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MEHTOPH

Ap F'opaana ToBusioBuh KoBaueBuh, BuliM HayyHU capaJJHUK
YuuBepsuret y beorpany

WHcTUTYT 3a 6M0JI01IKA UCTPaKKBawa ,,CuHua CTaHKoBUh”
MHCTUTYT 01 HALMOHAHOT 3Ha4aja 3a Penybsiuky Cpoujy

Ap UBa Jlakuh, foueHT
Yuusepsuret y beorpany
Bbrosiomku dpakyater

YJIAHOBHU KOMUCH]JE

Ap HeBeHa 3oroBuh, Hay4HU caBeTHUK

Yuusepsuret y beorpany

WHCcTUTYT 3a 6UOJI01IKA UCTpaXkuBawa ,CuHuia CtaHkoBuh
MHCTUTYT 0J1 HAlJMOHA/HOT 3Ha4yaja 3a Penybsiuky Cpoujy

Ap Kpucruna JameTtoBuh, BUIIM Hay4YHU capaHUK
YHuBep3suret y beorpany

WHCTUTYT 3a 6H0JIOLIKA UCTPakuBawa ,CuHuia CtaHkoBuh“
WHCTUTYT 0 HaLlMOHA/IHOT 3Ha4aja 3a Penyosuky Cpoujy

Ap Tama JeBhosuh, BanpeHu npodecop
YHuBep3ureT y beorpany
Buosiomiku ¢pakyateT

JaTym oa6paHe:







ExcnepumenmaaHu deo dokmopcke ducepmayuje ,MoaeKyaapHu MexaHu3mu
yumomokcu4Hoz dejcmea ackopOuHcke Kuce/nuHe u meHaduoHa y kyamypu U251 heauja
XyMaHoz zauobaacmoma“ je ypaben y sabopamopujama HHcmumyma 3a 6uo/g0WKa
ucmpadcusarsa ,,Cunuwa Cmaukosuh” - HHcmumyma o0 HayuoHa/Ho2 3Ha4aja 3a Penyb6auky
Cp6ujy, kao u HHCmumyma 3a Mukpobuo.102ujy u uMyHo.102ujy u HHcmumyma 3a MeduyuHcKy
U KJAUHUYKY 6uoxemujy y okeupy MeduyuHckoz ¢pakysimema YHuusep3umema y Beozpady.
TpaHcMucuoHa enekmpoHcka Mukpockonuja je ypabeHa y HHcmumymy 3a xucmoJoz2ujy u
embpuosaozujy ,Anekcandap B. Kocmuh“ MeduyuHckoz ¢akysaimema YHueep3umema y
Beoepady. Hcmpasxcusaree je peasnu3oeaHo y okeupy npojekama ,Yaoza aymodgpazuje y
pezyaayuju cmpmu mymopckux heauja“ (esudenyuonu 6poj 173053) uuju je pykosodusay
6usa dp /bybuya Xapxaju Tpajkosuh u ,,Modyaayuja cuzHasnHuUx nymeea Koju KOHMpOAUuLy
UHMpayeayAapHu 6aaaHC y mepanuju mymopa u Heypo-uMyHO-eHOOKpUHUX nopemehaja”“
(esudenyuoHu 6poj HHH41025) kojum je pykosoduo npog. dp Baadumup Tpajkosuh, kao u
npojekama MHcmumyma 3a 6uosowka ucmpaxcugsarsa ,Cunuwa Cmarnkosuh“451-03-9/2021-
14/200007 u 451-03-68/2022-14/200007. HasedeHu npojekmu cy 6uau UHaHcupaHu od
cmpaHe MuHucmapcmea npoceeme, Hayke U mexHo/o0wkoz passoja Penyb6auke Cp6uje,
0dHoCcHO MuHUCmapcmea Hayke, mexHo/10WKo2 pa3eoja u uHosayuja Penybauke Cp6uje.






3axBaJIHUI1A

3axsamyjem ce dp 'opdanu Tosunosuh Kosauesuh u dp HeeeHu 3ozo8uh 3a npeHemo 3Harbe,
HenocpedHO cmpy4YHO pyKosoherse u udejHo u npakmuyHo y4ewhe y ceum Kopayuma ucmpaicusared
Koje je 6usn0 npedmem oge dokmopcke ducepmayuje, Kao u uspade u nyb6auko8ara padosa Koju cy us
re npoucmekau. Takohe, dp lopdaru Tosusrosuh Kosauesuh ce 3axeasmyjem wmo je ca MHOM deauaa
ucKkycmea Koja je cmekaa kpo3 pad y s1abopamopuju u wmo Me je yvu/aa 3Hayajy u eewmuHama
ucmuyarea cywmute. /[Jp HeseHu 3o0z08uh xeasa wmo Mu je 6una 0c/A0HAY, a NOCE6HO xeajda 3d
CAMOUHUYUjamueHo 3a/sazaree U nomoh da ce u opMasHO NPUK/ABYYUM HAYYHO-UCMPAHCUBAYKO]
3ajedHuyu u konekmugy HHcmumyma 3a 6uosowka ucmpaxcusarsa ,CuHuwa Cmaxkosuh”,

Ap Kpucmunu Jarwemosuh xeasna Ha OusHOj capadibu, u3y3emHoj hoceeheHocmu vumarby
ducepmayuje, oxpabpersy u yHoulery Heobjauwruse 1lakohe u muxe padocmu y c8aku padHu 0aH.

Joy. dp Heu Jlakuh xeasa wmo Mu je ykasza.ia nogeperbe U wWimo je mpacupana no4emak Mo2 Hay4Ho-
ucmpaxcusayvkoz paoa.

IIpogp. dp Tawu Jeshosuh ce 3axsaswyjem wmo Mu je, npuaukom vyumarea ducepmayuje, daaa
cyeecmuje Koje cy 3aucma donpuHesie lheHoM Keaaumemy.

Ap /by6buyu Xapxaju Tpajkosuh u npog. dp Baadumupy Tpajkosuhy cam 3axea/iHa jep cy Mu npyxrcuau
MozyhHocm da, y okeupy npojekama kojuma cy pykosodusu, padum u peaausyjem 3HauajaH deo 0802
ucmpadxcusarsa y J/labopamopuju 3a umyHoaozujy MeduyuHckoz gakyamema y beoepady.

Ap Bpauku Ilemkosuh, pykosoduoyy Odesweroa 3a Heypodusuosioz2ujy HHcmumyma 3a 6uo10wka
ucmpasxcusarea ,,CuHuwia CmaHkosuh®, Xea.na Ha ykasaHoM nogepersy.

Ceum Kosie2cama u3 noMeHymux .1a6opamopuja Xea1a Ha capadrbu, NOOPWYU U OPYHCEHY.

Ap Bophy Anmonujesuhy, dp [pazaHy Hauhy u dp BykomaHy JokaHoguhy Heu3MepHO x8a.a 3a 806y
u mpyo Koju cy yA0x4cuau y paspeulerbe jedHe, 20moso Hepeuiuse, npoyedypaJiHe 3agp3/iame.

IIpogpbecopy Yacuuke 2umnasuje Cawu Cmaxojesuhy ce 3axeasmyjem wWmo Mu je npubAu*cUo 6uo102ujy
U wmo je 6UMHO ymuyao Ha ycmepasarse Mo2 dasbez 06pa3osarsa.

IIpujamessuma u oHUMa Koju cy, pu3uyku uau y Mucauma, 6uiu npucymHu U noopicasaiu Me mokom
npomekaux 200UHa, 6e32paHu4Ho CaM 3axX8a/aHA HA MOMe.

Heucka3susy 3axeasnHocm dyzyjem JesneHu Jewuh, jep je ocmasusia Heusbpucug mpaz y pas3eojy Mo2
Hacmojara Ka Kpumu4koj MUcau u 06jeKkmueHoj nepyenyuju cmeapHocmu, 8a*CHUX KOMNOHEHMu
Hay4YyHo-ucmpaxcusavkoe paoa.

Januyu u reHoj nopoduyu xeasa wmo cy Mu 6UaU 0CAOHAY U WMO CYy MU MOKOM C8UX 08UX 200UHA
cmeapanau ocehaj da odaackom Ha cmyduje HUCaM omuuiia dasieko od Kyhe.

LLeaum cpya monaum dnom"“ ce 3axeasmyjem Hadu u bophy, mom nydepckom cucmemy, jep cy ca
MHOM NpoOwIU Kpo3 cea 200uwirba doba dokmopaHIckoz xcusoma, npyxcajyhu mu Henpoyersue
ocehaj mupa u cuzypHocmu.

Mojoj nopoduyu - flecnomosuhuma u Jokcumosuhuma - xeasa 3a padocm, my6as u 6€3ycn08HY
nodpwky. babu /by6uyu Jokcumosuh dyzyjem Heuspeyusy 3axea/HOCmM 3a C8AKY HeHY MUCAO Koja je
docesasa da/eKko U3BaH 2paHuUya 8peMeHa U nNpocmopa y Kojuma je xcugenda.

Mojum podumesbuma,

oyy PadoesaHy, nasnom 6opyy,

3a cee 6umke Koje je 3a Hac 600Uo0 u

Mmajyu Muauyu, Mojoj HeucypnHoj uHcnupayuju.






MOJIEKYJIAPHU MEXAHU3MH DUTOTOKCUYHOT JEJCTBA
ACKOPBMUHCKE KUCEJIMHE U MEHAZINOHA
Y KYJTYPHU U251 REJIMJA XYMAHOT I'"IMOBJIACTOMA

CAXKETAK

[1n06s1acTOMU Cy HajarpeCMBHHUjU M HajydyeCTaldju TYMOPU MO3ra y aAyJTHO]
nonysanvju. KapakTepuilne ux BUCOKAa UHBAa3WUBHOCT U Pe3UCTEHIUja Ha Tepamnwujy. Y 0BOj
JIOKTOPCKOj AucepTalyjd je MpoydyaBaH LUTOTOKCUYHU edeKaT peJloKC-aKTUBHOTI Mapa
ackopb6uHcke kucesnrHe (AK) u MmeHaguona (M/]) Ha hesinjama xymaHor rimo6sactoma U251.
MoryhHoCT nojadyaBama HUXOBOT LIUTOTOKCUYHOT MOTEHIIMjala UCIIUTAHA je Moy Jlal|hdjoM
ayTodaruje, npoleca ca BaXXHOM yJIOTOM y OATOBOPY IJIM00JIaCTOMa Ha KOHBEHIIMOHAIHY
Tepamnujy, Ka0 U NMPUMEHOM MaJux MoJieKyJckux uHxuourTopa AKT (10-DEBC) u JNK
(SP600125), kuHa3a Koje mHpunazajy Hajuelmihe HM3MeHEHUM CHUTHAJHUM NyTeBUMa Y
rJ11061acTOMUMa.

