYKY]y aronTo3y, cieaehn b netpaxnBama OO je 1a ce UCIUTA y KOM CTETIeHY TpoIiec
ayro(aruje TOmpuHOCTH NMUTOTOKCHYHOCTH MCIIUTUBAHUX aHAIOTA XaJIIKOHA. Y IUJbY OBOTA,
y JeIHy eKCIepuMeHTalIHy rpymny gonaar je xjopokud (CQ) koju mpeacTaBjba MHXUOUTOP
ayroaruje. Ko-perman ca CQ y xoHuenrpanuju ox 20 UM BpieH je HakoH 24 9aCOBHOT
tpermana HelLa u HCT-116 hemuja 1Cso koHIIEHTpaMjaMa UCTUTUBAHUX aHAJIOTA XaJIKOHA H
pedepenTHux cyncranud. Hakon uHkyOanuje henmuja MeTog0M NpPOTOYHE LIHUTOMETpU)E
(flow) ynmotpebom 6Gojema Annexin V-FITC/7-AAD onpehuBaH je mpolieHaT armonTOTHYHHX
henuja, 0 THOCHO MPOMEHA MPOIIEHTA aONTOTUYHUX henwja.

Kon xontposnnux, Herpermpanux Hela henuja, wunxuOumumja ayrodaruje Huje
pe3ynToBaNa 3Ha4ajHOM MPOMEHOM MPOIIEHTa alloNTOTUYHUX hemuja.

24 9acoBHM TPETMaH ca XJIOPOKHHOM UMao j€ Pa3IM4UT YTUIA] HA IMTOTOKCUYHU edeKaT
aHanora xankoHa (Cnuka 35). Maxubunuja ayrodaruje je y 3Ha4ajHO] MEpH JIOBela JI0
CMamema aronTo3e MHIyKoBaHe aHano3nuMa X2 ¥ X6, OJHOCHO MpOIEHAT arONTOTHYHUX
henuja ce cmamuo 3a 10,43% (X2) u 12,89% (X6). Ko-petMaH ca XJIOPOKHHOM je HMMao
HEIITO MamkU edeKaT Ha IMUTOTOKCHYHOCT MHAYKOBaHy aHaloroM X3 (cMameme MpOoIeHTa
anontoTuuHux henuja 3a 6,21%), nok je epexar Ha uurorokcuyHoct X1, X4, X5 u X7 6uo
npakTuyHo 3aHemapsbuB (0,54%, 0,44%, 2,32% u 3,19%).

Takohe, ko-tpetman HelLa henmja ca CQ Huje A0BeO 10 3HAYAjHUX IPOMEHA Y

UTOTOKCHYHOM e(ekTy pedepentrux cynctaniu (X3 — 3,13%; cisPt — 5,88%).
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HeLa henuje

[ -
-5
-10
-15

KOHTpona X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 OxX3
=% 095 0.54 -10.43 -6.21 -0.44 -2.32 -12.89 3.19 313

Cauka 35. Penpe3eHTaTHBHHM AujarpaM KOjU MOKa3yje MPOMEHY IMPOILEHTa arnoNTOTHUYHUX
henuja xaprmHOMa IEpBUKCAa HAKOH JI0JaTKa XJIOPOKMHA Kao WHXHOWTOpa ayrodaruje. Y
xakoHUMa TpetupanuM Hela hemmjama HakoH 24 yacoBa J01aT je XJIOPOKHH U ojpeheH
MpOIICHAT amoONTOTHYHHUX henuja METOIOM MPOTOYHE IMTOMETpPHjEe YIOoTpeOoMm Oojerma

Annexin V-FITC/7-AAD xao 1Ito je onucaHo y 0/ieJbky Marepujai u METOJIe.

Ko-tperman HCT-116 henuja ca CQ u anamozuma X1, X2, X3 u X4 pe3ynaToBao je y
3HaYajHOM CMamelYy MpolleHTa anontoTuyaux henuja (X1 — 36,27; X2 — 16,33; X3 — 15,37
u X4 — 16,8%) (Cmuka 20). Wuxubunumja ayrodaruje umana je Mamwu edexkar Ha
LIUTOTOKCUYHOCT MHIYKOBaHY XalKOHOM X5 (IIpoleHaT anonToTUYHUX henuja ce cMamuo 3a
7,96%) u 3aneMapsbuB edexaT Ha nuToTokcuyHOCT X6 1 X7 (3,14% u 4,91%).

Ko-tperman HCT-116 henuja ca cisPt u CQ noBeo je 10 u3pasuTe MPOMEHE MPOICHTA
anontotuyHux hemmja ox -12,96%, nok ko-tperman ca X3 u CQ HHje pe3ysiTOBaO

3HaYajHOM MPOMEHOM MpolleHTa anontoTuuHux hemnuja (1,79%).
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HCT-116 henuje
40

35
30
25
20

15
0 — . - - —

-5
-10
-15

(6)]

koHTpona X1 | X2 X3 X4 | X5 | X6 X7 | OX3 | cisPt
=% -1.84 36.27 16.33 15.37 16.80 7.96 3.14 -4.91 1.79 -12.96

Cauka 36. PerpezeHTaTBHHM AujarpaM KOjU MOKa3yje MPOMEHY IMPOILEHTa arnoNTOTHYHUX
henuja kapruHOMa KOJIOHA HaKOH JOJaTKa XJIOPOKWHA Kao WHXHOUTOopa ayrodaruje. Y
xankoruma tpetupanum HCT-116 henujama HakoH 24 yacoBa 104aT je XJOPOKUH U oapeheH
MpOIICHAT amoNTOTHYHUX henuja METOIOM MPOTOYHE IMTOMETPHjEe YIOTpeOoMm Oojerma

Annexin V-FITC/7-AAD xao 1Ito je onucaHo y 0JieJbky Marepujai u METOJIe.

5. Iuckycuja

Manurae 6oecT IpeACTaBIbajy TIIABHU y3POK CMPTH Kako y CpOuju, Tako M HIMPOM
cgera. [Iporexnux roaunaa 3a0eeeH BEJIUKH ITOpacT MOPTAIUTETa U MHIM/CHIE KaHIIepa Y
HAIIO] 3eMJBH, TIPH Y€MY Cy IJIaBHHU y3pOIM CMPTHOCTH KOJI MYIIKE IOIyJalKje KapiuuHOMHU
ruiyha ¥ KoJloHa, IOK je TJIaBHU Y3pOK CMPTHOCTH KOJ JKEHCKE IOIyJIaluje KapIHHOM J0jKe
(44-46).

Kanmep mpezacraBiba rpymy MajMTHHTETa KOjy KapaKTepHINy HEPETyJIHMCaHU pacT,
nponudepanuja henuja, HBa3Muja U MeTacTaza. Kanieporenesa je y3pokoBaHa BUIIECTPYKUM
cepyjaMa MyTallMja I'eHa KOju peryimummy pactT M audepeHuujauujy hemuja, mpu uemy
HaroMmuiaBame MyTalMja JOBOAM 10 mopemehaja ekcrpecuje, akTHBAlLlMje U JIOKaIU3aluje
MOJIEKyJa KOju Cy MpHUMapHM 3a MexaHusMme ojopane henmja. [Tomenyre kapakTepucTHKE
KaHIeporeHese omoryhene cy crnoco6Homrhy kaHieporenux henuja 3a usbderaBame npoiieca

nporpamupane hemmjcke cmpru (10-12).
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[Mponudepanmja u audepennujanmja Tymopckux henwja oaBuja ce 3HATHO Opxke y
OJIHOCY Ha MaJWrHo HeusMmemeHne hemmje rae moiekyn DNK mpexacraBiba HajBaxHMjU
Moiiekyn y paeobm hemuja. Yenem Tora, momekyn DNK wecto mpencraBiba  Mery
aHTUKaHIeporeHux JiekoBa (229). KibydHu edekar aHTHKaHIEPOTeHUX JICKOBA MOJpa3yMeBa
MHIYKIM]Y alonTo3e Kao rIaBHOT 00yinka nmporpamupane henujcke cmptu (53).

[MpoTenHH KOjU pEeryiuiny MpoLEC arnonTo3e Nnpeacraribajy rpyny Bcl-2 mporeuna,
rJic Cy Haj3HaYajHUjUu TNPOTCHHH aHTH-anontotndHu BCl-2 u npo-amonrornynm Bax
npotenHu. C TUM y Be3H, eKCIpecHuja, JoKaau3anuja u aktuBaiuja Bcl-2 u Bax mporenna
MpeACTaB/ba BeOMa 3HAuUajHE MapaMmeTpe 3a Cy30ujame TymMopa IyTeM HHAYKIHje Mpolieca
armornto3e. MHIyKOBameM aronTo3e OJ CTpaHe aHTUKAHIIEPOTEHHX JIEKOBA, JICKOBHU JIENTY]Y
Kao CTUMYIYCH KOJU YBOJ€ TyMOpcke henuje y anomnTto3y, OJHOCHO JI0BOJIE /10 aKTUBHpama
Mpo-anonToTHYHOT Bax-a xoju ¢opmupa nope y crospaiiboj MUTOXOHAPUJATHO] MEMOpaH!
u ocnobaha HUTOXPOM C M3 MHTPaMEMOPAHCKOT MPOCTOpPa MUTOXOHJpPH]jA, IITO CYKIIECUBHO
JIOBOJIM JI0 Kacla3He KacKajie U aKTHBHpama er3ekyropHe kacmase-3 (101,103-105).

IMporennn Bcl-2 m Bax mokanmu3oBaHu Cy y MHTOCONY hendje KOO MalUurHO
Hem3MemweHux henmja. [loBehana exkcmpecuja akTuBHOT Bax-a koju je HaKOH HAyKOBamba
armonTo3e JOKaJAM30BaH y MHUTOXOHJIpHjaMa W CMameHa ekcmpecuja Bcl-2 mporemna y
nuTocoity henuja mpeacraBsbajy MOoroJHe MapKepe 3a uaeHTHUKanujy hemmja y anonTosmu.

HNako aHTHKaHIIEPOTEHHM JIEKOBU TPEACTaBIbajy €hUKACHY Tepamujy 3a Cy30Hjame
MQJIMTHUTETAa, MPUMapHa WIM CEKyHJapHa pPE3UCTCHTHOCT KaHIEpOreHnX henuja Ha
AHTHUKAHIIEPOTEHE JICKOBE, Kao M HECEICKTUBHOCT JICKOBAa IpeMa 3ApaBUM henujama
Hajuenrha cy HexesbeHa Tepanujcka aejcra (230,231). Yenen Tora, HEONMXOHA je CHHTE3A U
MpUMeHa HOBUX aHTUKAHIEPOTEHHX jeIbeha Koja he perykoBaTi He)KeJbeHa JIejCTBa.

[IpupomHM ¥ CHHTETHCAHW XalIKOHW, Kao W HUXOBU JICPUBATH U aHAJIO3M
NPE/JCTaBJbajy OWOJIOIIKM aKTHBHE CYIICTAHIIE KOje WMMajy IIUPOKY MPUMEHY Yy JICUCHY
MaJIMTHUTETa. XaJKOHU TPEJICTaBJbajy MHTEpMeanjepe 3a OHOJIONIKY CHHTE3y (iaBOHOUIA
ca BUMa CIMYHHM XEMHUJCKMM U OHMOXEMHJCKMM KapaKTEepHUCTHKama, yCiell 4era CBOje
7ejcTBO Hajuemihe UcCrosbaBajy ciloO0oAHMM AudyHIOBameM Kpo3 henujcky MeMOpaHy U
Be3uBameM 3a Mosekyn DNK. CxomgHo Tome, XankoHU ce CBOjoM «, [/ — He3acuheHoM
KapOOHMITHOM TIpynoM Be3yjy 3a N-TepMuHaJHy aMHMHO TIpyny ryaHuHa y crpykrypu DNK
MOJIEKYJIa YUME OCTBApYjy CBOj aHTUTYMOPCKH edekat (232,233).

CBM HCHOUTHBAHM XAJIKOHH Yy OBOM MCTpaXHBaWmy IpEACTaBibajy aHajore
JEXUIPO3UHIEPOHA. 3a Pas3iIMKy O]l AeXUAPO3UHIepOHa KOjU CaAP>KU METUII TPYILy Be3aHy 3a

KapOOHMJIHM YIJbEHUKOB aTOM, celaM HchuTHBaHUX XaykoHa (X1-X7) caapxe H300yTHII
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Ipyly Be3aHy 3a KapOOHWJIHM YIJbEHHUKOB aToM M Mel)ycoOHO ce pas3imKyjy 1o
CYNCTUTYHCaHO] (PYyHKIIMOHAIHO] TPy HA YETBPTOM YIJbEHHKOBOM aTOMY apoMaTH4YHOT b
npcreHa. C 003upoM HA TO Ja Cy MCHUTHBAHU XAJKOHH CHHTETHCAHU y JIaOOPaTOPUjCKUM
ycinoBuma, de NOVO o BaHWiInHA, MOXe ce pehn aa Hamu Xankonu (X1-X7) npencraBibajy
aHajore JIeXUAPO3MHrepoHa Ha 0a3u BaHWIIUHA.

Haume, npBu xasikoH y cepuju X1 capxu XHAPOKCWIHY TPYITY BE3aHY 3a 4. MM0JI0XKaj
apomMatuyHor b mpcreHa u MpeacTaBiba jeAnbembe Koje je de NOVO cCMHTeTHCaHO mosia3ehu o
BaHWIMHA. OcTany HCIUTUBAHU XaJIKOHU y cepuju jenumema (X2-X7) cUHTeTHCaHH Cy
CYICTUTYLHJOM Pa3IHIUTHX (PYHKIIMOHATHUAX Ipyla ca BOJOHUKOBUM aTOMOM XankoHa X1 u
TO: METHJI TPYIIOM 3a X2, eTUJI TPyrnoMm 3a X3, H30Mponui Irpyrnom 3a X4, mpomnuiI rpyrnoM 3a
XS5, Oyrun rpynom 3a X6 u 6eH3ui rpynom 3a X7.

[Ipeamer oBor ucTpakmBama O0HO je onapehuBame aHTUTYMOPCKUX edeKTa cemam
aHayiora xankona (X1-X7) Ha Tpu BpcTe TymMopckux hemuja, HelLa, HCT-116 u MDA-MB-
231, xao u edekra Ha 3apaBe MRC-5 henmuje xoje cy kopurnhene kao konTposHe henmje. Kao
KOHTPOJIHE CYIICTAHIIE KOPUCTUJIM CMO IHCIUIATUHY U JACXUIAPO3UHTEpOH Koju Beh mmajy
MOTBpheH aHTUTYMOPCKH e(heKaT Ha pa3InIuTe BPCTe TyMOpCKux henuja (221,222).

[IpBu kopak y WCHHTHBAaBKY aHTUTYMOPCKOT J€jcTBa JIEKOBa U HHUXOBO]
MOTEHIIMJaJHO] MPUMEHH y MEIHUIIMHCKE CBpXE MpeacTaBiba IN VItr0 CTyaujy MCIHUTHBamba
BUXOBOT IUTOTOKCHYHOT edekTa mpumeHoM MTT Tecra.

Kako Ou Heka cymncTaHia Morjia OMTH NOTEHLHUJaTHH areHC 3a JIeYeHhe MaJTUrHUTETa
HEOITXOJIHO je MCHHUTaTH HbeH edekar Ha 3apaBuM henrjama CXOOHO TOME, HEOIXOJHO je
YTBPIUTH Ja JH Cy HUCIUTHBAHM aHAJIO3M XaJIKOHA CEJIEKTUBHU IpeMa 3/paBuUM henujama
MaJIMTHO HEM3MEH-EHOT TKHBA, U J1a JIU Cy CEJIeKTUBHUJU MpeMa 3[paBUM heirjama y 0JJHOCY
Ha pepepeHTHE CyICTaHIIEe.

C Tum y Be3d, IMJb OBOT HCTpaKMBamka OMO je HCHUTHBAKE M yrnopehuBambe
UTOTOKCHYHUX edekata ananora xankoHa X1-X7 u pedepeHTHUX CyNncTaHIH (IUCIUIaTHHE
W JIeXUIpO3MHIepOHa) Ha 37paBe XxymaHe ¢ubpobnacre ruiyha. Pesynaratu oBe cryauje
MOKa3aJId Cy Ja CBM MCNUTUBAH XajdkoHW X1-X7 mokxa3yjy BUCOKY CEJIEKTHBHOCT Ipema
MRC-5 henujama TokoM 24 1 48 4acOBHOT TpeTMaHa.

HltaBume, TtoxkoM 24 4yacoBHe wuHKyOamuje henuja xankonuma XI1-X7 'y
KoHIeHTpauuju on 300 puM mporeHar IUTOTOKCMYHOCTH Ouo je ucmon 35%, mok 3a
JIBOCTPYKO JYKH BpPEMEHCKH nepuo oA 48 yacoBa IMpU MCTOj KOHIIEHTPALUJH UCTIMTUBAHUX
aHajora IpoleHaT IMTOTOKCUYHOCTH je 6uo ucrnon 50%. U3pauynare 1Cso BpenHoCTH CBUX

WCIHUTHBAHUX aHAJIOTa XaJKOHAa HaKOH 00a BpeMeHCKa MHTepBaja cy y omcery oz 200-300
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uM (Tabena 1), mTo yKasyje Ha TO Jja CBU aHAJIO3M XaJKOHA MMajy Ha3HATaH IIUTOTOKCUYHH
edekat Ha 37paBe XymaHe ¢pudbpoodiacre.

JIeXuIpO3UHTEePOH, KOjU TPEICTaB/ba CTPYKTYPHH aHAJIOT MCIUTHBAHUX XaJIKOHA H
KOJU je Y OBOM HCTpaKMBamy KOpHIINEeH Kao pedepeHTHa CylcTaHIla He TIOKa3yje 3HadajaH
mutoTokcnynu edexar Ha MRC-5 henmje y ncnutuBanumM BpeMEHCKUM HUHTEPBAIUMA, T/I€ CY
n3pauynate |Cso konmenrpammje usHocuie mnpeko 300 pM. CBuM HCIUTHBAHU aHAIO3U
XaJKOHa TMoOKa3yjy 3HatHO Behy cenekruBHOCT mpema MRC-5 hemmjama y onmHocy Ha
LUCIUIATUHY KOja je KopulheHa Kao Apyra pedepeHTHa CylCTaHlla OBOT UCTPaXKUBAba.

Pesynratn CBUX MOcaalmImbHX HCTpaXKHBama 3a PAa3JIMUMTE aHAIOTe W JIepUBaTe
XaJKOHA HHUCY TIOKa3ali Behy CENeKTHBHOCT IpeMa 3/paBuM henmujama y OJZHOCY Ha Halie
ncrnuTuBaHe xankoHe X1-X7.

C TiM y Be3W je jelHO MCTpaXkMBame Koje cy oOjaBwiu Tatjana u capamuuim 2018.
roguHe (234). Ayropu MOMEHYTOT UCTPAXKHBamba UCIIUTHBAIHN CYy aHTUTYMOPCKO JIejcTBO 23
aHTPaxXMHOHCKA XaJIKOHA Ha henmje XyMaHe JIeyKeMHje MPH 4eMy Cy Kao KOHTPOJIHE 37paBe
hemuje xopuctmim xymane ¢uoOpobnacre tryha, MRC-5. Pesynaratn mcTpaknBama OBHUX
ayropa NOKa3ajJud Cy Jla TPU AHTPAXMHOHCKA XaJKOHAa HAKOH 24 4YacOBHOI TpeTMaHa
WCII0JbaBajy 3HavajaH nutoTokcnyHu edexat Ha MRC-5 hemmje ca HUCKMM BpeaHOCTHMMA
|Cso koHnIeHTpanmja. O yKymHo 23 UCIUTHBAaHA aHTPAXWHOHCKA XaJIKOHA, ayTOPH HABOJIE Ja
caMo TpH XaJKOHa Mokasyjy cenekTuBHOCT npema MRC-5 henujama. OBum ce moTBphyjy u
pe3yiTaTd OBOI UCTPaKMBamba y KOME je IOKA3aHO Ja aHAJIO03U XaJKOHA HE HCIOJbaBajy
CTAaTUCTUYKHU 3HaYajaH MUTOTOKCUYHU edekar nmpema 3apaBum henujama (Tabena 1).

KcanTaxymon mpencraBiba jegaH OJ MHOTOOpPOJHHUX NPHUPOJAHMX XaJIKOHA KOJU je€
u3osioBan u3 Omibke xmesba (Humulus lupulus). Mako mpeacraBiba NPUPOJHH XalKOH,
KCaHTaxyMoJI TOKa3yje CHaxHHUjU 1nuToTokcuyHu edexatr Ha MRC-5 henuje y omnocy Ha
Hallle ucnuTHBaHe XajukoHe. C TUM y Be3H, pe3yiTaTd jeJHOT UCTPaKMBamba Cy MOKa3alu Ja
Kcantaxymon ucnosraBa nutorokcudHocT Ha MRC-5 henuje Tokom 48 yacoBHOT TpeTMaHa
ca ICso Bpenuormthy ox 149,20 uM (235), nok cy ICso BpenmHocT Hammx xankoHa X1-X7
TOKOM MCTOT TPETMaHa 3HAaTHO BHIIE, peko 200 pM.

V cnenchem wuctpaxuBamy Maioral wu capagauim (236) wucnuTHBaIH Cy
LUTOTOKCUYHM e(eKaT CHHTETUCAHOT XaJIKOHA 03HAa4yeHOT Kao A23 Ha JIBaHAeCT TYMOPCKHUX
henujckux JIMHMjA JOK Cy Kao 37paBe KOHTpOJHe henuje KOpUCTHIM XyMmMaHe ¢uOpobiacte
wiyha MRC-5. Pe3synrtatu uctpaxuBama OBHX ayTopa IMOKa3aJid Cy J1a HAKOH 24 YaCOBHOT
tpermana 100 pM A23 na MRC-5 henuje uurorokcuuHocT u3Hocmia oko 50%, TOK koA

XaJKOHa OBOT' HUCTpaxuBama X1-X7 HUTOTOKCHYHOCT HUje mpenasmia 25%. Crora, Hamm
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ucnutrBanyu Xxankonu X1-X7 noxa3zyjy 3HatHO Behy cenekruBHocT Hpema MRC-5 henujama
y OJIHOCY Ha XankoH A23 y uctpaxkuBamy Maioral u capagnuka.

Hakon notepae Beoma Bucoke pesucteHTHOCTH MRC-5 henmja Ha Hame ncnuTuBaHe
xankoHe X1-X7 koja ce oriieqa y HBUXOBOM MHUHUMATHUM (HE3HATHOM) IUTOTOKCHYHUM
edeKTUMa, KOjH Cy CJIabuju o] eeKTa CKOPO CBUX JI0 caja HCIIMTUBAHUX XaJTKOHA, CTEKA0 Ce
YCIIOB 32 HCIUTHBAaKE IUTOTOKCHYHHMX edekara xamkoHa X1-X7 Ha Tymopcke hemnmje
[IEpPBHKCA, KOJIOHA U JIOjKe. Pe3ynTatu oBOT UCTpaKMBama MOKa3yjy Jia CBH XaJKOHH Ha 0a3u
BaHunuHa (X1-X7) ucnospaBajy eduxacaHe T03HO M BPEMEHCKHU 3aBHCHE LIUTOTOKCUYHE
edekre Ha TymMmopcke HelLa u HCT-116 henuje. Mnax, henuje kanuepa gojke (MDA-MB-231)
MoKasyjy ojpeleH CTerneH pe3uCTeHTHOCTH Ha UCTIMTUBaHe aHasore xaakone X1-X7.

[IpBu THO KapuMHOMA KOJ KOra je MCIUTUBAH LUTOTOKCUYHH edekaT XxankoHa (X1-
X7) je xymanu kapumHoMm 1epBukca (HeLa — hemujcke nmaHMja). Pesynratu oBor
HCTpakuBama Cy mokaszanu aa TpetmManu X1-X7 na Hela hemuje moBome no 3HavajHOT
noBehama IMUTOTOKCUYHOCTH Y OJHOCY Ha HeTperupaHe hemmje, kao u na je oBaj edekar
BpPEMEHCKH U J103HO 3aBucaH (Cnuka 1, 2-7).

[MuToTOoKCHUYHM edeKaT HUCIIIATUHE 3a Pa3jiMKy OJf UCIIMTUBAHUX XaJIKOHA j€ MamH,
JIOK je IUTOTOKCHUYHH edekar Apyre pedepeHTHe CyIcTaHIle, AeXUApo3uHTepoHa, Ha Hela
henuje cnmuyan je kao edekar ucnutuBanux anamora X1-X7.

3a pa3nuky oj pe3yaTara JOOMJEHUX y OBOM HCTpPakKMBamby, aHAJIO3U XaJKOHA
(mexuapo3uHrepoHa) Koje Cy CHHTeTHCAnu Burmudzija u capamuuim (222) ucHobaBain Cy
3HATHO Mame epukKacHe UToTOKCcHuHe edekre Ha Hela henmje. Burmudzija u capaguuiu
CHUHTETHCATIM Cy JECET XaJIKOHAa KOjU C€ OJI JAEXUIPO3UMHIEepPOHA PaA3IMKYJy y TOME LITO
ymecTo He3acuheHe JBoryde Be3e cajip)ke LUMKIONPONaHcKu npcereH. On ieceT HCIUTUBAHUX
XaJKOHA y UCTPaXKHMBalby IOMEHYTHUX ayTopa, XaJKOH ca OeH3Ww1 IpynoM (Kojy caipXku U
Ham X7) moka3ao je HajepuxacHuju nuToTOKcHYHHM edekar Ha Hela hemuje. Mehyrtum,
u3pauyHate 1Cso BpeAHOCTH y MCTpaKMBamby MOMEHYTHX ayTopa cy 2 1o 5 myra Behe 3a
TPOCTPYKO IYKM BPEMEHCKHM HMHTEpBaJl y OJHOCY Ha Hallle UCIMTUBAHE aHAJIOre XaJKOHa
(Tabena 1). Takohe y nuctpaxuBamy IOMEHYTUX ayTopa, IUCIUIATHHA KOja je KopulrheHa Kao
pedepeHTHa cyrncTaHIa nokasajia je HajeukacHUjU LIUTOTOKCUYHM epexat Ha Hela henuje.