Y kom6uHauuju, AK u M/l CcHUHepruCTHUYKM U3a3UBajy HEKPO3y IOCpPeJOBaHY
Jlerioslapu3aljoM MeMOpaHe MUTOXOHJpHja U OKCUJATHBHUM CTPECOM, JJOK NMPUMEHmEeHHU
nojeAMHaYHO HUCY ToKcuuHU 3a U251 henuje. Komounauuja AK+M/l 1, y Mamoj MepH, caM
M/I nokpehy aytodarujy y U251 hesnujama, 1ITO je noka3aHo nojaBoM ayTodarHux BakyoJ1a,
1ojayaHOM pasrpajikboM ayTodarHor cyncrpata p62 u noBehaweM HHBOa MapKepa
aytodaruje y U251 henujama — nporenHa LC3-II u 6eknunH-1. O6a TpeTMmaHa noBehaBajy
docdopunauujy AMPK, nosutuBHor perysatopa ayrodaruje, aau camo AK+M/l noBehasa
eKcrpecyjy BehrHe reHa noBe3aHUX ca ayToparujoM M yTU4Ye HAa aKTUBHOCT HUCXOJHUX
cynctpata AMPK, ogHocHo nHxu6upa mTOR/S6K u aktuBupa ULK1l. ®apmakosiouka u
reHeTUYKa HWHXUOHUIMja ayTodaruje cMmamwyjy TokcHudyHOCT AK+M/l, 0K mNO3UTHMBHA
perysanuja aytodaruje noehaBa TokcuyHocT U AK+M/JlI u M/I. Kombunauuja AK+M/|
aktuBupa |NK u, HakoH mpoJsia3He akTHUBaluje, cCHakHO MHxU6Upa AKT kuHazy. Mauu
MoJsiekyscku uHxuoutopu AKT u JNK kuHaza, 10-DEBC u SP600125, penom, noehaBajy
oceTsbuBocT U251 henuja Ha M/l u moTeHMpajy HeKpo3y M3a3BaHy koMOouHanujom AK u M/L.
Edexkar 10-DEBC kopesupa ca mnojauaBamkbeM OKCUJATHBHOI CTpeca U IIMTOTOKCHUYHE
aytodparuje y TpermaHy M/l u AK+M/| ¥ NOHUIITEH je TeHETUYKOM HWHXUOUILIUjOM
aytodaruje. Jenumemwe SP600125 noehaBa ocets/buBocT U251 henuja Ha M/ u AK+M/]
Takohe MOTeHUUpaweM OKCUJATUBHOI CTpeca, ajli He3aBUCHO 0/, mpoueca ayTodaruje.
AHTHOKCUaHC N-alleTuJ IUCTEMH cIpedyaBa aKTUBaLMjy ayTodaruvje, Kao U NMPOMEHe Y
aktuBHocTuMa AMPK/mTOR/ULK1, AKT u JNK kuHaza u cmpT U251 henuja. Hujenan of
VMCNIMTYMBAHUX TPeTMaHa HUje TOKCUYaH 3a 3/ipaBe henuje xymanux pubpobsacra MRCS.

JlobujeHu pesyataTu ykasyjy fa ce M/l u AK+M/l y koMOUHaLMjU ca aKTUBaTOpUMa
aytodaruje nau unxuobutopruma AKT u JNK kuHa3za Mory Jla/be WUCOMTHBATU Kao HOBa
CTpaTervja 3a Jedewe rJjhobsacToMa. Takohe, MmokaszaHM MoJieKyJlapHU MeXaHU3MU
npeJcTaB/bajy [00py OCHOBY 3a pa3BoOj TepalMjCKUX CTpaTervja 3a IpeBasuJaKeme
pe3ucTeHLHje rJ1M06acToOMa Ha KOHBEHIMOHA/IHe XeMHUOTepaneyTHKe.

K/bYYHE PEYM: meHaiM0OH, aCKOPOUHCKA KMCETMHA, TJIM06JIaCTOM, OKCHU/IATUBHU CTPEC,
aytodaruja, AKT kuna3za, JNK kunaza, 10-DEBC xuapoxsnopug, SP600125

HAYYHA OBJIACT: buoJioruja
Y2KA HAYYHA OBJIACT: BuoJsioruja MmanurHe hesnuje






MOLECUAR MECHANISMS OF CYTOTOXIC ACTIVITY
OF ASCORBIC ACID AND MENADIONE
IN HUMAN GLIOBLASTOMA CELL LINE U251

ABSTRACT

Glioblastomas are the most aggressive and most common brain tumors in the adult
population, characterized by high invasiveness and resistance to therapy. In this doctoral
dissertation, the cytotoxic effect of the redox-active pair of ascorbic acid (AA) and menadione
(MD) on human glioblastoma U251 cells was investigated. The possibility of enhancing their
cytotoxic potential was investigated through the modulation of autophagy, a process that
plays an important role in the response of glioblastomas to conventional therapy, as well as
through the application of small molecule inhibitors of AKT (10-DEBC) and JNK (SP600125),
kinases involved in the most frequently altered signaling pathways in glioblastomas.

AA and MD in combination synergistically induce necrosis mediated by mitochondrial
membrane depolarization and oxidative stress, whereas neither agent is cytotoxic to U251
cells when applied individually. The combination of AA+MD, and to a lesser extent MD alone,
trigger autophagy in U251 cells, as evidenced by the appearance of autophagic vacuoles,
enhanced degradation of the autophagic substrate p62, and increased levels of autophagy
markers in U251 cells — proteins LC3-II and Beclin-1. Both treatments increase the
phosphorylation of positive autophagy regulator AMPK, but only AA+MD increases the
expression of most autophagy related genes and affects the activity of downstream substrates
of AMPK: inhibits mTOR/S6K and activates ULK1. Pharmacological and genetic inhibition of
autophagy decrease the toxicity of AA+MD, whereas upregulation of autophagy increases the
toxicity of both AA+MD and MD. The combination of AA and MD activates JNK and, following
transient activation, robustly inhibits AKT kinase. The small molecule inhibitors of AKT and
JNK kinases, 10-DEBC and SP600125, respectively, increase the sensitivity of U251 cells to MD
and potentiate the necrosis induced by the combination of AA and MD. The effect of 10-DEBC
correlates with enhancement of oxidative stress and cytotoxic autophagy in MD- and
AA+MD-treated cells and is reversed by genetic inhibition of autophagy. The compound
SP600125 also increases the sensitivity of U251 cells to MD and AA+MD by potentiating
oxidative stress, but independently of the autophagy process. The antioxidant N-acetyl
cysteine prevents the activation of autophagy, as well as changes in AMPK/mTOR/ULK1, AKT
and JNK kinase activities and U251 cell death. None of the treatments tested exhibit toxicity
towards healthy human MRCS5 fibroblast cells.

The obtained results suggest that MD and AA+MD in combination with autophagy
activators or AKT and JNK kinase inhibitors can be further investigated as a new strategy for
the treatment of glioblastoma. Also, the molecular mechanisms identified provide a good basis
for the development of therapeutic strategies to overcome the resistance of glioblastoma to
conventional chemotherapeutic agents.

KEY WORDS: menadione, ascorbic acid, glioblastoma, oxidative stress, autophagy, AKT kinase,
JNK kinase, 10-DEBC hydrochloride, SP600125

SCIENTIFIC FIELD: Biology
SCIENTIFIC SUBFIELD: Cancer cell biology






Perucrap ckpaheHnuna:

AK - ackop6UHCKa KHceJuHa
AO - aKkpUIMH OpaHX

ADP - ageHo3uH-gudocdaTt

AIF - enr.. apoptosis inducing factor

AMBRAL1 - enr1. activating molecule in beclin 1-regulated autophagy protein 1
AMP - afpeHo3uH-MmoHOodoOChaT

AMPK - enru. adenosine monophosphate-activated protein kinase
AP-1 - enr.. transcription factor activator protein-1

ATF - enr.. activating transcription factor

APS - amonujymnepcyadar

ATG - enra. autophagy related

ATG16L1 - enr. autophagy-related 16-like 1

ATP - aneHo3uH-Tpudocdar

BAF - 6a¢puiomMmunnH-Al

Bcl2 - eura. B-cell ymphoma 2

Bcl-XL - enru. B-cell ymphoma-extra large

BIF-1 - enr.1. Bax-interacting factor 1

BIM - enru1. Bcl2-interacting mediator of cell death
BNIP3 - enr.. Bcl2-interacting protein 1

BSA - eHru. bovine serum albumine

IIHC - neHTpasHu HEPBHU CUCTEM

CBB G-250 - Coomassie Brilliant Blue G-250
cDNK - komniiemenTapHa JHK

CI - enrJs. combination index

Ct - eHr1. cycle of threshold

Cyb5R3 - nutoxpom b5 okcugopeykrasa
CYP450 - nutoxpom P450 okcuiopeaykrasa

DEPTOR - eurn. DEP domain-containing mTOR-interacting protein
DHA - nexuspoackop6aT

DHR - enra. dihydrorhodamine 123

DMSO - juMeTucyndoKcuy,

dNTP - ne3okcupubonykieoTu/-tpudocdar

EDTA - eTu/ieHAMaMUHO TeTpacupheTHa KMceJrHa
EGFR - eHr. epidermal growth factor receptor

elF4E - enr. eukaryotic translation initiation factor 4E
ERK - enru. extracellular signal-regulated protein kinases



®C - docdaTuaunicepux

FACS - enra. Fluorescence-Activated Cell Sorting

FBS - eHru. fetal bowine serum

FIP200 - enru. focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa
FITC - enr1. fluorescein isothyocianate

FOXO - enru1. forkhead box transcription factors

GABARAP - eHnr.. y-aminobutyric acid receptor-associated protein
GSH - rnyTaTroH

HIF-1a - enra. hypoxia-inducible factor-1a
Hsp90 - enra. heat shock protein 90 kDA

IDH1 - uzouurtpart-aexuaporeHasa 1
IDH2 - u3ouuTpar-aexujporeHasa 2

JC-1-5,5,6,6'-TeTpaxsiopo-1,1',3,3'-TeTpaeTH6eH3UMKU Ja30J1 Kap6OLMjaHUH jO U
JNK - enri. c-Jun N-terminal kinase

Keap1 - enru1. Kelch-like ECH-associated protein 1

JI® - qunopexramun 2000

LC3 - enra. microtubule-associated protein 1 light chain 3
LIR - enra. LC3-interacting region
LTR - enru. LysoTracker Red DND-99

M/ - MeHaAWOH

M-MulV - enrs. Moloney Murine Leukemia Virus RevertAid Reverse Transcriptase

MAF - enrJ. musculoaponeurotic fibrosarcoma

MAPK - MUTOreHOM aKTUBUpaHe NPOTEMHCKe KMHa3e (eHIJ. mitogen-activated protein
kinase)

MLST8 - enrs. mTOR-associated protein, LST8 homolog

MMR - eHrs. mismatch repair

mTOR - enrs. mechanistic target of rapamycin

mTORC1 - mTOR kommnuiekc 1 (enrs. nTOR complex 1)

MTT - 3-(4,5-aAuMeTunTHA30J-2)-2, 5-AUPEHUATETPA30IUjyM OPOMUJ,

myr-AKT - mupuctunoBana AKT kvHa3sa

NAC - N-aueTUJILHUCTENH

NaF - Hatpujym dayopuf,

Na3VO4 - HaTpUjyM opTOBaHaAaAT
NF-kB - enru. nuclear factor kappa B
NH4Cl - amoHUjyM XJIOpUJ



NP-40 - enru. Nonidet P-40
NQO1 - NAD(P)H-3aBrcHa XMHOH OKcH0peAyKTa3a 1
Nrf2 - eura. nuclear factor erythroid 2-related factor 2

06-mG - O6-MeTU/ITyaHUH
Opti-MEM - enra. Dulbecco’s Minimal Essential Medium

p70S6K - enrn. 70 kDa ribosomal protein 56 kinase

PARP - enru. poly ADP-ribose polymerase-1

PBS - enrJi. Phosphate Buffered Saline

PE - dpocdatuguneranonamuH (eHrJ. phosphatidylethanolamine)
PH - eHrJ1. pleckstrin homology

PI - eHr. propidium iodide

PIC - eHr.. protease inhibitor cocktail

PI3K - pochaTuamna uHosuTos1 3-KMHa3a

PI3KC3-C1 - kommiekc 1 kaace Il pochaTuanarHosuTos 3 KMHaA3€e
PIK3CA - katanuTuuka cy6jeaunuua a PI3K kiace 1A

PIP2 - pochaTtuaununosutos (4,5)-6udocoar

PIP3 - ¢pocdaruaununosurou (3, 4, 5)-tpudocdar

PMSF - denunmeTtuicyndonun gayopus

PRAS40 - eurun. proline-rich AKT substrate of 40 kDa

PTEN - enru. phosphatase and tensin homolog

PBK -peakTuBHe BpCTe KMUCEOHUKA

RB - peTuHO6J1aCcTOM

RTK - penenTtop ca THpO3UH KHHAa3HOM aKTUBHOLIhy

RT-qPCR - eHr1. reverse transcription quantitative polymerase chain reaction

RUBICON - enrJ1. Run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich domain-containing
protein