VYV  npyrom wuctpaxuBamy Sangpheak wu capagHunm (237) ucnuTHBamM  Cy
LUTOTOKCUYHE e(eKTe TPpU JepHUBaTa XaJKoHa (KOjU caJpiKe CYNCTHUTYHUCAHE METOKCH Ipylie
Ha apomatu4yHoM b npcreny) Ha Hela henuje Hakon 24 yacoBHe uHKyOauuje. Tpu nepusara
XaJKoHa o3HaueHH cy kao 3C, 3d u 3f nepuBaru Koju McnoJbaBajy 3HayajaH UTOTOKCHYHH

edekat Ha Hela henuje. Hakon 24 yacoBHOT TpermaHa Hammx xaiakoHa (X1-X7) nmokazano
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ce Ja UCTIMTUBAHH XaJIKOHM OBOT MCTpakuBama MMajy Behy unroroxcuunoct (Tabena 1) Ha
Hela henuje y mopehemwy ca nepuBaTuMa XajlKkoOHa OBUX ayropa. Melyrum, jeman aepuBaT
XaJIKOHA y UCTPAXKHBAaKy OBHX ayTopa KOjH je o3HaueH Kao 3d ucroJbaBa HUTOTOKCHYHH
edekaT y KOHIIEHTPAIHUjU KOja je y OICery HallluX UCIUTUBaHUX XayikoHa (Tabena 1).

VY cnenehem uctpaxkuBawy Zhu u capaguuiy (238) MCIUTHBAIM Cy aHTUTYMOPCKE
epekre 14 cuUHTETHCAHHMX jeAWmbCHa XankoHa Ha Hela hemuje Tokom 48 wacoBa. Hamm
aHaJO3M  XaJKOHA WCIOJbaBajy 3HA4ajHO  e(UKacHUjy IUTOTOKCHYHOCT  (HIDKE
KOHLIEHTpauyje) Ha henuje uepBukca y mopehemwy ca HUTOTOKCHMYHOLINY CBUX XaJKOHA Y
ucTpaxkuBamwy Zhu-a u capajHuka.

Arévalo u capagauim cy y wucTpaxuBamy u3 2019. roauHe WCIUTHBAIA
LIUTOTOKCUYHU edekar 4-HuTtpoxaskoHa Ha Hela hemmje Tokom 24 yacoBHOr TpeTMaHa.
Jenumeme 4-HUTPOXaJIKOH MOKa3aJo je 3HATHO caaduju UTOTOKCUYHU edekar, oa 5-20 myra
MambH Y OHOCY Ha 4-HUTPOXAIKOH.

Ha ocHOBY MOMEHYTHX MCTpakKMBamka MOXKEMO 3aKJbYUUTH JIa aHAIO3M XaJIKOHA Ha
0a3u BaHWIMHA UCIOJbAaBa]y 3HATHO CHAaXXHUJU LIUTOTOKCHYHU edekaT Ha henuje XymMaHOT
KaplMHOMA IIEpBUKCA Y OJHOCY Ha edeKkaT MHOTOOPOJHHX OO caja MUCIUTAHUX aHAJloTa U
nepuBara xajakoHa. CXOJHO TOME, MCIUTHMBAHU XAJIKOHM OBOT HCTpaXHBamba MOTY OUTH
MMIUIEMEHTUPAHHU Kao JeTHU 0] Haje(PUKACHUJUX aHTHKAHIIEPOTCHUX TEPAICyTHKA 3a JICUCHE
KapIMHOMA LIEPBHUKCA.

Crnenchu kopak oBor in Vitr0 ucrpakuBama OHMO je HCIHTHBaWmE WU yrnopehuBame
UUTOTOKCUYHUX edeKkaTa HCHUTHBAHMX XaJKOHAa Ha henuje XyMmMaHOr aJieHOKapLHUHOMa
koJsioHa (HCT-116 henujcka nunuja). Hakon 24 u 48 yacoBHor Tpermana Ha HCT-116 henuje
CBE UCHUTHBAHE CYICTAHIIE Cy MOKa3aje JO3HO U BPEMEHCKO MoBehame UTOTOKCUYHOCTH.
Pedepentna cymncranma, 1eXuapo3MHIepoH, Mmokasajia je e(puKacHUjU HUTOTOKCHYHU edekaT
na HCT-116 henuje y oqHOCY Ha IUCIUIATHHY.

Kako 6u ycranoBuiM cTeneH e(huKacHOCTH MCIUTUBAHMX aHajora xankoHa Ha HCT-
116 henwuje, ocum mopehema HUXOBOT IMUTOTOKCHUYHOT edekTa ca edekTuma pedepeHTHUX
CYIICTaHIIU HEOIXOAHO je Omiio U nopeheme BUXOBOr eeKTa y OJJHOCY Ha JApYyre JepuBare u
aHaJore XaJKoHa y HCTpakMBambUMa JAPYTUX ayTopa.

C tum y Be3u, Wang u capaauuim (239) cy 2019. roauHe HCIUTHBAINA aHTUTYMOPCKE
aKTUBHOCTH 32 CHHTETHCAHa XaJOleHa aHajora XajJKOHa KOjU MpHIajajy Tpynu THEHO-
NUPUMUAMHCKUAX XaslkoHa. O CBMX HMCIMTHUBAHMX XaJKOHa Yy ucTpaxuBawy Wang-a u
capaJiHMKa caMo Cy TPU XaJIKOHA M TO HAaKOH Jyxer nepuona uHkydanuje HCT-116 henuja

6una y oncery |Cso KOHIIEHTpalMja HAaIMX XaJIKOHA Ha 0a3u BaHuiMHA. Mnak, y nopehemy
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ca XaJKOHHMAa OBOT MCTPAXKMBama, TP MIOMEHYTa XAJIIKOHA Y UCTPAKUBAIY OBHX ayTopa He
nmokasyjy cenexktuBHOCT npema MRC-5 henujama mTo mpencraBiba MpUMapHU YCIOB 3a
BUXOBY TOTEHIMjaTHY IPUMEHY Ka0 aHTHKAHIIEPOTCHUX TEpaneyTHKa.

VY napyrom ucrpaxuBamy Han u capamaunm (161) wcnuTuBaiM Cy aHTUTYMOPCKO
7iejcTBO ABe cepuje ananora xankoHa Ha HCT-116 henuje: mpBa cepuja XankoHa Koja CaapKu
CYNCTUTYyHCaHy 4-OKCOXMHA30JIMH TPYyIy YMECTO apoMaTHyHOr b mpcreHa (o3HaueHa je kao
cepuja 3a-C); ¥ Ipyra cepuja XajJkoHa Koja CaJpKu CYIICTUTYHUCaHY 4-OKCOXHMHA30JIUH TPYITY
yMecTo apoMaTtuyHor A mpcreHa (o3HaueHa kao 6a-C). Hakon 72 4YacoBHOT TpeTMaHa
aHajmo3MMa xaikoHa oBux ayropa Ha HCT-116 hemuje mpBa cepuja xankona (3a-C) je
UCTOJbMIa ePUKACHU]H IIUTOTOKCHYHM eekaT y OJHOCY Ha JAPYry cepHjy xaiakoHa (6a-C).
Opn cBUX XaJIKOHA TIPBE CEpHje, IBaHACCT XAIKOHA MMAaJH Cy IUTOTOKCUYHU e(eKaT CIMYaH
HAIIUM MCTIUTHBAHUM XaJKOHHUMA alli TOKOM JYKET, 72 4aCOBHOT TPETMaHa.

Shankaraiah wu capagnumm (240) wucnuTHBa M Cy IMTOTOKCHYHE edekre 24
CHHTETHCAaHa XeTePOUMKINYHA XallkoHa Ha 6a3u BaHwimHa Ha HCT-116 hemmje Tokom 48
qacoBHOT TpeTMaHa. Oj CBHX XaJIKOHAa Ha 0a3W BaHWJIMHA y HCTPAXUBAKY OBHX ayTopa
celaM XaJKOHa je MCIOJBIIIO 3HauajHe nmuToTokcuuHe edexre. M3pauynare 1Cso BpenHocTu
celaM XETEPOIMKINYHHUX XallKOHA y UCTpakuBamy Shankaraiah w capagnuka Owie cy y
cknany ca |1Cso Bpeqnoctuma Hammx xankoHa (Tabena 1). Takohe, pesynratu ucrpaxuBama
OBHMX ayTopa IOKa3yjy Ja JaBa xajdkoHa (o3HaueHa kao 4a u 4b) umajy edukacHuje
IUTOTOKCHYHE e(EeKTe y OJIHOCY Ha Hallle aHaJore XaJKOHA INTO TpEeACTaBba jeaH O]
pPETKHX pe3yiaTara CBHX JIOCAJAlIbUX HMCTPAKUBAKA. XaAIKOHH Yy HCTPAKUBAKBY
Shankaraiah-a u capagHrika, Ka0 M HaIlld aHAJI03U XaJKOHA, CHHTeTHCaHHW cy de Novo ox
BaHWIMHA Kao TMoJjla3He cyrcTanne. KibydyHa pasimka y XEMHJCKO] CTPYKTypu usmely
XaJKOHA OBUX ayTopa W HAlIMX aHajora XallkOHa MPEJICTaBjba: MPUCYCTBO apOMATUYHOT A
npcTeHa koja xankona Shankaraiah-a uw capajgHumka, Kao W TPHCYCTBO THICPHIAHHI,
MOP(MOJIMHIII, WHAOJMHWI WM TETPAXUAPOXUHOIMHWI TpyIe CYINCTHTyHCaHe Ha b
apomMaTtu4yHoOM mnpcteny. Takole, BehnHa XallkoHa y CepUju jeIUbEHha OBUX ayTopa CalipiKu
XanoreH (xyop, 6poM mnu ¢uyop) CYNCTUTYHCAaH 3a apoMaTuyHu A mpcteH. Ha ocHOBY
aHaJIM3MPaHe pasliuKe y XeMHjCKOj CTpyKTypH u3Mmely xainkona Shankaraiah-a u capaanuka
u Hammx xajmkoHa X1-X7 Moke ce 3aKJ/bYy4HTH Jia TPUCYCTBO apOMATHYHOT A TIPCTCHA
pe3ynTyje CMameme HMUTOTOKCMYHOCTH XallkoHa Ha 0a3u BaHwiuHa. Takole, mpucycTtBo
XaJOreHa KOjU TPeNCTaBJbajy eNeKTPOH-aKIENTOPCKY TPYIy JOJATHO PE3YATYje CMameHmne
IIUTOTOKCUYHOCTH XaJKOHAa Ha 0a3u BaHWiIWHA. Mmak, y morjieny Ha TO KakO XEMHjCKa

CTPYKTypa XaJIKOHa Ha 0a3y BaHHWIIMHA YTU4Y€ Ha BHXOB HUTOTOKCUYHU C(I)CKaT, OCTajy
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HejacHe u3pasuto Hucke |Cso BpemHOCTH XalkoHa O3Ha4YeHHUX Kao 4a u 4b koju y cBOjoj
XEMUJCKOj CTPYKTYPH CaJpKe A MPCTEH U MUIEPUIMHUI TPYILY Y3 OJCYCTBO XaJIOTEHA.

Crora, Ha OCHOBY JIpYIHiX HCTpPaXMBamba y KOjUMa je€ MCIUTHUBAHA IUTOTOKCHYHOCT
xankona Ha HCT-116 henuje u nopehemem ca murorokcumuHonrhy xankona X1-X7, moxe ce
3aKJBYYUTH Jla aHAJIO3M XaJIKOHA OBOT HCTPAKMBAmba HUCIOJbaBajy eQHKAacHU]e
aHTUTYMOpCcKHe edekTe Ha henmje kaHIepa KOJOHAa y OJHOCY Ha BehmHy g0 caja
WCIUTHBAHUX aHAJIOTA U JIepUBaTa XaJKOHA, yCJIe/1 Yyera Hallli XaJKOHU MOTY Hah#u puMeHy
Kao TOTCHIIMjaJTHN areHCH 32 JICYSHhE OBOT MAIUTHUTETA.

Ocum nopehewa IUTOTOKCMYHMX e¢ekaTa XaJKoHa Yy Cepuju aHajora Ha Oasu
BanwimmHa (X1-X7) ca pedepentnum cymcraniama (CisSPt u /JX3) Ha mnojequHaYHUM
hemnjckum nuaujama (HeLa m HCT-116), Takohe je HEONMXOAHO yMOPEAUTH HUTOTOKCUYHE
edexTe CBUX UCIUTHBAaHUX cyrncTaniy Ha Hela hemuje y oqrocy Ha HCT-116 henuje.

CxomHo TOMe, HakoH 24 u 48 gacoHor Tpermana Ha HelLa m HCT-116 henwmje,
pe3ynraTtu cy nokasanu 1a cy 1Cso KoHIeHTpanuje mecT aHaiora xaiakoHa (X2-X7) suiie 3a
HelLa hemuje y omrocy Ha HCT-116 henuje (Tabena 1). Mehytum,  pesyatatm  OBOT
UCTPaXHBama Cy MOKa3aId Ja U mopea ehUKaCHUX ITUTOTOKCHYHHUX eeKara UCITUTHBAHUX
xankoHa X1-X7 Ha henuje kapiimHoMa KoJIOHA U IepBHKca, henmrje kaprmaomMa jnojke (MDA-
MB-231 henujcka nuHU]a) TOKa3yjy oapeheHH CTemneH pe3ucTeHTHOCTH. [leT mcnuTuBaHMX
XaJIKOHA OBOT' HCTPaKMBamka HCHOJbABAU CY LUTOTOKCHYHOCT >50% TeK NpHU HaJBUIIO]
koHneHTpamuju o1 300 uM Tokom 24 yacoBHor TpetmaHa Ha MDA-MB-231 henuje. Nnak,
LUCIUIaTHHA je ucroJbuia HajepukacHuju nutoTokcuyau edexat Ha MDA-MB-231 henwuje y
OJTHOCY Ha CBE UCIIUTHUBAHE CYIICTAHIIC OBOT HCTPAKHBAMA.

Pe3yntatn MHOroOpOjHUX JOCalallbUX UCTpaKuBama rmokasanu cy na cy MDA-MB-
231 henuje pesucreHTHe Ha BehMHY OMOJOMIKM aKkTUBHMX cyncTaHud. C TUM y Besw,
pesynaTu ucTpaxkuBama Li-a u capaanuka (241) mokazamu cy ma MDA-MB-231 henwuje
MOKa3yjy PE3UCTEHTHOCT Ha KYPKYMHUH KOjU MpEICTaB/ba JUMEP ACXUAPO3UHTEepoHA. Y
UCTPaKMBaWky OBHUX ayTopa HakoH 24 4acoBHOT TpeTmaHa KypkymuHoMm Ha MDA-MB-231
henuje BujabunmHocT henmja m3znocuna je oko 90%, OJHOCHO MPOIEHAT LUTOTOKCHYHOCTU
u3HocHo je oko 10%, mTo je y ckiaxy ca pe3yiraTuMa HallMx aHajora xajakoHa Ha MDA-
MB-231 henujama. IlItaBuine, HeKH aHaIO3M XaJKOHAa OBOT HCTPaXHMBAaKka HUCHOJBUIH CY
euKacHUjU LUTOTOKCHYHH edekar y OIHOCY Ha KypKYMHH Yy HUCTpaxuBamwy Li-a u
capaJiHuKa.

Y npyromMm WUCTpakMBamby MWCIUTHBAH je IIMTOTOKCHYHU e(eKaT CHHTETUCAHOT

xankoHa Ha MDA-MB-231 henuje koju y CB0jOj XeMHJCKOj CTPYKTYPH CaJip’KU apOMaTUYHU
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NPCTCH KOjU je KOHJEH30BaH ca apoMarudyHuM b mpecrenom xankona (236). Pesynrartu
UCTpaXKMBama MOKa3au cy Jia ¢y uzpauynare |1Cso BpeTHOCTH CHHTETUCAHOT XaJIKOHA TOKOM
24 yacOBHOI TpeTMaHa y CKJIaJly ca pe3yJTaTUMa HallMX aHaJora, JOK HakoH 48 4acoBHOT
TpeTMaHa CHHTETHCAHU XaJKOH MCIO0JbaBa ehuKkacHUju nuToTOKCHIHU edpexar Ha MDA-MB-
231 henmje y ongHocy Ha Hamie ucnutuBaHe XankoHe X1-X7. Mnak, MUTOTOKCHYIHH edeKaT
cunTerrcanor xakona Ha MDA-MB-231 henuje 6uo je mame epukacaH y 0JHOCY Ha OCTalle
henmjcke nuHMje y UcTpakuBamy oBUX ayropa: K562 — XpoHWYHA MHjEIOUIHA JICYKEMUja,
Kasumi — akyrHa mujenounaHa eykemuja, Jurkat — akyraa T aumdponuTHa neykemuja, CEM
— akytHa nuMmdoobnacTHa neykemuja, HL-60 — akyTHa npomujenonuTHa jJeykemuja, U-937 —
XxyMaHa mujenongHa jeykemuja, MM.1S — b mumdobnactaa neykemuja, HT-29 — xymanu
aJIeHOKapIHOM KoJjioHa, A549 — xymanu kapuuHoM Tutyha m HelLa — xymaHu xapuuHOM

[IepBUKCA.

VY cnenehem wuctpaxuBamwy, Yunyun Di u capagauim (242) ucnutHBaIM Cy
[MUTOTOKCHYHH e(eKaT JUTHAHA H30JI0BAaHUX M3 JIAHEHOT ceMeHa (CEeKO-U30JIapHIIMPECHHOIIA
n enreposiaktona) Ha MDA-MB-231 henuje. Jlurnanu ce oJ XajgkoOHa pasiMKyjy MO TOME
IITO y CBOJOj XEMH)CKO] CTPYKTypU yMecTo o, [} He3acuheHe KapOOHWIHE Tpyre cajpike
IUXAIPOKCHUIIHM  aJKOXOJI WJIM TeTparuapodypaHcku mpcTeH. I[Ipema oBome, ceko-
M30JIAPUITUPECUHON Y CBOjO] XEMHJCKO] CTPYKTYpu caapku Oyran-1,4-guwon, 10k
CHTEPOJIAKTOH CAAPKU  TETParuApo(ypaHCKH TPCTEH. AYTOpH OBOT HCTPaXKHBamba
UCTIMTHBAJIM CYy J1a JIK U Y KOJIHMKOj MEpH KOMOWHOBaHM TPETMaH JIMTHAHA ca KapOOIIaTHHOM
1 JOKCOPYOUIIMHOM HCIoJbaBa epukacHUju 1uToTOKCHYHM epexaT Ha MDA-MB-231 henuje
y OZHOCY Ha TojeArHauHe TpeTMaHe. MehyTuMm, pe3ynTaTté mojeiMHavYHUX TPETMaHa CEKo-
u3onapunupecunona u enrepoiakroHa Ha MDA-MB-231 henuje mokazamu cy na henwmje
KapLUuHOMa JI0jK€ TOKa3yjy PEe3UCTEHTHOCT Ha JIMTHAHE M CarjlacHO je ca pe3yliraTuMa OBe
crymuje. [Ipema oBome, OCBPTOM Ha XEMHJCKY CTPYKTYpY JHMTHaHA M HAa OCHOBY pe3yiraTa
UCTPaXKMBamka OBHX ayTOpa MOXE Ce NPETIIOCTAaBHTH Ja apoMaTHyHu A u b mpcreHoBu
XaJKOHAa HeMajy yTHIa] Ha aHTuTymMopcku edekat kojg MDA-MB-231 henuja. Mebhyrtum,
pe3yaTaT McTpakuBama Tatjane u capagnuka (243) mokasanu Cy Ja XalKOHHU KOJU CaJpike
THO(EHCKU MPCTEH YMECTO apoMaTUYHOT A IMpCTeHa UCNOJbaBajy 3HayajaH IIUTOTOKCUYHU
epexar Ha MDA-MB-231 henuje, rae cy uspauynare |1Cso Bpenqnoctu Oune 5-20 myra HUXe y
OJIHOCY Ha Hallle XaJIKOHe.

PaznuunTa aKTUBHOCT XaJIkOHa y TMOMEHYTHM HCTpaXMBamkUMa yKa3yje Ha TO Ja

nojenHe (PyHKIIMOHAIHE TpyIe Y CTPYKTYPH XaJIKOHA U JEXUJIPO3UHI'€POHA 3HAYAJHO YTHUY
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Ha BUXOBY OMOJOIIKY akTuBHOCT. Haume, Tuong-Ha Do u capamuunm (244) cy Ha OCHOBY
nperaena auteparype oa 2007. mo 2014. roauHe MpeACTaBIIN OJHOC XEMHJCKE CTPYKTYpE H
aKTUBHOCTH XankoHa. [lperiegom nmreparype, OBH ayropu Cy YCTAaHOBWJIM Jia
CYICTUTYHCaHa XUJAPOKCH, METOKCH WJIM METUICHAMOKCH TPyIa Ha apOMaTHYHOM A TPCTEHY
yTH4e Ha aHTUKAHIEPOTEeHY aKTHBHOCT XaJIKOHA.

MebhyTum, neXuapOo3MHIEpOH, KOjU IMPENCcTaBba aHAJIOT HAammX xajdkoHa X1-X7 He
caJlp’Ku apoMaTHYHH A TIPCTEH y CBOjoj XeMujckoj cTpykrypu. C tum y Be3u, Hampannavar
u capamaunu (221) cy 2016. roauHe 00jaBWIIM Kako pasiuyuTe (YHKIMOHAIHE Ipyre
JIEXUIPO3MHTEPOHA YTUYY Ha FHErOBY OHMOJIOIKY aKTHBHOCT. Ha mpumep, MmpuCyTHOCT
METOKCH- U XHJPOKCH-TPyIle Ha apoMaTH4HOM b mpcreHy omoryhaBa aHTH-OKCHIATHBHY
aKTHBHOCT JICXHJIPO3MHICPOHA, TOK OCTAIM JICNIOBM MOJIEKYlIa JOMPHUHOCE TIOMEHYTOM
edexty. McTo Tako, 1eXuapo3UHIepOH UCIIOJbaBa 3HaYajHy aHTH-UH(IaMaTOPHY aKTUBHOCT,
TJIe 3aMEeHa METHJI TpyIe Koja je Be3aHa 3a C-arom kapOOHWIIHE TpyIe ca JU-eTHI WA JIH-
METWJI TpylaMa y3pokyje nmoehame aHTH-UH(IAMaTOpPHE aKTUBHOCTH (HAIIK XankoHU X1-
X7 campke nzo0ytun rpymy). Takohe, o, f — He3acuheHna kapOOHMUITHA TpyIa 3acCIy)KHA je 3a
aHTH-MYTareHo JIejCTBO JeXuapo3uHrepoHa. Ctora, MOXe ce MPEeTIOCTaBUTH Ja MPUCYTHOCT
apOMaTUYHOT A MPCTEHAa XaJKOHA HUJe HEOMXO/IHO 3a OMOJIOIIKY aKTUBHOCT XaJIKOHA.

Ha ocHOBy nocamammux HCTpaxKuBama IMOYy3JaHO ce Moke pehu ma Hamwm
ucnuTUBaHU XankoHH X1-X7 uMmajy epuKkacHHju aHTUTYMOPCKH edeKaT y OJHOCY Ha eeKTe
BehrHe 10 cajga CHUHTETHCAHUX M HM30JI0BaHUX XankoHa. C TUM y Be3d, aHTUTYMOpPCKa
AaKTUBHOCT HalIMX XaJIKOHA OIJie[ia ce€ Y lhbUXOBUM BeOMa HUCKHM KOHIIEHTpalujama Koje cy
JOBOJbHE 3a IMOCTU3ame e(PUKACHOT LUTOTOKCHMYHOr e(deKkTa Ha KaHleporeHe hemuje
(mpBEeHCTBEHO TyMOpcke henuje mepBUKCca W KOJIOHA), Ka0 M BeOMa BHCOKE KOHIICHTpaIluje
HaIINX XaJKOHa KOje MMajy MUHUMAaIIHU edekaT Ha 3apaBe henuje pubpodnacra. Ha mpumep,
npumeroM 100-150 uM X1-X7 na HeLa u HCT-116 henuje nmocTmxe ce HUTOTOKCUYHOCT OJ1
pexo 90%, TOK MCTOBpEMEHO MOMEHYTa J103a JieKa UCIOoJbaBa He3HAaTaH edekar Ha 31paBe
MRC-5 henuje. [Ipema TOoMe, pe3yATaTd MUTOTOKCHYHOCTH MCIUTHBAHUX aHAJIOTA XalKOHA
koju cy yrBphern MTT TectoM MOTy MMaTH BeoMa 3HayajaH JOMPUHOC Yy MPOHANAKEHY
eUKaCHUJUX aHTU-KaHIIEPOTEHNX areHca y 0JIHOCY Ha JI0Ca/lallkhe JIEKOBE.

Nnak, nuToTOKCHYHY edeKaT HEeKOT JieKa MpecTaBJba apaMeTap Koju Mmokasyje aa je
nouuio A0 cMptu henuja anu He onpel)yje Ha KOJjU HA4yMH je A0 TOra JIOLUIO, OJJHOCHO HE
ompehyje Tun henmjcke cMmptu. Kako OuM HekH JIeK MMao TMPUMEHY Kao epuKacHU
AHTHKAHIIEPOT€HU areHC HEOMXOJHO je YTBPAUTH KOjU THM henmjcke cMpTH je TOMUHAHTaH

(anonTo3a W/WIIH Her03a). Kaz[a CC TOBOpH O HCKOM QAHTHKAHOCPOICHOM arcHCy O-I
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IpecyIHe je BAXHOCTH Jia JIM Taj areHC MHIYKYyje HEKH OJ THIOBa mporpamupane hemmjcke
cMpTH (amomnTo3a, ayrodaruja, HEKpONTO3a U JIPYTrd) WIM HHAYKYje HEKPO3Y TYMOPCKUX
hemuja.

3a pasnmuKky on mporpamupane hemujcke CMpPTH KOja je CTPOTO peryiaucaH MpoIiec,
HEKpO3a MPEeJICTaBJha EHEPreTCKYA HE3aBUCAH U HEKOHTPOJIMCAaHU OOIHK henmujcke CMpTH Koju
HACcTaje Kao Y3poK xunokcwje wim uHpnamamnuje. [Iporec Hekpoze decrto je mpahen
nmoBehaHoM TIPOAYKIIMjOM TIPO-UH(IAMATOPHUX TPOTEHHA KOJU Y3pOKYjy HapylIaBame
uHTerpuTeTa henmujcke meMOpane u ocinobahame henmjckor caapikaja y OKOJIHa TKHUBA IIITO
MOCJIEIMYHO PE3YITYje Kackaay MH(pIaMaTOPHUX IUTOKMHA U omTeheme TkuBa. Mehyrum,
mporec mporpamupane henmjcke CMpTH, 3a pasiWKy OJ HEKpo3e, MpeAcTaBjba CTPOTO
KOHTPOJIMCAaH M EHEPreTCKH 3aBHCaH MpOIeC KOju IMOoApa3zymMeBa HHU3 OHOXEMHUJCKUX H
MOPQOJIOUIKUX KapaKTEpUCTHKA KOje MOCTENeHo A0BoJe A0 cMpTH henmje 0e3 ocnobahama
henujckor caapxkaja y okosiHa TkuBa. Hajmo3natuju o0nuK nmporpamupane henujcke CMpTH je
amomTo3a 3a KOjy c€ AYro cMaTpalio Ja Mpe/CTaBjba jeIMHH OOJUK KOHTPOJIMCAHE CMPTH
henuja. AmonTo3y Kapakrtepuiie HuU3 Mopdonomkux (KOHAEH3alMja XpOMaTHHA,
¢dbparmenTanuja jeqapaor DNK monekyna, ckyrbame henuje, 0yopeme henujcke memOpane
U TyOMTaK anaxe3dje ca cyceagHuM henujaMa) W OHMOXEMHJCKHUX (EKCTepHaIM3aIrja
dbocharumuiacepuHa W aKTUBHpAmkE Kaclaza) IpPOMEHa Koje JOBOJIE JI0 CTBapama
,ATIOTITOTCKUX TeNla“ Koja OMBajy OACTpameHa O] CTpaHe Makpodara yuMe HE J0ja3u 10
ociobahama henmjckor caapikaja y OKoJiHa TKMBa U BUXOBOT omtehema. [lomTo je jenna on
Haj3HAYaJHUJUX KapaKTEPUCTUKA TYMOPCKUX henuja CrOCOOHOCT WHXHOWIIM]E aromnTo3e,
OCHOBHH IIHJb JIOCAJAIIBUX 1 Oynyhux MCcTpakuBama 3aCHHBA CE Ha MPOHATAKEHY arcHaca
KOji MHAYKY]y arnmonTto3y Tymopckux henuja (53-56,61,66,68,69).