RPMI - enr. Roswell Park Memorial Institute Medium 1640

C30 - CBeTcCKa 3/ipaBCTBeHA OpraHu13aliyja
CTC - craypocnopuH

SAPK - cTpecom akTUBUpaHa MPOTEXUH KWUHAa3a
SDS - eHru. sodium dodecyl sulfate
SDS-PAGE - enrJ1. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

siRNA - enrJ. small interfering RNA

SNARE - enru. soluble N-ethylmaleimidesensitive fusion protein attachment protein receptors
SOD - cynepokcug gucMyTasa

SVCT - eHru. sodium-dependent vitamin C transporter

TM3 - TeM030JIOMU ],

TCGA - Atnac reHoma paka (eHrJ1. The Cancer Genome Atlas)



TBS - enr. Tris Buffer Saline

TBS-T - enr.. Tris Buffer Saline-Tween 20

TEMED - N,N,N',N'-TeTpameTueTUIeHAUaMUH
TERT - enr.. telomerase reverse transcriptase
TET - enr.1. ten-eleven translocation

TFEB - eHrJ. transcription factor EB

TNFR - eHru. tumor necrosis factor receptor
TREH - TpexaJjiosa

TSC1/TSC2 - enr.1. tuberous sclerosis complex 1/2

UBA - enrJ. ubiquitin-associated

UBIAD1 - enra. UbiA prenyltransferase domain-containing protein 1
ULK1 - enrs. UNC-51-like kinase 1

UVRAG - enrn. UV radiation resistance-associated

VPS34 - enr.. vesicular protein sorting 34

10-DEBC - 10-DEBC xuapoxsopup,
3MA - 3-MeTuUIaJeHUH



PeI‘I/ICTap TabeJia, cxeMa M CJIMKa:

Ta6esna 1.
Ta6esa 2.
Ta6ena 3.
Ta6esa 4.

Cxema 1.
CxeMma 2.
Cxema 3.
Cxema 4.
Cxema 5.

Cxema 6.

Cxema 7.

CxeMa 8.

Cxema 9.

Cxema 10.

Ciauka 1.
Ciauka 2.
Cauka 3.
Ciauka 4.
Ciuka 5.
Ciauka 6.
Ciauka 7.
Ciauka 8.
Cauka 9.
Ciauka 10.

Cauka 11.

Ciauka 12.

Knacudukanuja raimoMma npema neToM usaamwy kiaacudukanuje tymopa LIHC
[lydepu v pacTBopY KopullheHU TOKOM UMYHO6J10Ta

TepMasHU [UKIYCU U peaKIIMOHE CMellle peBEP3HE TPAHCKPHUIILMje
[Ipersien kopumhenux npajmepa/npo6a y RT-qPCR

OcHoBHa 6uoJIoLIKa 06eJiexKja MaJIMTHUX TyMOpa

PeJloKc LIMK/IyCcH MeHaIMOHA TOKOM Kojux ce npousBoze 02~ u H202

Penokc yukiayc usmehy ackopbara 1 MeHaZijMOHa

Mopdosouike dpase ayrodaruvje U NpOTEUHU KOjU UX PETYIUILY

YTunaj kombunanyje AK u M/| Ha npouec aytodaruje y U251 hesnujama XxymaHor
ravob6/acTomMa

[Ipyuka3 ranaBHUxX Aorabaja koje uzasusajy M/l u AK+M/l y U251 henujama u
HBUX0Ba MehycoOHa MOBE3aHOCT

Ytunaj manux moJsekysnackux uHxuoutopa AKT u JNK kunaza (10-DEBC u
SP600125) Ha npouece koje kombruHanuja AK+M/] nokpehe y henujama xymaHor
ravobsaactoma U251

TokcuuHocT pazanyrutux kombuHanyja M/l, AK, 10-DEBC u SP600125 pacre ca

noBehamweM npoussoamwe PBK y U251 henujama

Kom6unoBamweM M/l ca AK u/unu nuxubutopuma AKT u JNK kunaza (10-DEBC
1 SP600125) nocTuke ce UTOTOKCUYHOCT IPUMEHEHUX TPETMaHa

[Ipersnien edekata kKoje ocTtBapyje M/l y komb6uHauuju ca AK wu/uam
nnxuoutopuma AKT u JNK kuHaza (10-DEBC u SP600125) Ha hesnuje XxymaHor
ravo6sactoma U251

/l03H0-3aBMCHO LUTOTOKCUYHO JejcTBo koMmb6uHanuje AK u M/l Ha henwuje
XyMaHor rjavo6saactoma U251

BpeMeHCKH-3aBUCHO IUTOTOKCHUYHO JiejcTBO koMbuHanuje AK u M/l Ha henuje
XyMaHor rjavo6saactoma U251

CHHeprucTuyko 1UTOTOKCMYHO JejctBo AK u M/l y kyatypu U251 henwuja
XyMaHOT IJ1M06J1acToMa

AK+M/| ytrde Ha MopdoJiouiKe U yJATPAaCTPyKTypHe KapakTepuctuke U251
henuja

AK+M/] uzasuBa Hekpo3y U251 henuja rimo6sactoma

AK+M/l He akTHBUpa Kacnalde y U251 hesnujama

AK+M/l wu3a3uBa OKCUAATHBHU CTpeCc U JlenoJiapusanujy MeMOpaHe
MUTOXOH/pHja

OKCcUJATHUBHHU CTpeC je y3poK UUTOTOKCHYHOTr JiejctBa AK+M/l Ha U251 henuje
XyMaHOT IJiMo6JsacTomMa

M/l u AK+M/] n3a3uBajy HaKyl/bakbe ayTodarHux Beaukysay U251 henujama
M/l u AK+M/] noBehaBajy 6poj/BosiyMeH Kuceaux Be3UKyJia y henvjama

M/Zl u AK+M/l nosehaBajy HUBO OGeksinHa-1, mpenaszak LC3-1 y LC3-II u
pasrpajmy p62

M/l u AK+M/] nojauyaBajy aytodaruu ¢aykcy U251 henujama
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M/ u AK+M/l nojayaBajy TpaHCKpPHUIILHjy IeHa YUjU NPOAYKTHU UMajy BarKHY
yJI0TY y npoliecy ayTodaruje

AK+M/l aktuBupa AMPK/mTOR/ULK1
ravo6aactoma U251

AyTodaruja nocpefoBaHa aktTuBanujom curaiasor nyta AMPK/mTOR/ULK1 je
nocjeAulia OKCUAATUBHOT cTpeca

Aytodaruja kojy uzasua AK+M/| nonprHocu ykaawawy PBK u3 nurocosa u
muToxoHApuja U251 henuja

dapmakoJioliKa U reHeTUYKa MHXUOUIMja ayTodaruje wtute U251 henuje of
LUTOTOKCUYHOT fejctBa AK+M/|

AyTtodaruja kojy uzasuBa kombuHauuja AK+M/l nonpuHocu Hekpo3u U251

CUTHAJHU MNyT y hesaujama

henuja

dapMako/JIOIKU U aKTUBAaTOpU ayTtodaruje
LUTOTOKCMYHOCT M/l 1 nojayaBajy 4UTOTOKCUYHO AejcTBo AK+M/]
AK+M/l uuxub6upa AKT u aktuBupa MAPK

Nuxubutopu AKT, JNK, ERK 1 p38 Ha pa3/inunTe HauMHe YTUYY Ha OCET/bUBOCT
U251 hesnuja na M/l u AK+M/]

[lepudo3rvH M reHetudyka uHxubunyja JNK noteHuupajy TokcuuHoct M/J| u
AK+M/I

10-DEBC u SP600125 noBehaBajy ocetsbuBocT U251 hesnuja Ha M/l u AK+M/l:
yTu1aj Ha hesnjcky Mmopdosorujy

10-DEBC u SP600125 noBehaBajy yaeo HekpoTU4HUX hesidja y TpeTMaHuMa M/]
u AK+M/], 6e3 yTHIlaja Ha aKTHUBAIHjy Kacnasa

reHEeTUYKHU MHULUPAjy

Penunpouyna perysnanuja aktuBHoctd AKT v npousBogwe PBK nof yrunajem
M u AK+M/|

PeuunpouHa peryJsianuvja akTuBHOCTH JNK 1 npousBoawe PBK o yrunajem M/|
u AK+M/]

10-DEBC mnojavyaBa koHBep3ujy LC3 u gerpaganujy p62, nok SP600125 Hema
yTULaj Ha oBe gorahaje y U251 hesnujama TpetupanuMm M/l u KOMOGMHALUjOM
AK+M/J]

SP600125 nHe ytuue, nok 10-DEBC noBehaBa 3acTyn/beHOCT KUCEJNUX BE3UKYJIa
yHyTap U251 henuja Tpetupanux M/l u AK+M/]

10-DEBC noTeHuupa uutToToKcuuHy aytodarujy y U251 henujama TpeTupaHuM
M u AK+M/]

dapmakosionika U reHetudyka aktuBauuja AKT cmamyjy ocetsbuBoct U251
henuja Ha AK+M/]

Ekcnipecrja KOHCTUTYTHBHO akTuBHe ¢opme AKT KkHHaze cmamyje yzaeo
HekpoTuyHux U251 henuja y kyatypu Tpetupanoj AK+M/]

Ekcnpecuja KOHCTUTYTUBHO akTUBHe ¢opMe AKT KuMHa3e cMambyje KOJTUYHUHY
PBK y U251 henujama Tpetupanum M/ u AK+M/|

Exkcnpecuja KoHCTUTYTHUBHO akTUBHe ¢popme AKT kuHase cnpedaBa M/l u
AK+M/] na uzazoBy aytodarujy y U251 hesnujama

WcnuThBaHU TpeTMaHM HUCY TOKCMYHMU 3a 3/paBe, Heu3MemeHe henuje
¢ubpobacra nayha
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1.YBoA






YBog,

1.1. Tymopu

Tymop (n1at. tumor - OTeKJIMHA, OTOK) WJM HeoIlsa3uja (0 TpPUYKOr VEOS — HOBO
U TAdOL¢ — pacT, GopMUpame) NpecTaB/ba Je3Ujy Koja HacTaje Kao Mocjaeiiia IporpecuBHe
aKkyMyJaljdje TeHeTHYKHX U eNUreHEeTUYKUX H3MeHa Koje YTHYy Ha reHe U IpPOTEeuHe
yK/bydyeHe Yy KOHTpoJly hesujckor LUKIyca M OJp)KaBake CTAaOUJHOCTH TeHOMa, yCje[
KOjUX Ce Heu3MeleHa, 3/paBa hesuja TpaHcbopMmulle y MaJUrHy hesvjy Koja moyumbe
HEKOHTpoJiucaHo Ja ce geau (Bertram, 2000). Tymopcko TKuBO ce cacToju o hesuja ca
XeTeporeHUM reHeTUYKUM U GeHOTUIICKUM 0COOMHaMa Koje ce MaHUeCTyjy Kpo3 pasJibKe y
KanauuTeTy mnpoJsudepalyje, eKCIpecuju NPOTeMHa W TyMOp-MapKepa, MeTacTaTCKOM
NOTeHLHjaly U pa3Bojy pe3ucTeHLuje Ha Tepanujy (Lawson u cap., 2018). I'1aBHe 6uoi011Ke
KapaKTepUCTHKe Koje hesvje monpumajy TOKOM MaJIUTHe TpaHcPopMalLuje NpecjnKaBajy ce
Ha TYMOPCKO TKHBO Koje 06pa3syjy u npukasaHe cy Ha Cxemu 1. MasurHe henuje Tymopckor
TKMBa OCTBapyjy CJ10>KeHe UHTepaKIlHje ca OKOJTHOM CTPOMOM, CAYMbeHOM 0Jf HeM3MeHEeHUX
dubpobaacTa, eHA0TeNHUX hesrja Kao U uHUATpUpajyhux hesnuja umyHor cuctema (Lawson
u cap., 2018). Yko/aMKO cy TYMOpH JIOKaJIM30BaHU, UHKAICyJIMpaHy, u3rpahenu oz hesuja ca
BUCOKOM CTONOM AudepeH1yjalyje, 6e3 MeTacTaTCKOT MOTEeHIMjala U JIOKAJHOT UHBa3UBHOT
pacTa, Ha3MBajy ce 6EHMTHUM, OJJHOCHO A06pohyiHUM TyMopuMa. 3a pa3JIuKy oJi 6eHUTHHUX,
MaJIUTHe HeollJla3vje OJ/JIMKyje 6p3, NHBa3MBaH PacT y OKOJIHO TKUBO U NPHUCYCTBO €1ab0
JudepeHIMpaHuX hesvja ca BUCOKMM MUTOTUYKUM U METACTAaTCKUM MOTEHI[HAjaIOM.