C Tum y Bes3u, cienehu KOpak OBOT HCTpaKWBamba OHO je CE HCIUTA KOJU THII
henujcke cMpTU UHIYKY]y HCIIUTUBAHU aHAJIO3H XaJIKOHA, OJTHOCHO KOjH TUII helujcKke CMPTH
y HajBehoj Mepu IONpUHOCH €PUKACHO] MUTOTOKCHYHOCTH XajikoHa X1-X7. AnOnNTOTHYHH
eekar TPOICHEH je HaKOH 48 YacOBHOT TpeTMaHa y KOHIICHTpalWjaMa HCIIMTUBAHHX
XaJKOHA M peepeHTHUX CYNCTaHIHU Koje pe3yaryjy 50% nosehama nurotokcuunoctu (1Cso
koHuentpanyje) Ha HelLa u HCT-116 henmje ymotpebom mpotoune rmromerpuje (flow)
kopuihewem nporerHa Annexin V-FITC u 7-AAD.

Pe3ynrtatu oBOr HCTpaXkuBamba MOKa3ajlu Cy J1a IpUMeHa KOHIeHTpalyje XaakoHa X1-
X7 xoja oarosapa |Csp BpenmHocTuma moBehaBa mporeHar amontotuynux Hela henmja y
nopehemy ca KOHTPOJIOM, y3 HE3HAaTaH IpolieHaT HekpoTuyHUX henuja. IToBehame mporeHra

anontotnuHux Hela henmja y onHocy Ha HeTpetupane henmje ykasyje Ha TO Ja amnonros3a
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MpeJCTaBJba JOMUHAHTAH TN helnnjcke CMPTH MHIYKOBAH OJ1 CTpaHEe UCIIUTUBAHKUX XaJIKOHA
(Cnuka 21).

Pesynratn oBOr mMcTpaxuBama Cy y CKIaay ca pe3ylTaTuMa KOju Cy IoOujeHH y
UCTpaXHMBAakBbUMa JPYrHX ayTopa. Y jeOJHOM HCTPaXHBAaWky HCITHUBAH jeé IMUTOTOKCUYHU U
aroNTOTHYHU e()eKaT JBa jeIUbEHha XaTKOHa CyncTuTyucana ca pyreHujym (II) komrmexcom
(pyreHujym-xankoH) (245). PyTeHujyM-XaJKOH KOMIUICKCH Y HCTpaXuBamwy Jovanovi¢ n
BCHUX capajHuka (245) campixe XalKOHE Kao JIMraHe KOjU Cy Be3aHU 3a 4. KOOPIUHAIMOHO
MECTO pPyTeHHjyMa KOJU CaAp>Kd TPU JAUMETHI-CYIPOKCUIHE Tpyre. buosomku akTuBHa
JeMmbema y UCTpaXKUBamky OBHX ayropa moBehaBajy nutorokcuuHocT Hela henwja myrem
WHJIyKOBama arornro3e IITO je carjiacHO ca pe3yiaTaTuMa oBe cryauje. Takohe, Hajehu
MpPOLIEHAT aoONTOTUYHMUX hennja HAaKOH TpeTMaHa PYTEHHjyM-XaJIKOH KOMILIeKca Ouo je y
CTaJAMjyMy paHE aromnTo3¢ y3 HEe3HaTaH Opoj HEKPOTHYHHX henuja, MTO je y CKIagy ca
HaIINM pe3yaTaTiMa HaKoH TpeTMaHa xainkoHa X1-X7 na Hela henuje.

VY apyrom uctpaxuBamky Xuan u capagHuiy (246) MCOUTHBAIM Cy aHTHTYMOCKO
JIejCTBO W MeXaHHW3aM JIeJIOBama TPHUPOJHOT XajdKoHa V30JMKBUpUTHUTEHHMHA (€HTJI.
Isoliquiritigenin) koju je npucyran y Bohy u mosphy. Pe3ynrarn ucrpaknBama OBHX ayropa
cy nokazanu jga M30JuKBUPUTUTEHUH UCIOJbaBa e€pUKacaH LUTOTOKCHMYAH U aroONTOTHYaH
edekar Ha Hela henuje, mpu yemy MHIYKIMja almonTo3€ y TYMOPCKUM henrjama o1 CTpaHe
OBOT XaJKOHa y HajBeheM MpOIEHTY JONPHUHOCH HETOBO] IUTOTOKCHYHOCTH, INTO j€ Yy
CKJIaJly ca pe3y/iTaTuMa HallluX UCIUTHUBAHUX XaikoHa X1-X7.

Jom jeman mpuponaH xankoH, JIukoxankoH A MPUCYTaH je Y KOPEHY CIIAaTKOT JyKa
(Glycyrrhiza inflata Batalin) koju ce KOpUCTH y KHHECKO] TPaAMIIMOHAIHO] MEAMIIUHU U
UCIoJbaBa e(uKacaH aHTUTYMOPCKH edekaT Ha pasauuute Tymopcke hemuje (247).
Pesynratu uctpakusarma Jen-Pi Tsai-a u capannuka (247) mokasanu cy aa JIMKOXankoH A
noBehaBa nuTorokcnyHocT Hela henuja myTem MHIyKIHje allonToO3€ LITO je Y CarjlaCHOCTH
ca anonTOTUYHUM €(EeKTOM UCIUTUBAHUX aHAJIOTa XaJTKOHA OBOT HCTPAKHBAKA.

VY cnenehem ucrpaxuBamwy SU Hyun Hong-a u3 2019. rogune (248), pesynratu cy
nokasanu na JlukoxankoH A ucrnoJsbaBa eukacaH aHTUTYMOPCKH e(dekaT Ha KaHIIepOreHe
henuje Gemuke (724 henujcka TUHUja) TyTeM UHAYKIIM]E allONTO3€ KOja MPeJICTaB/ba INIaBHU
Y3pOK LUTOTOKCHUYHOCTH NMOMEHYTUX TyMOpckux henuja. I[Topex momMeHyTUX HCTpakuBama,
JlukoxankoH A WcmoJbaBa 3HavajaH aHTUTyMOpcku edexaT Ha H460, AS549, HOS, MG-63,
MDA-MB-231 henuje (249-251).

Hakon yrBphuBama epukacHor anmontoruyHor epekra X1-X7 na HeLa henwmje, y

cneneheM Kopaky oOBOTr HCTpakuBama, MerogoM Annexin V-FITC/7-AAD mnporoune
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UTOMETpHje, yTBpheHo je ha mpuMeHa KOHLEHTpaiuje koja moBoau 10 50% mnosehama
muToTokenyHocTH X1-X7 pesynryje nmoBehamem mporenta anontotnynux HCT-116 henuja
y OJHOCY Ha HeTpeTupaHe henmje, MOK je MpPOIEHAT HEKPOTHYHUX henmuja OMO HE3HATaH
(Ciuka 22). CxogHO pe3yaTaTiMa KOju TOKa3yjy BHCOK IPOLEHAT anmonTOTHYHUX henwja,
xankoHu X1-X7 wmanykyje amontody y HCT-116 henujama koja mpeacraBiba JTOMHUHAHTaH
tun henmjcke cMpTH.

Y wuctpaxuBawy Hao Jin u capagnumm (179) ucnuTHBamM Cy aHTUTYMOPCKY
aKTHBHOCT  MEXaHM3aM  JleJloBaka  Beh ~ TOMEHyTOr  TPUPOJHOT  XaJKOHA
M3onukBuputurennna. PesyntaTu uCTpakuBamba OBHX ayTopa IOKa3ald Cy Ja OBaj
MIPUPOJIHU XaJTKOH MCIOJhaBa 3HAYajaH IUTOTOKCUYHU eeKaT MyTeM WHIYKIH]je aronTo3e y
HCT-116 henmjama (cmameme BujabmmHocTm HCT-116 hemumja kako je mnpukazaHo y
ucTpakuBamy. CXOIHO TOMe, pe3yiTaTH HUcTpaxkuBama Hao Jin u capaguuium (179) cy y
CKJIay ca pe3yaTaTiMa HalmlMX aHajora XajdkoHa. Takohe, Ha OCHOBY JOCTYITHHUX
JTUTEPATypHUX IOJaTaka YCTaHOBJBEHO je na VI30JMKBUPHUTUTEHWH WHAYKYje aromnTo3y y
TYMOpPCKMM henMjaMa W 1LEepBUKCa M KOJOHAa (Ka0 W MCIUTUBAHU XAJIKOHH OBOT
HUCTpakMBama), 3axBabyjyhm meroBoj xemmjckoj crpykrypu (193,252-254). Kipyuna
pasnmuka wusMmely WMzonukBupururennH u xankoHa X1-X7 je y ToMe IITO YMECTO
PE30PLMHOIIA KOJU NPEICTaB/ba A MPCTEH OBOT IPUPOAHOT XaJKOHA aHAJIO3M XaJIKOHA HMajy
CYIICTUTYUCAHY H300yTU Tpymy 3a kapOoHuiaHU C-atom. C TUM y Be3HW, OCBPTOM Ha Beoma
CIIMYHY XEMH]CKY CTpyKTypy m3Mmehy M3ommkBuputurenuna u xankona X1-X7. Mehyrum,
epUKacHUjU LUTOTOKCHUYHM U aNONTOTUYHU edeKaT MCIUTUBAHUX XaJKOHa OBOT
UCTpaXKMBamwa Orjesla ce y OJCYCTBY PE30PLMHOJICKOT MPCTEHA KOJU MOKE Jia IpaBu Maje
CTEpHE CMETH-E Ca CyCEJHUM MOJIEKYJIMMa HaKOH Ju(yHaoBamwa y henuje Tymopa.

V ucrpaxuBawy Han-a u capaguuka (161) Beh je momeHyro na cy pesyaraTtu
LIUTOTOKCUYHMX e(ekara JBaHAECT XaJIKOHA KOJU CaJpike CYINCTUTYHCAHY 4-OKCOXHHA30JIMH
rpyny Ha HCT-116 henmje y cariacHOCTH ca HUTOTOKCUYHUM e(deKTUMa XaJIKOHAa OBOT
UCTpakuBama. JedaH 4-OKCOXMHA30JMH-XaJKOH KOju je o3HaueH ca 3f wucnossmo je
Haje(UKaCHUJU HUTOTOKCHYHU edeKaT KapLUHOM KOJIOHA y OJHOCY Ha OCTaje XaJKOHEe ca
ICso Bpemnomhy koja je ciaMyHa ca BpEAHOCTHMAa OBOT HCTpaXKuBama. Pesynratu
UCTpaKuBama Han-a u capagHuka cy mokasanu fga XankoH 3f wcrmospaBa MUTOTOKCHYHM
epexar Ha HCT-116 henuja myreM MHIyKIMje amomnro3e, MITO je€ Yy CKIAay ca XaJIKOHHMa
OBOI' UCTPa)XMBamba, alll je 3a pa3iuKy o] TpeTMaHa XankoHa X1-X7 oBor HCTpakuBamba

HajBehu npoueHat henuja 6uo y cTanujyMmy KacHe amornTo3e.
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[lopen mMOMEHYTHX HCTpaXHBamba, XaJKOHM KOj€ Cy CHHTETHUCAIM U YUjU CYy
AHTUTYMOPCKM e(dekaT HCIOUTHUBAIM JPYTH ayTopu Yy CBOjUM HCTpaxkuBawuma: Li u
capaauuiy (255); Dong u capaauunu (256); Romagnoli u capagaunu (257); Saavedra u
capaauuiy (258); Teng u capamuuim (259); Gil u capaguuum (260); Kamal u capagaumm
(261); Ayati u capaguuiu (263); u Marquina u capaguauiu (191), pesyntoBanu cy aa je
noBehame MUTOTOKCHYHOCTH XaJIKOHA Y3pOKOBAHO MHIYKIIMJOM amomnTo3e Kako 3a HelLa u
HCT-116 henmje Tako m 3a npyre TyMopcke henuje: XyMaHH XeMaTOICTyJIapHU KapIIMHOM
(Bel 7402, SMMC 7721 u HepG2 henujcke nunwmje); kapumHoM rtuyha (H460 u A549
hemujcke mmuwmje); mujenonane neykemuje (U-937 m K562 hemujcke nmHUjE); KapIUHOM
nojke (MDA-MB-231 u MCF-7 hemujcke nuuuje); u xapumHom npocrate (PC-3 hemmjcka
JIMHUja) HITO Je Y CarjlaCHOCTHU ca pe3yJiTaTUMa OBOT HCTPaKUBamba.