ayTOHOMHa npoJmmdepanuja u3beraBame cynpecopa pacra

OTK/byYaBamhe (l)eHOTPll'lCKe

IJIAaCTUYHOCTH

HEMYTAI[MOHO eNUTreHeTHIKO
penporpaMmupame

aeperyinanuja hesmjckor u3beraBame HMYHCKOT

MeTaGoM3Ma @ oATOBOpa
S -
e by
-
nsberaBame QY HeorpaHM4eH
- WA
henujcke % ¢ penIMKaTUBHU
CMpTH = v NMOTeHIHjax
-
as
-
reHOMCKa
TyMop-npoMoBuIyhu
HeCTaGUJIHOCT U
. HH}IaMaTOPHHU OATOBOP
MyTanuje 2
ocrapeuie hesmje
MH/JYKIHja aHTUOTeHe3e aKTHUBallyja MHBa3Mje U MeTacTasupama

Cxema 1. OcHOBHA GMoOJIONIKA 06eJiexKja MaJJUTHUX TyMopa. [Ipey3eTo u MoaudUKOBaHO mpeMa
Hanahan, 2022.

MasiurHe 6oJiecTU ce, 3ajeJHO Ca KapJUOBaCKyJlapHUM 0oJiecTUMa, Haja3e Meby
BoJlehuM y3pouyHMLIMMa CMpPTU y CBeTY U MpeJCTaB/bajy HajBehy mpenpeky HpOAYKery
IpoceyHe Ay>KUHe JbYACKOT xkuBoTa y 21. Beky (Bray u cap., 2021; Sung u cap., 2021). [Ipema
nojanyvMma HHctuTyTa 3a jaBHO 37paB/be Cpb6uje ,/[Ip Munan JoBanoBuh batyt“, 6poj
NPEMUHYJIUX O, MOCJAeIUIa MAJIMTHUX 0boJberba y Penyonunu Cpouju goctuxe 4ak 20000
roJiMiime, JJOK je OpoOj perucTpoBaHUX HOBOOOOJIESIMX C/y4yajeBa Ha TOJUIIEEM HUBOY



Ana P. /lecnoToBuh JOKTOPCKa AucepTaluja

ABocTpyko Behu. TokoMm 2021. roguHe, cTona MopTanuTeTa je 6uaa 0,29%, 10K je MHIMAEHIA
HOoBooOGosiesinx usHocuna 0,61% na 100000 cranoBHuka. Koxa 2,7% myiukapala, 0JHOCHO
2,3% »KeHa, MaJIUTHA HeoIlJIa3Wja je IPUMAapHO JIOKAJIM30BaHa y Npejesy MO3ra, a 3HaTHO
Mamwu npoueHat (0,1%) y Apyrum AesioBUMa LeHTpasHor HepBHOT cucteMa (LIHC).

1.2. T'yimomu: Ki1acupukanmja, enuAeMuo/I0ruja U Tepanyja

Tymopu Koju ce npuMapHo pa3Bujajy y TkuBuMma LUHC npegcraB/bajy MajiurauTeTe ca
HajBUILOM CTOIIOM MOPTAJIMTETA, UAKO CY IIpeMa y4eCTaJ0CTH y CBETY NO3ULJMOHUPAHU TEK Ha
ocMoM MecTy. Hajydectanuju 061Mk npuMapHux Maaurautera LLHC cy rnmmomu, Tymopu Koju
noTHU4Yy o/J riuvja hesnuvja uau wbUX0OBUX henujckux npekypcopa (Ostrom u cap., 2023). Ha
OCHOBY THIIa IJIMjCKUX hesiuja oJ KOjUX BOJe MNOPEKJIO, Pas3/jUKyjy ce acTpOLUTOMU U
onuroAeHaporauomMu. Obpasal, pacta 0BUX TyMopa OMO je KpUTepUjyM 3a pa3BpCTaBambe
rayoMa Ha HeJgudy3He, 4dju je pacT orpaHuyeH U AUPy3He TIJIMOME Koje OAJIUKYje
MHOUITPATUBHU pacT U mnpojop henuja y oxosHM napeHxuM. CBeTcKa 3/ipaBCTBeHa
opranu3anuja (C30), y TpeHyTHO BaxkeheM, meToM H3Jamwy kKiaacudukauuje tymopa L[HC,
UHTerpuile Mop@doJioliKke 0COOEHOCTH TYMOPCKOT TKHBA Ca KJ/bYYHUM MOJIEKYJIApHO-
OMOJIOIKUM NapaMeTpUMa Koje je 6110 HEONXOAHO y3eTH y 003Up NPUIUKOM JledUHUCabA
Pa3/IMYUTUX TYMOPCKUX EHTUTETA, KaK0o OU ce MOrao npeLu3Huje npeJBUeTH TOK 60JIeCTH U
no60J/bIIaT KJUHUYKH HCX0J, U3060poM edukacHe Tepanuje. Kiacudukauuja riamoma,
M3/BojeHa U3 1leJIoKyIHe kiacudukanuje Tymopa ILIHC kojy je o6jaBusa C30 2021. roauHe,
npukasaHa je y Ta6eau 1 (Louis u cap., 2021).

Ta6ena 1. Knacudukanuja riimoma mpeMa neToM usjamwy kKiaacudukanuje tymopa LHC.
CBeTcka 3apaBcTBeHa opranusanuyja, 2021. roguHa.

acTponuToM, IDH-MyTaHT
AAynTHU THN AU PY3HUX VTHOMA oJIMrojeHAporanomM, IDH-myTaHT H 1p/19qg-kofienenuja

rauo6sactoM, IDH-gUB/EH THI

AUdy3HH acTpouuToM, MYB- unu MYBL1-uaMemeH
MeaujaTpHjCKH THN AUPYIHUX [JIMOMA ELEIrE QI EIE AN DA R0 L2 (0L
HHCKOI rpajyca NoJUMOpPGHU HUCKOTPAAYCHH HEYPOENUTEIHH TYMOD Y MJlaZlux

HUCKOTPaAYyCHHU AUPY3HHU IMHUOM, U3MeeH MAPK curHa/HH nyT

JUubY3HU TJIMOM Ccpe/ikhe NuHHje, H3 K27-u3aMereH
MeaujaTpHjcKn THN AX(Y3HUX [IHOMA Andysun xemucepHu oM, H3 G34-MyTaHT
EHEOR R RdAYES BHCOKOrpaZlyCHU AHQY3HH [JIHOM y fele, H3- u IDH-AMB/bH THIT

XeMHCcepHUHH IMIHOM Y 6e6a (HHGAHTHIHH THII)

MHAJOLHUTHH aCTPOLIUTOM
BUCOKOTPaJyCHH aCTPOLMTOM ca MHJIOUAHUM KapaKTepHCTHKaMa
J1e0MOPPHU KCAHTOACTPOLIUTOM
OrpaHHYeHH aCTPOLUTHH VIMOMH .
cybelneHAMMAaTHH acTPOLMTOM [JMHOBCKHX hennja
XOPAOHAHH IJIHOM

actpo6yactoM, MN1-usMerweH

Knacudukanuja riamoma Koju ce jaBsbajy y aly/ITHOj NOMyJIalidjy, TOPe XUCTOJIOMKUX
Y MMYHOXMCTOXEMMjCKHUX aHaJIN3a, Y BEJIMKOj MepH Ce OC/Iamka U Ha MOJIEKYJIapHO-OMO0JIOLIKe
napameTpe: NPUCYCTBO KoZesneuuje 1p/19q u obpasal, MyTalyje reHa 3a €eH3UMe y4YeCHUKe
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peakuuja KpebcoBor nukayca, udouurpar-gaexujporedasy 1 u 2 (IDH1 v IDHZ). Ha ocHOBY
OBUX BaXXHUX MapaMeTapa, AUQPY3HU TJIHOMHU OJPACAHX CYy pPas3BpPCTaHU y TPHU T[JaBHA
JAUjarHOCTUYKA THIA: aCTPOLUTOME ca MyTUpaHUM [DH reHOM; OJIMTOAEeHJApPOrJIMOMe ca
MyTupaHuM IDH reHom u 1p/19q kopenenydjoM U rjiauo6acToMe ca HEU3MEHEHUM, OJHOCHO
AuBbUM TUnoM IDH rena (enr.. wild type) (Ta6esa 1). [Ipema 0Boj knacudukanujy, y rpyny
rJIN06/IaCTOMA CBPCTAaHU Cy aCTPOLUTHHU IJIMOMU ca Heu3dMeweHUM [DH reHoM Koju UMajy
HajMame jeHy o/ clefehux KapaKTepruCTHKa: MUKpPOBACKyJ/JIapHy MpoJudepanujy, HeKpo3y,
MyTall¥jy y NPpOMOTOpPY IeHa 3a peBep3Hy TPaHCKpHUINTAa3y TesjoMepase (eHrJ. telomerase
reverse transcriptase, TERT), amniudukanujy reHa 3a peLentop enujepmasjHor ¢pakropa
pacta (eHrs. epidermal growth factor receptor, EGFR) u/uau Bapwujanuje y 6pojy
OHOBaka xpomo3oMa 7. EHTuTeT ,rsmob6sactoM, IDH mMyTaHT” JepUHUCAH Y NPETXO/HO]
K1acudUKalujy, caZa je 3aMebeH TUIIOM ,acTpoiutoM, IDH mytanT (Louis u cap., 2021).

[IpeMa cTeneHy arpeCHBHOCTH KOjU Ce OrJie/ia Kpo3 IPUCYCTBO jeflapHe aTUIIUYHOCTH,
nojayaHe MUTOTHYKE aKTUBHOCTH, HEKpPO3e U MUKpOBACKyJlapHe NpoJsudepanyje, a npeMa
C30 ce uzpaxaBa y rpagycuma of 1 o 4, riimo6JacToOMU NMpeJSCTaB/bajy acCTPOLMTOME ca
HajBUIIMM CTelleHOM MasiMrHuTeTa (rpagyc 4). [Ipsu nyT cy onucanu 1800-Tux roguHa, a
JlaHac YMHe 4YakK M0JIOBUHY CBUX MaMrHux Heomasuja IHC v oko 60% npuMapHuUX rjavoma
(Stoyanov u Dzhenkov, 2018; Ostrom u cap., 2023). Mako ce Mory pa3BUTH y CBUM y3pacTHUMa,
rJ1M06J1aCTOMU ce peTKo cpehy koj manujeHaTa muabhux on 55 roauHa. [IpoceyHa crapocHa
rpaHyvIa 3a M0jaBy OBUX TyMopa je 65 roauHa, JOK BpeJHOCT CTONe WHUUJEHLE [OCTHXe
MakcuMyM u3Meby 75. u 84. roaguHe cTapocTy, AaKJ/ie, y KaCHUjoj KUBOTHOj 400U, IPU YeMY
MyliKapuu 4eithe o6osbeBajy. ['inobs1actoMu Mory gaa ce jaBe y 6uio koM geay LUHC, anu
Hajuyelhe HacTajy y 6€J10j Macy BeJIMKOT MO3Tra.

CTaHZapAHa Tepanujcka npouejypa HOBO/iMjarHOCTUKOBAaHUX IJIM06JIacTOMa OCJIama
ce Ha CTynoB npoTokoJ ycnoctaB/beH 2005. roguHe (Stupp u cap., 2005). [IpoTokos yk/byuyje
Npeny3Hy XWPYPIUKY peCceKLHjy y LHW/by IOCTaB/bakba MNAaTOXUCTOJIOIIKE JHjarHO3e U
MaKCUMaJIHOT YKJakhakha TYMOpPCKe Mace, npaheHy TepanujoM aJKUIMpajyhuM areHcoMm
Temo3osoMuzioM (TM3) y Tpajamwy of, 6 Hefiesba (75 mg/m?2/naH) U TepanujoM 3pademeM 07,
ykynHo 60 Gy (30 ¢pakuuja no 2 Gy). HakoH 3aBplueHe 3payHe Tepamnuje npuMmemyje ce 6
nukiayca nomohHe tepanuje TM3 (Ha cBakux 28 naHa, 5 gana 3apegoM, 150-200 mg/m?2/naH).
[IpBOOGUTHO je, yBohemweM aJijyBaHCHe 3pavyHe Tepalnuje HAKOH XMpYypILIKe peceKlLHje, 1y KUHa
»KMBOTA NalUjeHaTa yABOCTpy4YeHa: ca 6 Mecelld HaKOH XUPYPIIKOT 3axBaTa [0 TOJAUHY JlaHa
y3 npatehe 3padewe (Salazar u cap., 1979). YkibyuuBawem TM3 y cTaHAapAHU NPOTOKOJ
Jleuewa, KOjU ce NMpUMemyje M JlaHac, MpoceyHa Ay>XHWHa XMBOTa je moBehaHa 3a camo
2,5 Meceyud y OJHOCY Ha MOCTONEpaTUBHY paauoTepanujy (Stupp u cap., 2005). Csoje
LUTOCTAaTU4YKO AejcTBO TM3 ucnos/baBa Kao JAOHOP METHJI Ipyna nypuHCKUMM 6a3ama /JJHK
(ryanuHy Ha no3unujama 06 v N7 W ajieHUHY Ha no3uuuju N3). [1aBHU NOCpesHUK Y
owrtehewnma JIHK koje nuzasuBa TM3 je O6-meTunryanut (06-mG), jep ce TOKOM penJivukaiuje
JHK norpeniHo cnapyje ca TAMHHOM, ycJie[] 4yera ce mokpehe penapaiiyja norpeuHo cnapeHux
6a3Hux naposa (eHrs. mismatch repair, MMR). Tokom MMR, norpeuiHo cnapeHd TUMHUH Yy
HOBOCUHTETHCAHOM JIaHLy Ce Mpeno3Haje U ucena, yuMe ce 06-mG poAvTe/bCKOT JIaHLA
ocsiobaba 3a fasbe morpemHo crnapvBamwe. Ha Taj HauuMH ce nmokpehe LUKJYC MOTPEIIHOT
cnapvBalba M Hcellatbha TUMMHA KOjU ce OkoH4YaBa npekuauma /JIHK snanHuma v kosancom
pemnyiMKallMoHe BUJbYLIKe, ycjeJ, 4yera JoJa3d [0 3ayCTaB/bakba NENHUjCKOT LUKJIyca U
NoKpeTamwa amnonTto3e henuja koje ce nene (Zhang u cap., 2012). Temo3zosioMuJ ce Kao
cTaHjap/Ha Tepanuja y Cpbuju kopuctu of 2011. roauHe. PaHUjU TepanujcKu peXUM
raMo6/1acToMa 3aCHUBAO Ce Ha MPUMEHH JIOMyCTHUHA U KapMYyCTHHa, iepuBaTa HUTPO30ypee,
KOju Takobhe mpunazajy rpynu ankuaupajyhux arenaca (Ili¢, 2018). Wako npepcraB/ba
,23JJaTHW CTaHJAapA“ y Tepamnuju rjuvob6sactoMa Beh [Be JelieHUje, pU3UK O, pasBoja
UMyHoJebULIMjeHIMje, aHEMUje U IPyTUX 030U/bHUX KOMOPOUAUTETA, Kao npaTehux epekara
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xeMuoTepanuje TM3, Hamehe noTpeby 3a TpakerweM HOBUX Tepanujckux peiuema (Villano u
cap., 2011; Ogura u cap., 2011; Liu u cap., 2018; Gilbar u cap., 2020; Sato u cap., 2023).

Mako je mno3HaBame MOJIEKyJapHUX MexaHM3aMa IaToreHe3e W YyCaBplUaBambe
cTpaTeruja Jjedyewa IJaM0o6JacTOMA HampeoBasio, NPOrHOCTUYKA YHamnpebewa ce oJHoce
yIJ1aBHOM Ha 1000JbllIakhe KBaJUTeTa )KUBOTA IaljMjeHaTa U eBeHTYyaJIHO oJjlarame nparehux
3/JpaBCTBEHUX KOMILJIMKAlMja, JOK je TMOTIYHO H3Je4Yere joll YBEK HeJOCTHXKHO.
CTaTUCTUYKHU NOAALHU O AYKUHU KUBOTA MU CMPTHOCTH NallMjeHaTa ca rJino6J1acToMOM ce HUCY
npoMeHuJau JeneHujama. Camo 5% mnanujeHaTa XUBU JAyXKe O, MeT TOJUHA HAKOH
ycnocTtaB/bama Aujardo3e (Poon u cap., 2020), a npoceyHa Ay»UHa KUBOTa je 14,6 Mecenu
(Stupp u cap., 2005). Kon HajBeher 6poja mauujeHaTa ce Beh HeKOJIMKO Mecelld HAaKOH
VHULIMjaJIHOT Jieyewa jaB/bajy peLuAMBU 33 KOje TPEeHYTHO He I[0CTOoje CTaHAapAHU
TepanujcKu NPOTOKOJIM U YIJIABHOM HMMajy JieTaJlaH MCX0J| HAaKOH Make OJi FOJMHY JaHa
(Vaz-Salgado u cap., 2023). Pa3ii03u 360r KOjux Tepanuja riaMo6acToMa 0CTaje BeJTMKU U3a30B
caBpeMeHe MeJUIIMHe CY Pa3HOBPCHU. MHBa3uBHA npupoja, Audy3aH pacT U HHOUITpaAIHja
hesnuja y okoJIHM nmapeHXUM OHeMoryhaBajy jacHO yo4yaBake I'paHMLa TyMOpa U 3HA4ajHO
yMakbyjy YCIEeLIHOCT 3payHe Tepaluje, a KOMIJIETHO XUPYPILKO YK/Iakbhake YMHe HeMOryhuM.
Bucoka cromna nposndepanyje MaJUrHUX rJIM06acTOMCKUX hesuja, MojaBa pe3uCTeHTHUX
henuja ybp3o HakOH HHULMjaJHe Tepamnuje (T3B. TYMOPCKUX CTeM heJsidja), U3paxkeHa
reHeTUYKa XeTEPOreHOCT U aKTUBal|Mja BUIIECTPYKUX CUTHAJHUX MyTeBa, Takohe oTexxaBajy
Jieuere oBe 60JIeCTH U MOJICTUYY HbeH U3y3eTHO arpecuBaHd ¢eHoTul. [lopes ocobuHa camor
TYyMOpa, CeJIeKTUBHO NMPONYCT/bMBAa KPBHO-MOX/JaHa Oapujepa Koja oHeMoryhaBa mpucTyn
CUCTEMCKHUM areHcuMa y TYMOPCKO TKHBO, UMYHOCYNPECHBHO MHUKPOOKPYKEHE TYyMOPa,
owrrehewe 3ApaBux hesnuja ankuaupajyhuMm nutocraTMuuMMa M noBehaHa o0cCeT/bUBOCT
oApeheHUX JileJloBa MO3ra Ha Tepalujy 3padyerweM, Takohe NMpeAcTaB/bajy Npenpeke Koje 6U
o6yayha uctpakuBamwa Tpebasio ga npeBasuby (Noch u cap., 2018; Cruz u cap., 2022; Seker-
Polat u cap., 2022).

1.3. Hajyemrhe u3aMemeHU CUTHAJIHM NIYTEBH Yy IJIM06/IaCTOMUMA

Tepmun ,myntudopmuun”, koju je C30 uck/byunsa U3 HasuBa ravobsacroma 2007.
ro/iuHe, ajlu ce 3a/p>Ka0 Yy Hay4yHO] JIMTepaTypH [l0 JlaHac, U3BOPHO je yBeJleH Kako 6u ce
jesHOM pedjy o6jefMHHJIA BHCOKAa MOPQOJIOIIKA XeTepOoreHOCT OBOI TyMmopa. Mebhyrtum,
MYJTUPOPMHOCT OCJIMKaBa U IIMPOK OINCEr TeHETUUYKUX U eNUreHeTUYKUX NIPOMeHa Koje cy
Y3POK H3MemeHe aKTUBHOCTU TIJIaBHUX CHUTHAJHUX IyTeBa YK/byYEHUX Yy MaJIUTHY
TpaHcdopMalyjy, pacT, Iporpecujy U pasBOj pe3uCTeHIMje TJIM00JIacTOMCKUX hesvja Ha
Tepanujy (Wen u cap. 2020; Liu u cap., 2022). AHaniu3oM OuOICHja TYMOPCKOT TKHBa
nainujeHarTa, Y OKBUpY npojekTa ,ATaac reHoma paka“ (eHrJ. The Cancer Genome Atlas, TCGA),
ypabeHa je kapakTepusalMja reHeTUYKOr npodua rauobdsaactoma. [Ipema TCGA, Hajuenthe
UJleHTUGUKOBaHEe TeHeTUYKe [pOMeHe Cy TIpeKoMepHa akKTUBallija CUTHaJIHe
ocoBuHe ca oHkoreHuM noteHnujaioM RTK/RAS/PI3K (peuenTop ca TUPO3UH KUHA3HOM
aktuBHo1Ihy/RAS/docdaTuana nHo3uTos 3-KUHa3a), Koja je 6uIa NpUCyTHA KoJ 4ak 88%
nanuvjeHaTa M WHaKTHUBallMja TYMOpPCYNpPEeCOPCKUX CHMTHAJHUX NyTeBa NOBe3aHUX ca p53
(87% cny4ajeBa) u petunobsiactoMoM (RB; 78% caydajeBa) (TCGA Research Network, 2008).
[Topen Tora wrto je Hajueuthe usmeweH, nyT RTK/RAS/PI3K ce u3zaBaja u mo ToMe IITO
aKTHBUpA HEKOJMKO KMHa3a K/byYHHUX 3a MaJUrHy TpaHchopmauujy henuja, 360or yera
TPEHYTHO INpeJACTaB/ba CUTHAJHM MNYyT KOjU je HajuoroJHuju 3a ¢GapMaKoJIOUIKY
MaHunyjauujy. XunepaktuBanujy PI3K, kapakTepucTuuHy 3a r/uo6JiacToMe, HU3a3WBajy
MyTalyje Koje 00yxBaTajy yMHOKaBawe reHa 3a EGFR, akTuBauujy katanutudke cy6je JUHULE
a PI3K kusace 1A (PIK3CA) wau ry6utak ¢yHkuuje PTEN (eHrs. phosphatase and tensin
homolog), Tymopcynpecopcke ¢pocdaTase koja HeraTuBHO pery.uiie PI3K.
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Kunasa PI3K npumaga damuiauju yHyTaphenujckux JUNUJHUX KHHasa Koje ce y
$U3HOJIOIIKUM YCI0BUMA aKTUBHPAjy Kao 0Ar0BOP Ha paKToOpe pacTa, MHCYJIUH, TUTOKHUHE U
xopMoHe. HakoH nHTepakuuje ca MeMbpaHckuM perentopuma (RTK u penentopu cnpernytu
ca nportenHoM G), oBe KHMHa3e peryJully HanpeaoBawe hesnje kpo3 hesnjcku LukKIyc, pacr,
NpeXuB/baBake U MUrpauujy hesdja, kao W yHyTapheJHjcKM TpPaHCIOPT IOCpPeLOBaH
Be3ukKysiaMa. Kunase PI3K cy noaesbene y Tpu knace (ksaaca I-111), a ca nponiecuma Masiurae
TpaHchopMalUje U oJpKaBakbeM 0COOMHA MaUrHUX hesuja Hajueuihe ce noBesyje PI3K-IA
kojy aktuBupajy RTK (Yuan u Cantley, 2008; Vanhaesebroeck u cap., 2010). AkTuBupaHa
PI3K, docdopunauujom dochatuauannosuron (4,5)-6udocpara (PIP2), dopmupa
docharuauaunosurton (3, 4, 5)-tpudocdart (PIP3) koju ce Besyje 3a PH (enr.s. pleckstrin
homology) nomeHe edpeKTOPCKUX MPOTENHA, MEWAjyh HUXOBY JIOKAIXU3alUjy U aKTUBHOCT
(Lemmon, 2008). ®ocpartaza PTEN, koja je BeoMa 4eCcTO HWHAKTHBUpPAHA y MaJIMTHUM
henujama, kouBepTyje PIP3 no PIP2 u Ha Taj HA4WH NpeBeHMpPa aKTUBALUjy KMHAa3a HUCXOAHO
oz PI3K (Vanhaesebroeck u cap., 2010).