Hakon yrBphuBama edukacHOr HUTOTOKCHUYHOT M amoONTOTUYHOTI e(deKTa XalKoHa
X1-X7, cnenehu ik OBOT UCTpaKHUBamka OMO je 1a ce YTBPJM aKTHBAIMOHU YT MPEKO KOTa
WCTIMUTHBAHU XAJIKOHU MHIYKYjy anonTto3y y Tymopckum Hela n HCT-116 henmmjama. Hanwme,
MOCTOje JIBa TJIaBHA aKTHBAIMOHA ITyTa MPEKO KOjUX arolTo3a MOXe OWTH WHIyKOBaHA:
CHOJBAIIBU ANIONTOTCKH MYT — MPEKO PerenTopa CMPTH U YHYTPAIlkbU (MUTOXOHIPHUJATHH )
arONTOTCKH IIyT — IMYT ITOCPEICTBOM MUTOXOHPH]a.

Pe3ynraTu oBOT HCTpakuBama MOKa3alH Cy Jja CBE UCIIMTHBAHE CYICTAaHIE (aHAIO03H
xagkona X1-X7, cisPt u AX3) uuaykyjy amonTo3y akTHBHpameM MHTOXOHIPUjATHOT
armonTOTCKOr IMyTa. KibydHN NpOTENHN KOjU MMajy yJIOTY Y aKTHBHUPAly MUTOXOHIPUjATHOT
aroNTOTCKOr IyTa TpeJACTaBjbajy MPOTEHHE Koju mpumnanajy Bcl-2 rpymum mporenna.
MHUTOXOHAPHjATHN aNONTOTCKU IIyT aKTUBUPA CE€ Kao MOCJIEHIAa HapyIICHE PaBHOTEKE
u3Melly eKcIpecHje aHTH-allONTOTHYHMX MPOTeHHA Kao mTo je Bcl-2 mporemn u mpo-
aloONTOTUYHUX MPOTEHWHA Kao ITo je Bax mportemH. Hamme, nenoBame HEKOT alomTOTCKOT
CTUMYIlyca, Kao LITO Cy HAll¥ aHAJIO3HM XaJKOHA, JOBOJM J0 CMambeHE EKCIIPEeCHje aHTH-
armonroruvHor Bcl-2 mporenna y murocony henuja u mosehane ekcnpecuje U aKTUBHOCTH
npo-anonToTHYHOr Bax mporemna. AktuBHM Bax mporenmH ¢opmmupa mope Ha CHOJBAIIO]
MUTOXOHJAPHjaTHO] MeMOpaHu u JUdyHIyje Yy YHYTpallkoCT MHUTOXOHIApHja. Kpos
dopmMupaHe TOpe Yy CHOJbAIIKO] MHUTOXOHIPUjAIHO] MeMOpaHu IudyHAYjy Mpo-
aroNTOTUYHU NPOTEHHH, Kao WITO je LUTOXpOM C U3 HHTpaMeMOpaHCKOI IpocTopa
MUTOXOHJpHja y IUTOCON henuje mTo 0BOAM 10 (hOpMHUpama arnonTo30Ma, aKTUBUPAmbA
Kacrnasze-9 M CyKIIeCHBHO /10 aKTUBHpamba er3eKyTopHe Kacnasze-3.

C TuM y Be3u, 3a HCIOUTHBAKE MEXaHW3Ma JeNloBamba IIyTeM aKTUBHpamba

MUTOXOHJAPHJjaJTHOT aloONTOTCKOI MyTa Yy TYMOpPCKMM henMjaMa HaKOH JIelOoBama
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MCIUTUBAHUX aHajora XajJKoHa HEOMXOJHO je onpehuBame eKCIpecHje W JIOKaIu3aluje
pEryJaTOpHHX aroNTOTCKUX MpPOTEUHA aHTU-anontotuuHor Bcl-2, mpo-amonToTryHOT
akTUBHOT Bax-a u ersekyropHe kacrase-3.

Excnpecuja perymnaTopHUX MpOTEMHA amonTo3e yTBpheHa je HaKOH 24 YacOBHOT
tpermana |Csp KOHIlEHTpalnMjamMa WCIHUTHBAaHUX aHaiora xaimkoHa Ha HelLa n HCT-116
henuje yrmoTpe6oMm MeTo 1e TPOTOYHE ITUTOMETPH]Ee U UMYHO(DITYOPECIIECHTHE MHUKPOCKOTIH]E.

Pesynratn oBOr ucTpakMBama IOKa3yjy Jla CBH HCIUTHBAHM aHAJO3M XalKOHA
Y3pOKYjy CMameme eKCrpecuje aHTh-arnontotudHor Bcl-2 mporemna y mutocony hemuje,
noBehame ekcripecHje Mpo-aloNTOTHYHOT aKTUBHOT Bax mpoTernHa y MUTOXOHJpHjaMa KOJ
HelLa henuja xoje cy Oune Tperupane xaimkoHuma X1-X7 y mnopehemwy ca KOHTPOIHUM
henujama nepsukca (Cnuka 24A u B). Takolje, cBu HCTUTHBaHHM aHATIO3U XaIKOHA y3POKY]jY
cMmameme Bcel-2/Bax omHoca 3a Tpetupane Hela henuje y mopehery ca KOHTPOJIHOM TPYIIOM
HelLa henuja koje Hucy Omie Tperupane xankonuma (Cmuka 25). CXoaHO ToMe, pe3yaTaTh
OBOT HCTPaXMBamka TOKa3ald Cy Ja ucnuTtuBaHu xankoHW X1-X7 pesynatyjy moBehame
eKCIIpecHje er3eKyTopHe Kacmnase-3 y TpetupanuM Hela henujama y oqHOCY Ha HETpeTHpaHe
henmuje (Cnuka 2411). Takohe, meToma uMmyHO]IIyOpeciieHTHE MUKpPOCKONUje oMoryhumia je
MOTBPAY Ja TPU CTPYKTYpPHO pasziuyuTa wcnuTthBaHa XainkoHa, X1, X5 u X7 pesyaryjy
cMameHy ekcripecrjy Bcel-2 mporerna u moBehany excrpecHjy MOMEHyTe aKTHBHE Kacrase U
aktuBor Bax-a y Hela hemmjama y mopehemy ca henmjama mepBukca koje HUCY Owiie
Tpetupane. [Ipu Tome, mHpomMeHa y EKCOPECHUju PEryJaTOpHUX MPOTEHHA AamoITO3e
ynoTpeOoM UMYyHO(IIyOpeClieHTHE MUKPOCKOTIHje Ko TpeTupanux Hela henuja y oqHoCy Ha
HeTpeTupaHe henuje Owiam Cy y CKIIaay ca pe3yiTaTuMma JOOHJeHUM YIOTpeOOM MpOTOUYHE
utometpuje (Crmke 26-28).

Taxole, pe3ynratu OBOT UCTpaKuBamba Cy MOKAa3aJIM J1a UCIMTUBAHU XalkoHu X1-X7
JI0BOJIC JI0 CMameHe eKcIpecHje anTu-anontotuuHor Bel-2 nmpotenna, mosehane excrpecuje
MPO-anoNTOTUYHOT aKTUBHOT Bax-a um moBehaHe ekmpecuje er3ekyropHe akTHBHE Kacmasze-3
y HCT-116 henujama y mopehemy ca kountposHum henujama (Crnuka 30). Takobhe, cBu
UCIIUTHBAHU aHAJIO3M XaIKOHA y3pOKYjy cMameme onHoca Bel-2/Bax koq HCT-116 henuja y
onnocy Ha koHTpony (Crmuka 31). Kao u 3a HelLa hemuje, Metosa uMyHO(IyOopecleHTHE
MHUKpOCKONHje oMoryhuia je moTBpay Aa TpU CTPYKTYPHO Pa3IM4MTa UCHHUTHBAHA XaJKOHA,
X1, X5 u X7 pesyaryjy cMmameHy ekcipecujy Bcl-2 mporenmna u noBehany ekcrmpecujy
akTHBOr Bax-a, kao u nosehany exkcrnpecujy ersekyropse kacnase-3 koa HCT-116 henuja y

OJTHOCY Ha KOHTpoJHe henuje KooHa Koje Hucy Omie noapruyre tpermany (Cnuke 32-34).

101



Pesynratu OBOT HCTpakMBama KOjU TOKa3yjy l1a MCIUTHUBAHM XAJIKOHU HHIYKY]Y
arnonTo3y KapIMHOMa I[EpBUKCA M KOJIOHA TYTeM aKTUBHPama MHUTOXOHIPUJATHOT
amoNTOTCKOT TMyTa, Yy CKIagy Cy ca pe3yaTaTuMa HCTpaXuBama APYrHX ayropa
(161,239,262-265).

VY ucrpaxuBamwy, Wang u capagauny (239) HCIUTHBAIN CYy aHTUTYMOPCKO JICjCTBO U
MeXaHW3aM JIeJIOBarkba CHHTETHCAHUX THEHO-MMPUMHUAMHCKUAX XaJlKoHa. Pesynraru
HCTPaXMBaka OBUX ayTopa MOKAa3aJd Cy Ja jeJ]JaH THEHO-NIMPHUMUIUHCKHA XAJIKOH, O3HA4YCH
kao 8d wHaykyje amontody HCT-116 henmja myremM akTHBAlMje MHTOXOHIPHJATHOT
arnonToTckor myra. CXOIHO TOMe, pe3ylTaTH HcTpaxuBama \Wang-a u capagHuka IoKa3aiu
cy na xajkoH 8d Ha JI03HO 3aBHCaH HauMH MoBehaBa eKCIPECHjy U aKTUBHOCT MHUIIMJATOPHE
Kacraze-9 M epeKTOpHUX Kacmasza-3 U -7, IITO je y CarjlaCHOCTH ca pe3ylITaThiMa OBOT
HCTpaXKMBamba y CMHCITY oBehama eKCIpecHje U akTHBHOCTH er3eKyTopHe kacmase-3 y HCT-
116 henmujama.

Pesynratu apyror uctpakmBama Cy MOKa3ald J1a XHHA30JIMHOHCKH JIEPUBAT XalIKOHA
nmokasyje cBoj aHTHTyMopcku edexkar Ha HCT-116 henmje wuHIyKOBameM amornTose
TYMOPCKHX hejuja TyTeM aKkTHBHpPama MHTOXOHIPHJATHOT amomnToTckor myra (264). YV
UCTPaXUBaKky OBUX ayTopa, TPETMaH XMHA30JMHOHCKOT XaJKOHA JIOBEO je J0 3HAYajHOT
cmamema Bcl-2/Bax omgHOca, OJHOCHO 3HAYajHO je CMambCHHO EKCIPECHjy aHTH-
anmontotuanor Bcl-2 mporewna u 3mauajuo mosehao ekcrpecujy mpo-amonToTHUHOT Bax
npotenHa tperupanux HCT-116 henuja y mopehemy ca KOHTPOJIHUM TyMOPCKUM henujama,
IITO je y CarjlaCHOCTH ca pe3yiararuMa oBe cryauje. Takolhe, kako mpomena Bcl-2/Bax
OJHOCAa JIOBOAM [0 aKTHBHpama MHUTOXOHJPHjATHOT aloNTOTCKOI IIyTa W Ha Kpajy
aKTHBHpama Er3eKyTOpHE Kacmasze-3, pe3ylTaTd UCTPaKMBama OBHUX ayTopa IOKasald Cy
3HauajHO moBehame ekcrpecuje kacmaze-3 Tperupanux HCT-116 henmja y omnocy Ha
Herperupane henuje. [loBehame excrpecuje n aKTUBHOCTH Kacrase-3 y HCTPaKUBamby OBUX
ayTopa y CKJIaIy je ca pe3yliTaTuMa OBOI' MCTPaXKHMBamba 3a Halle MCIUTHBaHEe aHaiore X1-
X7.

V cnenehem uctpakuBamwy Zhang u capaauunu (265) uCUTUBAIK Cy aHTUTYMOPCKH
edexar nonrudeHoTHOT jeaumbena, 3,4,20,40-TeTpaxugpokcuxainkona (OyrenHa) y oJJHOCYy Ha
nucriiaTuHy Ha henuje kapuuHoma nepBukca (Hela). Pesynratu uctpaxuBama Zhang u
capa/iHuKa M0Ka3yjy /1a KOMOMHOBaHH TpeTMaH OyTeMHa U LIUCIUIATHHE PE3YNTyje CMambemhe
HUBOA aHTH-anontoTHyHor Bcl-2 m momehame HMBoOa mpo-amontormunor Bax-a y Hela
henunjama y oHOCY Ha BUXOBE NojeAnHauHe TpeTMaHe. [loBehana excnpecuja peryaaTopHUX

IpPOTEHHA AamoITo3e HAKOH TpeTmMaHa OyremHa Ha Hela henuje y carmacHoctu je ca
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pe3yiTaTuMa OBOT UCTpakuBama. Ha OCHOBY pe3ynTara OBHX ayTopa MOKE CE 3aKJbYUUTH J1a
OyrenH wuHAyKyje amonrto3y Hela henuja mnyrem akTuBHUpama MHUTOXOHIPHUjATHOT
armoINTOTCKOT MyTa, a Takohe y KOMOWHOBAaHOM TpPETMaHy ca IMCIDIATUHOM pe3yiTyje
e(pHKaCHUJU IUTOTOKCUYHU U alONITOTUYHM e(eKaT UCIUIaTHHE.