Meby edekTopckuM npoterHuMMa Koje ctumyauiie PI3K, kao K/by4yHU MoCpeAHULU Y
IpeHOoCy CUTrHajsia y CBUM heJjiMjaMa BHUIIMX eykapuoTa u3ABajajy ce AKT KuHas3se,
CepUH/TPEOHUH KMHa3e N03HaTe U Kao npoTerH KuHase b. ®amunnju AKT kuHaza npunazajy
Tpu nszodpopme AKT (AKT1, AKT2 u AKT3) koje umajy ucry ctpykrypy: PH nomeHn Ha
N-TepMuHycy, npaheH KaTaJUTUYKUM KMHA3HUM JOMEHOM KOjHU Ce 3aBplIaBa pery1aTOpHUM
xuapopo6HUM MOTHBOM Ha C-tepmuHycy (Bellacosa u cap., 1998). UnTepaknujom ca AKT
kuHa3oM y okBUpy PH fomena, PIP3 omoryhaBa keHy TpaHC/I0KalLUjy U3 LIUTOCOJ1A 10 NJ1a3Ma
MeMOpaHe, WTO je HeonxoAHO Aa 6u ce AKT mormyHo docdopunucana u akTUBUpaa
(Andjelkovic u cap., 1997). Kunaza AKT pgasbe pery/vile aKTUBHOCT NPEKO 4YeTpAeCeT
HUCXOJIHMX LU/bHUX MOJIEKYJIa IOCPEJCTBOM KOjUX yTH4Ye Ha CHeKTap hesMjckux mpoueca,
o/l IpeXWBJ/baBaka, pacTa, npoaudepaiuje, MUrpalyje 1 UHBasuje hesuja y Banhesnujcku
MaTpUKC, 0 ojAroBopa hesuja Ha [JOCTynHe HYTpHUjeHTe, KOHTpoJie MeTabosud3Ma U
anrvoreHese (Manning u Cantley, 2007). Ilopemehaju y oBUM $U3HOJIOIKUM MpoLecuMa
yjelHO TpeAcCTaB/bajy M HeKa O0Ji IJIaBHUX obeJsiexkja MaJIUTHUX hesuja U oTexaBajy
npoHasia3ak epukacHor Tepanuvjckor peuniewa (Hanahan, 2022). To ce moce6HO ofjHOCH Ha
usberaBame hesvjcke cMpTH, OJHOCHO hesiMjcKO NpeXUBJ/baBake y OAr0OBOPY Ha paKTope
pacTa, oHkoreHe uau hesnujcku ctpec, y kome AKT mocpejiyje Tako LITO ClipeyaBa anonTo3y
HEraTMBHOM peryJalyjoM FeHCKe eKclpecHje WJIU QyHKILHje MPOoanoNTOTCKUX MNpPOTeruHa
(Manning u Cantley, 2007). Takobhe, AKT y4yecTByje y KOHTpOJIK OHOT Jesia henujckor pacra
KOjU ce OJJHOCU Ha noBehawe BesnuyvHe hesuja, kao oJroBop Ha moBehaHy JOCTyHHOCT
XpaHJ/bUBUX MaTepHja, eHepruje u mutorena (Kaldis, 2016). ['iaBHU peryJiaTop OBOT Npoljeca
je LMJbHU MOJIeKyJ1 panaMuiuHa kox, cucapa - mTOR (eHrs. mechanistic target of rapamycin),
CEepHH/TPEOHUH KHMHa3a Koja KOHTpPOJIMLIE CUHTe3y NpPOTeUMHa W MNpeJjCTaB/ba jeflaH Of
HajBaOXXHUJUX MOJIEKYJIa KOjU ce aKTUBUpaAjy HUCXoAHO ol AKT. Mako cy Myranuje y caMum
renruma 3a AKT 1 mTOR Beoma peTke y rjino6J1acTOMHUMA, Kao U y IPyTUM TUIIOBHMA TYMOPa,
IIpeKoMepHa aKTHUBal4ja OBUX KMHA3a Koja ce jaB/ba Kao mocjeavna NpoMeHa y HhbUXOBUM
YCXOJHUM peryJiaTopuMa je jeHO O/ IJIaBHUX obeJsiexxja rauo6sactoma (McDowell u cap.,
2011; Colardo u cap., 2021). llopen ctumynauuje pacta u npoaudepanuje, PI3K/AKT/mTOR
CUTHAJHKU NyT o06e36ehyje hennjama rsamo6siacToMa pe3WCTEHLUjy HAa XeMUOTepamnujy u
Tepanujy 3payeweM (Colardo u cap., 2021).

XUCTOJIOMIKYU TpaAyC U Jiolla MPOrHo3a MalyjeHaTa ca rJKM06JIacTOMOM J0BeeHU
Cy y Be3y U ca II0ja4yaHOM aKTHUBALMjOM CUTHA/IHe KacKaJle MUTON€HOM aKTHMBHPAHUX
npoTeuHCKux KuHa3za — MAPK (eHrsn. mitogen-activated protein kinase). OBe KuHa3se
NpeJicTaB/bajy IJ1aBHe NIyTeBe NpeHoca CUrHasa ca hesvjcke MeM6paHe /10 jeipa ¥ peryjauuy
passn4uTe npolece y hesujama, kao WTo cy npoaudepanuja, JupepeHnujanmja, anonTosa u
oAroBop hesivje Ha cTpec y HOpMaJIHUM WJIM MaTOJIOMKUM cTakbuMa (Wong u cap., 2021).
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YnanoBu MAPK cynepdamuiuje cy mnojae/beHU y TpU TJIaBHe Tpyle: NPOTEUH KHUHase
peryJsiucaHe ekcTpahesnujckuM curHaauMa (eHru. extracellular signal-regulated protein kinases;
ERK), p38 kvHa3a ¥ cTpecoM akTMBUMpaHa NPOTEUH KWHa3a (eHIJ. stress-activated protein
kinase, SAPK) no3nara kao JNK (eHr.1. c-Jun N-terminal kinase). Bucoka aktuBHocT MAPK y
r1M06/1aCTOMMMa MMa BaXKHY YJIOTY y OPOjHMM CHUTHAJHUM INyTeBUMa KOjU CTUMYJMLIY
NpOrpecuBHY NpUPOAY OBUX TyMopa. Yak 86% npuMapHUX IJIMOMa KapaKTepulle ojayaHa
aktuBanyja JNK, Te ce cmaTpa aa, mehy unanoBuma MAPK, JNK nMa HajBeher yiesia y HacTaHKy
oBor TyMopa (Antonyak u cap., 2002). CepuH-TpeoHuH npotenH krHa3a JNK ¢ocopunanujom
c-Jun aktuBupa komiiekc AP-1 (eHrus. transcription factor activator protein-1), AuMepHHU
TpaHCKpUNLUOHU pakTop usrpahen oj npotenHa us pamuiuja Jun, Fos, ATF (enra. activating
transcription factor) u MAF (enr.s. musculoaponeurotic fibrosarcoma). Komniekc AP-1 moxe
MMaTy NPOOHKOTEHY WJMU aHTHOHKOreHy yJsory. HakoH akrtuBanuje, AP-1 ce Be3yje 3a
KOHTpPOJIHE eJleMeHTe y IpOMOTOpHUMAa TreHa YK/bydeHUX Yy Iponece nposaudepanuje,
AudepeHLyjalyje, anonTo3e, OAToBOpa hesuje Ha CTpec, Ka0 M aHTUOreHe3e W WHBa3Wuje
TyMopckux henuja (Karin u cap., 1997; Eferl u Wagner, 2003). UneHTUdHKOBaHa cy TpU reHa
koja koaupajy JNK kog myau (JNK1, JNK2 u JNK3), a anTepHaTUBHUM CILJIajCOBAaKEM Jajy
HajMawbe 10 usodpopmu. [lokaszaHo je ga MAPK 3ajejHHYKHMM [€jcTBOM ca CHUTHAJHUM
nyteBrMa Koje nokpehe PI3K yuecTByjy y naTorenesu ravobsaactoma (Vitucci u cap., 2013), a
rncroBpeMeHa aktuBalnuja PI3K/AKT u JNK nyTeBa je onvcaHa y riimo6JacToMMma U Apyrum
TUIIOBUMA TyMopa ca xunepaktuBanujoM EGFR u mytupanum PTEN renom. Tako je [INK2a2,
nzodpopma JNK Koja ce KOHCTUTYTHBHO aKTHBUpaA ayTodochopualidjoM HE3ABUCHO O/
YCXOJHUX CHUTHaJa, 0O rOBOPHA 3a NOCHellUBake nposvdepanuje henuja ramobsiactoma U
O/ip>KaBame MaJIMrHOT GpeHOTHIIa, yIJIaBHOM Npeko akTuBanuje AKT v perysanuje ekcnpecuje
elF4E (enrn. eukaryotic translation initiation factor 4E). ®akTop WHUILMjaldje TpaHCaALHje
elF4E ¢pyHKIMOHUILE KAa0 LeHTPaJHU peryaaTop TpaHclalyje IPOTeMHA U UMa BaXKHY yJIOTY
y HeomlacTU4YHoj TpaHcdopMmanuju (Cui u cap., 2006). Takohe, mehy cyncTpaTuma Ha koje JNK
JleJlyje Cy 1 OHKOTeHHU MPOTEWHHU Y JUTOIJIA3MH, Kao LITO je aHTUanonToTrcku Bcl2 npotenn
(eurs. B-cell ymphoma 2) (Yamamoto u cap., 1999). KonauHo, aktuBanuja JNK curHaasor
nyTa je obesiexje ryvMobJacToMa Koje ce moBe3dyje ca mpoJsiudepanydjoM U UHXUOUILIUjOM
AudepeHuyjanyje riuo6JacTOMCKUX cTeM hesuja, YMMe JONPHUHOCU BUCOKOM KamalUTETY
caMooOHaBJ/baba OBUX TyMopa (Matsuda u cap., 2012; Portela u cap., 2019).

1.3.1. Uuxuo6utopu PI3K/AKT/mTOR u MAPK/JNK KnHa3a Kao NOTeHIUjaTHU
AHTUTYMOPCKH areHcHu

Y ckJjaly ca HaBeJleHUM MOJIeKYJ1apHO-OHOJIOUIKUMM 0b6esiexjuMa Iriamob6aacToMa Koju
CYy YCKO M0B€3aHM Ca arpeCMBHOM NPUPO/IOM OBOT TyMOpa, JIOLIUM OZrOBOPOM Ha Tepamnwujy u
[10jaBOM pe3UCTEHTHUX NeJIMjCKUX KJIOHOBA, NMOCAeAHhUX IOJJMHA Cé UHTEH3UBHO HUCTPAXYjy
TepaneyTULU KOjU YTUYY Ha QYHKLMjY K/bYYHUX MoOJIeKysa Hajyelihe M3MeHeHUX MyTeBa
npeHoca CHUrHaja y rJjdobsactomMuma. Meby ®wHMa ce wu3[Bajajy MaJiM MOJIEKYJICKU
MHXUMOUTOPH, YMja Ce MPUMEHA UCIIUTYje Kao jeJHa O, CTpaTeruja 3a cy3bujamwe nporpecuje
ravo6JsacToMa M IpeBa3UjIaXKelhe HUXOBe pe3UCTeHIUje Ha CTaHAapJAHy Tepanujy.
Masiu MOJIEKYJICKU MHXUOUTOPH CIpeyaBajy aKTUBHOCT LIM/bHUX NPOTEUHA aJIOCTEPHOM
pery/iauujoM WM Be3MBakbeM 3a HbUXOBa aKTUBHA MecTa. BehrHa oBUX MoJieKyJia npunaja
rpyny KMHa3HUX MHXUOUTOpa. KhHAa3HM HHXUOUTOPU MOTY OUTHU CeJIEKTHBHU, OJJTHOCHO MOTY
Jla noceflyjy abuHUTET mpeMa crnendPUYHOM MOJIEKYJY M IIM/baHO HHXUOUPAjy HEroB
HUCXO/IHM CUTHAJIHU NYT, UM MOTY NpUIaJaTh FPyNu UHXMOUTOpPA KOjU Jesyjy Ha Behu 6poj
KuHa3a. bpojHe in vitro u in vivo ctyauje cy nokasaje ga uHXxu6uTopu PI3K/AKT/mTOR n
MAPK/JNK curHajHux nyTeBa Nocejyjy aHTUIJIMOMCKH IOTEHIMjas, KOjU Ce YTrJIaBHOM
MCIIoJbaBa KPO3 CMakbeme nposindepalnuje, NOKpeTawe amnonTo3e, peryaanujy ayrodaruje
WJIM cy30Ujarbe MaqurHe Tpancdopmanuje riauja henuja (Cheng u cap., 2012; Matsuda u cap.,
2012; Vo u cap., 2014; Rios-Marco u cap., 2015; Narayan u cap., 2017; Song u cap., 2019;
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Wu u cap. 2020). Heko/sIMKO KJIUHUYKHUX CTYJAHja KoOje Cy y TOKY HCIHUTYjy NOTeEHIHjas
unxuoutopa PI3K, AKT u mTOR kuHa3za fa cnpede pacT U npoJsudepanujy rjamob6aacToma,
O0UJIO y BHAY CaMOCTaJIHO MpUMeEH-eHe Tepamnuje (MOHOTepanuje) WM y KOMOUHALUjU ca
CTaHJapAHUM NpoToKoJIoM jedera (NCT05432518; NCT03673787).

Muxubunuja AKT kuHa3se je mpemo3HaTa Kao Moryhu npuctyn y 60p6u MpOTHUB
Masnuraux 6osiectd jep AKT ydyecTByje y OpojHHM nyTeBUMa IPeHOCA CUTHAJIa U peryJulie Ha
JleceTMHe U/bHUX MoJieKyJsa. CTora je 04eKMBaHO Jla UHXMOULUja OBe KMHa3e BUILIECTPYKO
yTUILIA OArOoBOp Ha (akKTope pacTa, MUHCYJUH U Jpyre BaHhesujcke M yHyTaphesujcke
CTUMyJIyCe yK/by4deHe VY TIpeXuB/baBame, pacT U Mpoaudepanujy TyMOpcKUX henuja
(Manning u Toker, 2017). AHTUTYMOpPCKHU IOTEeHLUjaJl CeJIeKTUBHUX MHXUbUTOpa AKT KuHaze
ce TeMe/bHO M3y4daBa. bpojHa cuHTeTnuyka (MK-2206, AZD5363, GSK690693, GDC-0068,
GSK2141795, GSK2110183, AT7867, CCT128930, BAY1125976, nepudo3uH, AKT nuuxudbutop
VIII, AKT1, AKT2-IN-1) u jefrimera NpUpOAHOT opekJa (6-cxoraoJi, xepbaleTUH, OpPUJOHHH)
KOja MHXWOMpAjy OBY KHMHA3y Cy CBOj aHTUTYMOPCKHU MOTeHLUjaJl N0Ka3aja Ha pa3/IMuuTUM
MoJieJiMMa MaJIMTHUTETa, a MHOra oJi bux (obesiexxeHa NOJBYYEHO) CY y TOKY NOCIe[HbHUX
15 roguHa 6usa nmpeaMeT KJAWMHUYKUX UCTpakMBamwa (Song u cap., 2019). bBes o63upa Ha
atpaktuBHOCT AKT KMHase kao MeTe 3a Tepamnujy MaiurHux 6osiectd, epektu 10-DEBC
xuapoxaopuaa, ATP-komnerutuBHor uHXxu6UTOopa AKT (Thimmaiah u cap., 2005), unak Hucy
JleTa/bHUje U3y4yaBaHU y hesinjCcKHUM, Kao HU y CJIOKEHUjUM MOJeJIMMa TyMopa. 3a pas3JIuKy oJ,
naxubutopa AKT, mnxubutopu JNK jomr Hucy yuuin y ¢asy KJIMHUUYKHUX HCTPAKUBaHA,
yIJIaBHOM 300T HENOCTOjama cielluGUIHMX UHXMOHUTOPA 3a pa3/inuuTe u30popMe OBe KUHA3€e
(Wu u cap., 2020). Hajyemthe ucnutuBanu uuxuo6utop JNK je ATP-koMneTUTUBHU HHXUOUTOP
SP600125 (Bennett u cap., 2001). AHTUTYMOpcku noTeHuujaa SP600125 je 3anakeH y
pa3JIMYUTHUM In vitro ¥ in vivo MoJeJnMa TyMopa: MaJIMCHUM hesnjaMa TUpPOUJIHE XKJe3[e,
Kesyua, niayha, npocrare, hesivjamMma opa/iHOT CKBaMO3HOT KapLMHOMa, X0JIaHTMOKapIMHOMa,
r11M06/1acTOMa, Kao U KceHorpadpTHMa XyMaHOr KapLMHOMa KOJIOHA Yy MHUILjUM MoOJenMa
(Jemaa u cap., 2012; Yu u cap., 2019; Wu u cap., 2020). [lopex SP600125, u gpyru AupeKTHHU
nxubutopu JNK kunHaze (AS601245, AS602801, [NK-IN-1, JNK-IN-8, BI-78D3, runzenosuf,
Rgl, 4-dnyopodenun wusokcazonu, XG-102) cy mno3HaTH MO CBOjUM aHTUTYMOPCKUM
cBojctBuMa (Wu u cap., 2020). HexxesbeHu edeKTH, Kao IITO CYy CUCTEMCKA TOKCHYHOCT U
MexaHM3aM NOBpaTHe CIpere KOjUM Ce aKTUBUPAjy NpoJudepaTUBHU CUTHAJHU NYTEBU Y
TYMOPCKHUM hesvjaMa, Ipe/icTaB/bajy IJlaBHE U3a30Be Ca KOjUMa Ce Cyo4aBajy UCTPaKUBamba
MaJlMX MOJIEKYJICKUX HMHXUOUTOpA MNPOTEMHCKUX KHWHAa3a Kao MOHOTepanuje MaJUTHUX
6osectu (Kaley u cap., 2019). Kao HauuH Ja ce oBH mpobJseMu MpeBa3uby, nmpeasaxe ce
npyUMeHa KMHAa3HUX UHXUOUTOpA 3aje/]HO Ca XeMHUOTepalujoM, TepalnujoM 3payerheM WU
JIpyrMM aHTUTYMOPCKUM areHcuMa.

1.4. OKCMJaTUBHHU CTPEC, MUTOXOH/PHUje U IVIMOMU: UMILIMKaLyje 3a HOBe CTpaTeruje
Jledyema

henujcka pefokc xoMeocTasa npejcTaB/ba JUHAMUYKY PaBHOTEXY u3Mehy peakuuja
oKcujalnyje U peAyKiivje, OJHOCHO MpOLEeC oJpKaBawa (PU3UOJIOLWIKOr 6asaHca u3Mebhy
OKCUJATUBHUX MOJIEKyJa W HUXOBOI eJMMUHHMCalkba TOKOM BpeMeHa (Salazar-Ramiro
u cap., 2016). Penokc nuHTepakuuje npeAcTaB/bajy /o ONTHMaJHOT helujckor MeTabou3Ma
Y 3aCHMBAjy Cce Ha IpeHOCy eJIeKTpoHa u3Mebhy Ba MoJieKyJia, IpY YeMy ce eKBUBAJIEHT KOjU
ryoy eJIeKTpOHe OKCH/Jlyje, a €KBUBAJIEHT KOjU HUX NpuUMa pexaykyje. OfpaBame peJoKC
XOMeoCTa3e je HEONXO/JHO 3a HOpMaJIHO QpYHKIMOHHUCalkhe aepoOHUX opraHusama. Kako 6u
OJp>Ka/ld CTAaOWJIHO peJIOKC CTale, aepoOHU OpraHW3MHM KOPHUCTe AHTUOKCUJATHUBHE
eH3UMe MNonyT cynepokcuj aucmyrtase (SOD), kaTanasze W TJyTaTUOH NepOKCUJa3e HJIU
cucteMe 3a JeTokcubukauujy PBK kao mTOo Ccy mnepokcUpeloOKCHH, THOPEAOKCHUH U
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IJIyTaTUOH /TIyTapelOKCUH CUCTEMU. YKOJIMKO Ce [ileCU Aa KOJMYMHA OKCcuJaHaTa y henuju
npeBa3ube kKamayuTeTe aHTUOKCUJATUBHUX CHCTeEMa 3a HUXOBY HeyTpasusalujy, AoJa3u
Jl0 OKCUJATUBHOT cTpeca. OKCHAATUBHM CTpeC Ipe/cTaB/ba CTame y KOMe je peloKC
paBHOTEXa HapylleHa Yy CMepy NMPEeKOMEpPHOI CTBapama OKCHUAATUBHUX MOJIEKYJIA, e[,
HeMoryhHocTH hesyje 1a UX IpaBOBpeMEHO HeyTpasvlle U eJIJMMUHUILE. [JIaBHU MeiUjaToOpU
OKCUJIaTUBHOT CTpeca Cy peaKTHBHe BpcTe KuceoHuka (PBK), meTabosuTu Koju Hacrtajy
peAyKuujoM MoJseKyJapHor kuceoHuka (0O2). PeakTUBHMM BpcTamMa KHCEOHMKA NMpPUNAZAjy
C10060HU pajiIuKav — CyNePOKCUIHU aHjoH pajaukas (02-) u xuapokcua pagukan (*OH) u
HepaJuKaJICKu 06auLu — BogoHUK nepokcuf (H202) u cunrietHu kuceoHuk (102) (Sies u
Jones, 2020). Hecnapenu BajieHTHHU eJsieKTpoH 4uMHM PBK, a moce6HO pajukajicke 06JIMKe,
BeoMa peaKTUBHMM U oMoryhaBa MM Ja OKCUAYjy Apyre MoJiekyse y henuju. ¥ cramy
OKCUJIATUBHOI CTpeca, CXOJHO pasjiMKaMa y AYXKWHU MOJY>KUBOTA, CTAOMJIHOCTH, CTENeHy
XeMUjCKe PeaKTUBHOCTHM Kao M MeCTy HHUXOBOI HacTaHka, PBK mory uHTeparoBaTtu u
M3MEHUTH OHOJIOLIKE MakpoMoJsekyse kao mrto cy JHK, sunuau um nporeuHu. PBK y
NpoTeMHUMa Hajyelihe W3a3MBajy NpOMeHe UCTEUHCKUX THOoJ rpyna (SH rpyne) u y3pokyjy
HemnoBpaTHa owTehewa hequjckux U NPOTEMHCKUX CTPYKTYpa U GyHKIIHMja.