Taxole, ayropu Ipyrux ucTpakubama cy o0jaBWIM J1a OyTeHH MHIYKYje armonTo3y y
tymopckuM henujama jajuuka (ES-2 u TOV-21G henujcke nunuje) (266) u ueppukca (C-33A
u SiHa henujcke nunuje) (267) myrem akTHBAIMjeé MHTOXOHAPHJAIHOT ANONTOTCKOI IyTa.
Tperman OyTenHa Ha mOMeHyTe TyMOpcke henuje noBeo je 1o nmoBehamwa ekcrpecuje Bax-a u
Kacrmase-3, Kao M 3HavajHOT CMamema excrpecuje Bcl-2 mporenHa TpeTupaHux TyMOPCKHX
henuja y mopehemy ca KOHTpOJIOM, IITO je CarylaCHO pe3yiTaTUMa OBE CTyJWje 3a Halle
ncrnuTuBaHe xankoHe X1-X7.

OcuM TNOMEHYTHUX HCTpaKHMBamka y KojuMa OyTeUH HMHAYKYje amonTo3y MyTeM
aKTHBUpPAKka MHUTOXOHJIPHJATHOT allONTOTCKOT MyTa y pa3IUYUTHM TYMOpCKHM henmujama, u
XaJKOHU JPYIHX ayTopa WUMajy UCTH MEXaHW3aM JIeJ0Bamka Ha Pa3IMuuTe BPCTE TYMOPCKHX
henmja: JlukoxankoH A y TymopckuM henmujama mokpahne Oemmke (T24 henmjcka nuHUja)
(248); madTunxankon y hemujama akytHe sneykemuje (K562 u Jurkat hemwmjcke munwmje)
(236,268); nBa cuHTeTHCaHa XaJKOHA y HCTpakuBamy Ramirez-Tagle u capagnumka y
henujama xemaronenyinapHor kapiuaoma (HepG2 henujcka nunauja) (269); JTukoxankon b y
henujama ckBamosHor kaprmaoma (HN22 u HSC4 henwujcke nunumje) (270).

Hako akTHBHpame MHUTOXOHJIPHjAJTHOT AaroNTOTCKOT IyTa IpeICTaBba IMPUMapHH
MEXaHH3aM [IeJIOBamba XAJIKOHA Ha TyMOpcke henuje, oBa OMOJOIIKM aKTHBHA jeAUICHA Y
Mamw0j uin Behoj Mepu cBoj edekaT OCTBAPYjy aKTHBHUPAHEM CIIOJhAITHLET allONTOTCKOT IyTa
WM aKTHBUPamkeM 00a cCUrHaiiHa anonrorcka myra (179,270-273)

Pesyaratu Romagnoli u capagauka (257) mokasanu cy jga XUOpPUIHH JEpPUBAT
XaJKOHAa TOKa3yje 3HayajaH HUTOTOKCHMYHU edekaT Ha henuje xymane neykemuje (U937
henujcka nuHUja) MyTeM HWHAYKIHjE U CHOJbAIILET W YHYTPAIIEr armoNTOTCKOr IyTa.
AyTopH OBOT UCTpakHBama oJipehuBanu cy ekcrpecujy akTUBHUX Kacrmasa, kacnasze-9, -8, -3
u -6 y xankoHuma TpetupanuM U937 henumjama rae cy pesyiTaTtd Iokasaau moBehaHy
aKTHBOCT OBHX Kaclla3za y 0JJHOCY Ha KOHTPOJIHE, HeTpeTHpaHe.

V npyrom ucTpaxuBamy Koje cy Bpiin Winter u capagauim (272) UCIUTUBAH je
MeXaHHu3aM JejoBama TpU HadTuiI-xamkoHa Ha henmuje muije IMMQOLUTHE JEyKeMHje —
L1210 henujcka nmunuja. Pesynrarn Winter-a u capagHuka mokasany cy Ja TpeTMaH HadTui-
XaJKOHAa Ha TMOMEHyTe TyMmMopcke henmje y3pokyje moBehame ekcrnpecuje M aKTHBHOCTH

MHUIMJaTOPHUX Kacrasza-8 U -9 u edekropHe Kacmaze-3 MITO CYKIECHBHO JOBOJHU JIO
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aKTHBHUpAmka M CIOJbALIET M YHYTPAIIBEr armonToTCKOr myTa. Pesynrtatu ekcrpecuje
peryJaTopHUX MPOTEHHA amoNTo3€ y HMCTPAKUBakY OBUX ayTopa MOKasalu Cy Ja JBa
HaTUII-XaJIKOHA Y3pOKYjy cMameme ekcrnpecuje Bcl-2 u p53 mporemna u mosehame
excripecuje Fas nuranna.

Mehytam, jeman oa HadTWI-XaJIKOHA Y3pOKOBAO je CMameme ekcnpecuje P53
npoterHa u noBehame ekcripecuje Fas nmuranma, ok je excrpecuja Bcel-2 mporeuna Ouia
HEMPOMEWEHa y OJHOCY Ha Herperupane henumje. Ilpema Tome, nBa HadTHI-XamKOHA
uHAyKoBana cy anontody y L1210 henmujama akTHBHpameM M CIIOJBAIIHET M YHYTPALIEHET
amoMTOTCKOT TyTa, JOK je jeaH HadTHII-XaJKOH WHIYKOBAO aronTo3y TyMOpPCKHX henuja
AKTHBHPAKEM MCKJbYYHBO CIOJBAIILET allONTOTCKOT myTa. Takohe, y uctpaxusawy Winter-
a W capaJHAKa ayropa Tpu Hadtmi-xaakoHa y L1210 henmjama y3pokoBaia cy moBehany
KOHLIEHTpAllM]y KallMjyMa M AaKTHUBHOCT Kacrasze-12 IITO je CYKIIECMBHO pe3yJITOBajlIo
aKTHUBUPAHEM aIOTITO3€ IyTEM CHIOTUIa3MAaTHYHOT PETHKYITyMa.

Hako amonTo3a mpeacTaB/ba MpUMapHU TUMN hennjcke CMpPTH WHAYKOBAH O] CTpaHe
XaJIKOHa, MHOTOOPOjJHU XaJIKOHH UHIYKY]y ayTodarujy Tymopckux henuja (247,274-278).

AyTtodaruja mpeacTaB/ba TeHETCKH KOHTPOJIMCAH THI hellnjcKe CMPTHU TIe 10J1a3Hu JI0
pasrpaame omTeheHnX MUTOCOTHIX KOMIIOHEHTH y JIN3030MHUMa henuje y muiby oAp)KaBama
xomeocrtaze henmja. Unmak, ayrodaruja He mpeacTaBiba caMOCTalaH MPOIEC MPOorpaMHupaHe
henujcke cMpTH, Beh mpeacTaB/ba MexaHU3aM KOJU j€ YKJbYUYEH Yy Apyre MexaHnu3Me henujcke
CMpTH, Ka0 ImMTO je amomnro3a. Jlocamamima HCTpaKUBama IOKa3aja Cy Ja MHOTOOpOjHU
JepUBATH M aHAJIO3M XAJIKOHA MHAYKY]Y W aronTo3y U ayrodarujy y pa3iiiuTuM TUTIOBHMA
TymMopckux henwmja.

VY jenqHOM UCTpakMBamy HCIUTHUBAH je aHTUTYMOpCKU edekar KcaHToaHrenona Ha
henuje xemarouenymapHor kapiuHoma (Hep3B u Huh7 henujcke nuuuje) (279).
KcanToaHnrenos npeacraBiba MPEHUIOBAHH MIPUPOJIHU XaJIKOH KOJU je M30JI0BaH U3 jallaHCKE
oumpke Angelica keiskei Koidzumi. Pesynratu uctpakuBama Yang-a u capaanuka (279)
nokaszanu cy na Kcanroanrenmon wucrospbaBa 3Ha4yajaH HUTOTOKCHYHU edekar Ha Hep3B u
Huh7 henuje nanykiujom ayrodaruje y TyMOpckuM henujama. AyTOpu OBOT HCTPaKHBAEbHa
UCIIUTUBAIIM Cy €KCIpecujy peryiaatopHux mnporteuHa ayrodaruje, LC3B (-1 u -Il), p62 u
Beclin-1 mpoTenna, rae cy pe3yinTaTH HUCTpaXHBama MOKa3ald 3Ha4YajHO mnoBehame
eKCIpecuje MOMEHYTHX ayTodarHux mpotenHa y tperupanuMm Hep3B u Huh7 henmjama y

OJIHOCY Ha HeTpeTupaHe henuje.
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C tum y Besu, cnenehu 1UJb OBOT UCTPAXKHUBaka OO je J1a e YTBPAU y KOM CTEIEHY
ayto(aruja TONpUHOCH HUTOTOKCHYHOCTH UCIIMTUBAHUX aHayiora xankoHa Ha HelLa n HCT-
116 henuje, Koju CBOj MUTOTOKCUYHH e(heKaT OCTBApPYjy MyTEM HHIyKOBarbha alionTo3e.

Hakon 24 wacosue kymruBanmje HelLa m HCT-116 hemuje 1Cso xoHIEHTpanujama
WUCIUTUBAHUX aHajora W pedepeHTHUX cynctaniu nogar je 20 puM xmopokun (CQ) —
unxuburop ayrodaruje. JJonpunoc ayrodaruje npouewmeH je ynorpedom Annexin V-FITC/7-
AAD nporoune muromerpuje. Pesynratu oBOT HCTpaXuBama Cy MOKa3alH Ja 3a XalKoHe X2
(etokcu rpyna) u X6 (6yrokcu rpymna) uHxubunuja ayrodaruje y HelLa hemujama 3nauajHO
JIOBOJIM JIO CMamkEHha aloNTo3e WHAYKOBaHE 0] CTpaHe oBUX xayikoHa (3a X2 ox 10,43% u 3a
X6 on 12,89%), omnocHO mHXMOWIIMja ayrodaruje JOBOAU 10 CMAmEHa IMUTOTOKCHYHOT
edekra xankoHa X2 u X6 Ha Hela henuje. Unak, uaxubunuja ayrodaruje y HelLa henmjama
3a ocTaje MCIHMTUBaHE XajkoHe, CISPt m /X3 Huje umana 3HauyajaH edeKkar Ha HUXOBY
IIUTOTOKCUYHOCT.

Mehytum, HakoH TpeTMaHa CBHX HcnHTHBaHMX cyncrannu Ha HCT-116 henwje,
pe3yiaTaTH OBOT UCTpakMBama IMOKa3zyjy JAa je 3a uyeTupu xainkoHa X1-X4 ayrodaruja y
3HAYajHO] MEpH JOTMpHHETa HUXOBO] ITUTOTOKCHYHOCTU (MPOICHAT amoNTOTHYHUX henuja
HakoH CQ Tpermana je cMamweH oA 15,37 no 36,27%). Unak, uaxubunuja ayrodaruje y
HCT-116 henujama 3a octane uCIUTHBaHE XalkoHe U /[X3 HUje MMaia 3HavyajaH edekar Ha
BUXOBY IUTOTOKCUYHOCT, JOK jeé WHXUOWIMja ayrodardje y 3HauajHO] MEPH CMambuia
uToTokcuuHocTH CisPt va HCT-116 henuje.

Pesynratu nocagammuX UCTpakMBama JAPYrMX ayTopa IOKa3alu Cy Ja je IpolLec
ayto(aruje ykjbydeH y MpoLEeC alonTo3e MHIYKOBaHE OJ] CTpPaHE MHOIOOpPOJHUX aHAJIOra U
JiepuBaTa XaJkoHa. Pe3ynTatu jenHoOr TakBOT MCTpa)KMBamba Moka3auu cy aa PiaBokaBauH B
KOjU TMpeACTaB/ba IPUOJHM XaJKOH H30J0BaH M3 Omibke Kava, wucrmospaBa edukacaH
IUTOTOKCHYHM edekar Ha xymaHe henmje rimmoOmacroma (U-251, U-87 u T98-G henmjcke
JWHUje) TPU 4YeMy HHIYKyje W amomnro3y u ayrodarujy y Tymopckum hemujama (280).
Taunuje, pe3yaTatu HMCTpakuBamba OBHX ayTopa IOKa3zald cy Ja ayrodaruja 3Ha4ajHO
JOMPUHOCH IIUTOTOKCMUHOCTH PraBokaBanHa B Ha xymane henuje rimmo6nacroma. Jenan ox
eKIepUMEHAaTa y UCTPaKMBamby OBUX ayTopa OMO je KO-TpeTMaH XJI0pokruHa 1 PaBoKkaBauHa
B rame cy pesynratH uCTpakMBama IMOKa3aJid Ja KOMOMHOBAHM TpEeTMaH HCIOJbaBa
e(pHUKaCHUJU IUTOTOKCUYHM U aONTOTHYHM (M/1iH ayrodarnyan) egekar Ha U-251 henuje.

VY npyrom mcTpakuBamy Koje cy oOjaBuiam Shen um capamuuim (249) 2019. ronune,
JlukoxankoHa A wucnosbaBa e¢HUKacaH NUTOTOKCHYHM edexkaT Ha XxymaHe henuje

ocreocapkomMa (HOS henujcka nuHMjE) HyTeM HWHAYKOBama aromnro3e U ayrodaruje
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TyMmopckux henmja. Pesynratu ucTpaxuBama OBHX ayTopa MOKa3ald Cy Ja KOMOMHOBAaHU
TpeTMaH JIMKoxanmkoHa A W XJIOPOKHHA JOBEIH J0 3HadajHe mpomeHe BujadmiHoctu HOS
hennja y omHOCY Ha HUXOBE IMOjeAMHAYHE TpeTMaHe. Takohe, pe3ynraTH HOMEHYTOT
koMOuHOBaHOT TperMaHa Ha HOS henmje y3pokoBao je 3HadajHo cMameme (oko 50%)
MPOIEHTa arnoNTOTHYHUX henuja y omHocy Ha TpeTMmaH JIMKoXankoHa A mpe Jo/aBama
XJIOPOKHMHA HITO j€ CarJlacHO HAIIUM MCIIUTUBaHUM XankoHnMa X1-X7 oe cTyauje.

VY cnenehem uCTpaxkuBamy, pe3ysITaTH Cy TOKa3alW Ja j¢ KOMOMHOBAHU TPETMaH
N3o6aBaxankona u ximopokuHa Ha U-937 henmje moBeo 10 3HAYAJHOT CMambemha ITUTOCOJTHE
BAaKyOJHU3allMje IITO TMOCIAEANYHO JOBOJM [0 NMPOMEHE MpOIeHTa BUjabWIHUX henuja y
OJIHOCY Ha IojenuHayHe TpeTMmaHe M3o0aBaxankoHa W XJOpPOKMHA IITO j€ carjacHO ca

pesynraruma oBe cryauje (281).

6. 3akibyuak

PaznuuuTi aHTHTYMOpCKH €(QEeKTH aHajora XajJKOHa Ha TpPU pPa3InIuTe BPCTE
TyMOpCKHX henmuja oriema cy y eKCOpUMHpamy Pa3IHIUTHX MOJEKylJa Y TYMOPCKAM
henujama. Takohe, cmatpa ce na paznuke aHTUTYMOpPCKUX edekara uzmehy X1-X7 Ha jeqHO]
Bpcty henrja Mory OMTH TOCHIEIUIIa TPUCYCTBA PA3IMUUTOT CYIICTUTYeHTa Ha 4eTBpTOM C-
aToMy apomaTuyHor b mipecrena.

Hcro Tako, ycnen epuKacHHjer aHTUTyMOPCKOT J€jCTBA HAIlle CEepUje CUHTETHCAHUX
XaJIKOHa KOju He cajpe A apoMaTW4HU IMPCTEH y OAHOCY Ha BehuHy 70 caja HCIUTHBaHUX
XalKoHa ca 00a apoMaTHYHa NPCTEHA, yiaora A apoMaTWYHOT TPCTEHA y MEXaHH3MY
JIeJIOBaka XaJKOHA HUje JOII YBEK JIeTaJbHO yTBpheHa.

VYcnen NOMEHYTHUX MPETHOCTaBKM HEONMXOAHO j€ JeTa/bHO HCIUTaTH MeXaHHW3aM
nenoBama XxankoHa X1-X7 Ha mojequHavyHe TyMOpcKe henmjcke JWHHje, Mpe cBera ca
OCBPTOM Ha HbMXOBY XEMH]CKY CTPYKTYDY.

Ha ocHOBY aHanmm3upaHuX pe3yliTara OBOT HCTPaXHBabha, aHAIO3M XaJIKOHA Ha 0a3u
BaHwinHa X1-X7 wucnoseaBajy CHa)kKHE AaHTUTYMOpPCKe edeKkTe Ha KaHIeporeHe hemnuje
KOJIOHA U IIepBUKCA.

CBoje antuTyMOpcke edekre, xankoHM X1-X7 ucnospaBajy MmyreM HMHIYKOBamba
aroITo3e y TyMOpcKuM henrjama 1mTo y3poKyje BbUXOB e(prKkacaH IUTOTOKCUYHU edeKar.

Taxole, Ha moBehame MUTOTOKCUYHOT e(eKTa HEKUX XalIKOHAa Y CEpHjH OBHUX aHAJIora
yTu4e MHAyKIHja ayrodaruje y TyMopckuM henmjama koja JTomnpuHOCH nosehamy mporeHTa

anontoTHYHUX henuja.
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[Topen oBora, anano3m xanmkoHa X1-X7 moka3yjy U3pa3uTy CEIIEKTUBHOCT TpeMa
3npaBuM henujama, koja je epuKacHHMja OJ XaJIKOHA JOCAIANIBbUX HCTPAKHUBAamA KOja Cy
nperyieana.

C tuM y Be3H, 3HAUYAJHOCT BHCOKE CEJeKTHBHOCTH XankoHa X1-X7 Ha 31paBe henwmje
npejcTaBba OMTaH MPEIYCIOB 3a Jajba MCIUTHBAKbA HUXOBOI AHTUTYMOPCKOT e(eKTa U
MeXaHW3Ma JieJioBama Ha JApyre henujcke JMHHUje, Kao M IN VIVO HCTpakWBama Ha

KHUBOTHECKUM MOACIMMaA.
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8. JIucTa o3HaKka U ckpaheHuua

X1 - (E)-1-(4-xunpokcu-3-MeToOKCUPEHUI)-5-MeTHIIXeKC- 1-eH-3-0H

X2 - (E)-1-(3,4-mumerokcudenni)-5-meTunxekc-1-eH-3-0H

X3 - (E)-1-(4-etokcu-3-mertokcupeHm )-5-MeTuiixekc-1-eH-3-01

X4 - (E)-1-(4-uzonpomnokcu-3-MeTokcueHm )-5-MeTuiixekc-1-eH-3-01

X5 - (E)-1-(3-merokcu-4-nponokcudenunn)-5-metunxekc-1-e1-3-on

X6 - (E)-1-(4-6yrokcu-3-meTokcueHmn )-5-metrnxekc-1-eH-3-01

X7 - (E)-1-(4-(6en3mnokcn )-3-MeTokcuheHm ) -5-MeTHIIXeKC- 1-eH-3-0H

JIX3 - nexuipo3uHTepOH

CisPt - uucruratuna

HelLa (ATCC® CCL-2™) - xymaHu KapIHHOM IIepBUKca, hennjcka TnHHja
HCT-116 (ATCC ® CCL-247™) - xymaHu KaplIHHOM KOJIOHA, henujcka nuHuja
MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) - xymanu afieHOKapIHHOM J0jKe, hennjcka nuHuja
MRC-5 (ATCC ® CCL-171™) - xymanu ¢ubpobnactu miyha, henujcka nuauja
MTT - konOpUMETPH]CKU TECT

Annexin V-FITC - Annexin V-¢iyopeciienH H30 THOLIHjaHAT

7-AAD - 7- amuHOaKTHHOMHULIMH J]

flow - mpotouna ruromMerpuja

DNK - ne3okcupnboHyKIEHHCKA KUCEINHA

RNK - pubonykienHcka KucenuHa

MAPK - mutorex aktTuBUpaH NPOTEUH KUHA3HU ITyT

PI3K/AKT/mTOR - dochaTuannnHo3uToN-3-KUHA3HU MyT

TP53 - TymOp cynpecopcku reH

P53 - TpaHCKPUMIITUOHU (HAKTOP

RAS - onkoren

DED - nomen edexropa cMpTH



CARD - momeH perpyroBama Kacmasa

FADD - Fas yapyxeH JOMEH CMPTH

TRADD - penenirop (hakropa Hekpo3e Tymopa

TNF - ¢akTop HEekpo3e Tymopa

DISC - xoMIiekc 3a CUTHAIM3a1H]y CMPTH

dATP - neokcuanenoszuntpudocdar

Apaf-1- hakTop aKTHBHpama aMONTOTCKE MPOTEa3e

ROS - peakTuBHE KICEOHHYHE BPCTE

NADP - HuKOTHHaMUJ afICHUH AUHYKIECOTH I Gocdat

DMEM - hennjcku meaujym

DMSO - qumernn-cyndorcun

CQ - XxJI0poKUH

anti-Bcl-2 (mhbcl01, Life technologies) — anTuteno 3a aHTH-aMONTOTHYHH TPOTCHH
anti-caspase-3 (#9661, Cell signaling Technology) — aatureno 3a kacna3sy-3
anti-Bax (N20, sc-493, Santa Cruz Biotech. Inc) — antuTeno 3a mpo-amonTOTHYHH TPOTCHH
FBS - derannu rosehu cepym

PBS - docdarau nydep
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Oopazay 1

HU3JABA AYTOPA O OPUTHHA/THOCTH JIOKTOPCKE JITHCEPTALIUJE

Ja, JlyxoBuh JoBaH u3jaBibyjeM aa JOKTOPCKA

JHcepTalyja 1mnoJj HacJIOBOM:

HcnutuBame in Vitro antutyMopckor e)ekTa U MeXaHu3Ma JIeIOBarba aHajlora XajakoHa Ha henuje Tymopa
XYMaHOT ITOpeKya

Koja je onOpameHa Ha DakynTery Hayka

YuuBepsuteTa y KparyjeBiy npeacraBiba opueuHaino aymopcko 0eno HacTallo Kao pe3yiaTaT COnCmeeHoe
UCMPAXCUBAYKOZ PAOA.

Osom U3zjasom maxohe nomephyjem:

Jla caM jeOuHu aymop HaBeJeHE JOKTOPCKE JUCEpTaIHje,

Jla y HaBEJICHO] IOKTOPCKO] TUCEPTALUJU HUCAM U3BPULLO/IA NO8Pedy aYyTOPCKOT HUTH APYroT MpaBa
MHTEJIEKTYaJIHE CBOJUHE JIPYTUX JIUIIA,

Jla YMHOXKEHH MTPUMEPAK JOKTOPCKE AUCEpTaIije y MITAMIIAaHO] U €JIEKTPOHCKO] (hOPMHU Y YHjeM ce

MPUJIOTY Hajla3u oBa M3jaBa caip)ku JOKTOPCKY TUCEPTALIA]y HCTOBETHY 0JI0PaEEeHO] JOKTOPCKO]
JTUCEPTAIIH]H.

V¥ Kparyjesuy, 2020 ronumne,

MOTIUC ayTOP



Oopasay

HU3JABA AYTOPA O HCKOPUIITRABAK Y /IOKTOPCKE /IUCEPTALIHJE

Ja, JlykoBuh JoBan

J03BOJbaBaM

D HE JI03BOJbaBaM

YHuBep3uteTckoj 6ubnuorenu y Kparyjesuy n1a HauuHM J1Ba TpajHa yMHOXEHA IPUMEpPKa y
€JIEKTPOHCKO] GOPMH TOKTOPCKE AMCEPTAIIH]je MO HACIIOBOM:

HcnutuBame in Vitro antuTyMopckor eekTa 1 MeXaHu3Ma JIeIOBaba aHaIoTa XaJIKoHa Ha
henuje Tymopa XymMaHOT MOpeKiIa

Koja je onOpameHa Ha DakynTeTy MEIMIIMHCKUX Hayka YHUBep3urtera y Kparyjesiy, u 10 'y
LIETTMHH, Ka0 ¥ J1a 110 je/IaH MPUMEpaK TaKo YMHOXKEHE JTOKTOPCKE TUCEPTAIlH]e YIUHH TPAjHO
JOCTYITHAM JaBHOCTH ITyTE€M JAUTUTAIHOT pero3uTopujyma YHuBep3uteTa y Kparyjesiy u
[EHTPATHOT PENO3UTOPUjyMa HAUIS)KHOT MUHICTAPCTBA, TAKO J1a MPUTIAIHUIIH JaBHOCTH
MOTY HAaUMHUTH TPAjHE YMHOXKECHE MTPUMEPKE Y EIEKTPOHCKO] POPMH HaBEICHE TOKTOPCKE
JHCepTaIje MMyTeM npey3uMarsd.

OBowm H3jaBoM Takohe

J03BOJbaBaM

HC I[OSBOJT:aBaMl

1 ykomuko ayTop u3abepe Jja He JO3BOJIM MPUIATHAIIIMA JABHOCTH J1a TAKO JOCTYITHY JOKTOPCKY JHCEpTaln]y
Kopucre mox ycioBuma yrBphenum jemHom ox Creative COommons muieHI, TO HE HCKJbydyje IPaBO
MIPUMAJHAKA jaBHOCTH Ja HaBeAEHY JIOKTOPCKY IHCEpTalfjy KOpHCTe Yy CKIagy ca oapendama 3akoHa O
ayTOPCKOM M CPOJTHMM TpaBHMa.



NpUNaTHALIIMA JABHOCTH JIa TAKO JOCTYIHY JOKTOPCKY JUCEPTAIH]y KOPUCTE MOJ yCIOBUMA
yrBphenum jennom on cinenchux Creative Commons siuneHnu:

1) AyropcTtBO

2) AyTOpCTBO - JICIUTH MOJ] UCTHM YCIOBHMA
3) AytopctBo - 6e3 mpepasa

4) AyTOpCTBO - HEKOMEPITHJATHO

5) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHJAITHO - JCTUTH MOJT HCTUM YCIIOBUMA

6) AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjaTHO - Oe3 Hpepana2

VY Kparyjesny , 2020 roause,

MOTIIMC ayTopa

2 Monumo ayTope Koju cy mu3abpaiy Ja [03BOJE NPHUMAJHUIMMA jaBHOCTH Jla TaKo JOCTYIHY JOKTOPCKY

JMcepTanyjy Kopucrte mojx ycioBuma yrBphenum jemHom ox Creative COMMONS JIMIEHIM [a 320KpYXKe jeAHY Of
nonyhennx muneHnu. JlerajbaH caapkaj HaBEICHHMX JHMIEHIM nocTyrmad je Ha: http://creativecommons.org.rs/
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