Y ¢usnonomkum ycinosruma, PBK ce koHTMHYyHpaHo npousBoze y npouecy henujcke
pecnupanuje ¥ y4eCcTBYjy Yy peryjaauuju O6pojHux ¢U3HOJIOLIKUX Mpoleca U OoAroBopa
henuje Ha yTtuuaje u3 Banhesnujcke cpenvHe. TOKOM OKCUAATUBHOT MeTabo/M3Ma JIMIK/A,
aMHHOKHMCeJIMHA U IJIyKo3e ocso06ahajy ce e1leKTpOHU KOjH Cce MyTeM eJIeKTPOH-TPAaHCIOPTHOT
(pecnupaTopHOr) JaHIA Ha YHYTpalllkboj MeMOpaHM MUTOXOHApHja mnpeHoce A0 Oq.
PecnnupaTopHU /n1aHal je OpraHU30BaH y 4eTUPU KoMisiekca (komiuiekc [-1V). Tok enekTpoHa
KpO3 JlaHal| yCJI0BJ/baBa pPeAYKLHjy NPOTEMHCKUX CyNCTpaTa OBUX KOMILJeKca, npaheHy
ocsobahameM npoToHa y MehyMeMOpaHCKU IPOCTOP MUTOXOHApHUja. Ha Taj HauuH ce cTBapa
eJIeKTPOXEeMHUjCKU TNPOTOHCKKW TpaZUjeHT ca JBe CTpaHe yHyTpalllkbe MHUTOXOHJApPHjCKe
MeMOpaHe, HeonxoJaH 3a ¢yHKUHOHUCawe ATP-cuHTasze (kommiekc V) Koja BpIUH
bocdopunauujy ageHosun-gudocdara (ADP) y agenosun-tpudocdar (ATP). Hako je cuctem
pecnypaTOpHOT JiIaHLla OPraHrW30BaH TaKo /ia je IPOTOK eJIeKTPOHA YCMEPEH U [Jia CY HbHUXOBe
criope/jHe UHTepakKIiyje orpaHUYyeHe, JielllaBa ce Jla eJIeKTPOHU CKpPEeHY ca OBOT MyTa yCJes
II0CTOjala jaKor eJIEKTPOXEMUjCKOI TPaJjUjeHTa KOjU yTUYe Ha KpeTamwe joHa Y YHYTPaLIH:0j
MeMOpaHU MUTOXOHJpHja. EsekTpoHu ce Kpehy cekBeHLMjaJHO, ca jeJHOT KOMILJIeKca Ha
JIpyTY, Te NMpoJIa3HO Kallkbele Y TOM MPOTOKY M3a3MBa 3aCTOj €JIeKTPOHA Ha MPEeTXO0JHUM
KOMILJIEKCHMMa, ycie[, yera oHu Mory pearoBatu ca Oz u ctBoputu O2-. Cynepokcuj, Koju ce
CTBapa TOKOM hesvjckor MetabosiM3Ma Moxke 6UTH mnpeTBopeH y H202 uaum gapyre PBK.
MuToxoHzpuje, Jakje, NpeACcTaB/bajy AOMHUHAHTaH U3BOp yHyTaphenujckux PBK koje
ocpeayjy y peTporpaJiHoj CMTHa/IM3alUju U peryJanuju 6pojHUX yHyTaphesnjcKux npoleca.

3a pasJiMKy o/ Heu3MemeHHX, MaJurHe henamje vMajy noBuilleH HUBO €HJOTEHUX
OKCHUJATUBHUX MOJIEKYJIA yCJe[| TojadaHe MeTabo/IMuYKe aKTUBHOCTH U TO NIPe/CTaB/ba jeTHO
O/l TJIaBHUX obeJiexja nporpecuje Tymopa. OKCUIATUBHO OKpY»KeHe, OCUM IITO JONPUHOCH
yHyTapheJsiMjCKOj CUTHa/IM3alUju U OpKaBakby MaJIUTHUX KapaKTepUCTUKA, MOXe U3a3BaTU
omwitehewa henuja ykonuko gohe o npexkomepHor Hakymbawa PBK (Liu u Wang 2015).
[IpousBoawa Benukux kKoavuuHa PBK y manurnum hesnujama ctBapa oapebeHy BpcTy
ceJIeKTUBHOI IPUTHCKA Koju oBe hesuje npeBa3u/a3e pa3BojeM epUKAaCHUX MexaHM3aMa 3a
IbUXOBY JIeTOKCUKaLUjy. To UX yjeZJHO YMHY BUCOKO 3aBUCHUM 0/] CUCTEMA aHTUOKCUIaTUBHE
3alUTUTE U Mambe OTIOPHUM Ha JoAaTHo noBehamwe kosuuumHe PBK y onHocy Ha 37pase,
MaJIMTHO HeusMemweHe hesuje. 36or Beh nocrtojeher aucbanaHca pefokc cucreMa, npaheHor
noBuiieHUM HUBooM PBK, TyMopcke henuje cy 6smxe npary oceT/bMBOCTH Ha OKCU/AATUBHU
cTpec 300T yera Ccy oceT/bMBHje Ha ersoreHe NnpooKCHAATUBHe areHce. OBo npeJcTaB/ba
TyMOp-cnelMPUYHy NPOMeHy Koja Mpy»a IIAaHCYy 3a CeJIeKTUBHO LiM/balbe MaJUTHUX hesuja
er3oreH’M areHcrMMa Koju nojayaBajy cTBapawe PBK, c 063upoM Ha ToO Aia cy Makbe OTHOpHE
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0/l HeM3MemweHHUX hesivja Ha NpoOMeHe peloKC XOMeocTase. ¥3 TO, ABOCMepHa Be3a HU3Mehy
OKCUJATUBHOT CTpeca U MUTOXOH/IPH]a, KOja ce orjie/ia y ToMe J1a OKCUAATUBHU CTPeC MOXe
M3a3BaTH olTehera MUTOXOH/IpUja U HA Taj HAYMH MOPEMETUTHU HUXOBY QYHKIIHjY, Te Ja CY
JUCPYHKIMOHA/THE MUTOXOHJpPHje TIJIaBHU H3BOPHU OKCHUAATUBHOI CTpeca y MaJIUTHUM
hesnjama, npejcTaB/ba MOrOAHO LU/BHO MECTO 3 [leJIOBalbe TepaleyTHKa Koju 61 J0aTHO
HapyUIMUJU PeJOKC XoMeocTady U QYHKLHM]y MUTOXOHApHUja. OBe opraHesie mpejCTaB/bajy
NOTEHLMja/IHO BaXKHE TepalujcKe MeTe U Y CJy4ajy IJiMobJiacToma.

['1no6sacToMM, Kao ¥ APYru COJUAHU TYMOPH, YIJIaBHOM KOPUCTEe TJIMKOJIU3Y Kao
JIOMHUHAHTaH MeTaboJIMYKHU NYT, 3a pa3JIMKy 0/, MaJIUTHO HEU3MeEeHUX heslvja Koje eHeprujy
06e36ehyjy nponecom okcupatuBHe ¢ochopuianuje (Elstrom u cap. 2004). Mebhytum,
hesnuje rivoma cy, nopej, r/IMKOJATAYKOL NYyTa, 3aZpKajie U aKTUBHOCT MUTOXOH/PUjCKUX
610XeMUjCKUX Mpolieca moMohy Kojux 3a/10B0J/baBajy CBoje eHepreTcke NoTpebe. 3axBasbyjyhu
OBaKBOj MeTabOJIMYKOj JAUXOTOMHjH, TJMOOJACTOMU JIAKO MpeBa3usale OUOeHepreTcKa
orpaHUYema W npusarohaBajy ce ycioBuMa MukpocpeguHe (Marin-Valencia u cap, 2012).
[TocTojawe cybnonysianuja henuja ca pa3auyuTUM MeTab0MYKKUM NpodUIMMa IOBE3AHO je ca
pa3/IMYMTUM obpacuMMa pacTa U NpexuBJ/baBawa IJIM00JacTOMa M NpeJACTaB/ba jeflaH Of,
TeMeJsba 3a Pa3BOj pe3UCTEHIMje Ha Tepanujy U TOTOBO HEU30EKHO peluUBUpPake OBUX
TyMopa. MeTabo/iMyKa CJAMKa pelUJMBHUX IJM0o6GJacTOMa MpekJjamna ce ca ocobuHama
hesnujckux cybnomnysanuja Koje crnopo mnpoJsndepully, pe3uCTEHTHe Cy Ha Tepanujy U
MMajy HU3paKeHy CIOCOOHOCT MUTrpalydje U WHBa3Wje y OKOoJHU mnapeHxuM. OBe hesuje
byHKIMOHAJIHO U (EHOTHUIICKM OJAroBapajy TYyMOPCKMM cTeM hesdjaMa, a Kao H3BOD
eHepruje KoOpucTe MUTOXOH/IpUje, OAHOCHO OKCUJALMjy MAaCHUX KUCEJUHA U OKCHUJIATUBHY
docdopunaumjy. 3a passuky oJi wbHUX, 6p3onponudepuniyhe henuvje Kopucrte raUKOJIU3Y
Kao JOMMHAHTaH MeTaboJMYKM NMyT U MOroJHUje Cy 3a JleJIOBalke KOHBEHLIMOHATHUX
TepaneyTuka. Kajia riykosa HUje JOCTyIHA, IJIM06J1acTOMCKe hesivje 3aBUCHE 0/l TJIMKOJIM3e
npeBa3usa3e OMOEHEPTeTCKU CTPEC TaKOo LITO 06e36elyjy eHeprujy 3a pacT U NpeXUB/baBate
aHTaXKoBalkbeM MHUTOXOH/PUjCKUX 6uoxeMHUjckux nyTteBa (Griguer u Oliva, 2011). [lojauaHa
eKCIpecHja reHa Koju KOJUpajy NpoTernHe YK/bydeHe y nmpoliec okcugaTuBHe pocopuianuje
y PeuUAuBHUM TIJM00JaCTOMMMA, Kao M IOBE3aHOCT XeMOpe3UCTEeHLUje ca IMojayaHOM
aKTUBHOCTU MHUTOXOH/IpHja yKa3yjy Aa cy, udMeby ocTajior, MUTOXOHApHje 3aCayKHe 3a
Heyclex Tepanuje riaunobactoma (Oliva u cap., 2011; Wolf, 2014; Hoang-Minh u cap., 2018).
36or Tora OW OBe opraHesje MorJie OUTH NOrojJHe MeTe MNOTeHLHjaJHO ePUKACHUX
AHTUIJIMOOJIACTOMCKUX areHaca. Pa3Boj pefiloKC-aKTUBHUX CYINCTAaHIM Koje OU IIUJ/baHO
HapyliuJje UHTErpUTeT U PYHKIMjy MUTOXOH/pUja ¥ TYMOPCKUM hesijaMa npeno3Har je Kao
obehaBajyha cTpaTteruja y 60pbu NOpOTHUB MaJUrHUX OosiecTu. MehyTum, npobsem
CEeJIEKTUBHOCTU TMOTEHIHMja/JHUX AaHTUTYMOPCKUX areHaca IHpeMa MHUTOXOHJpHjaMa
MaJIMTHO TpaHcopMucaHux hesuja jou yBek HUje mpeBa3ubeH, 360r yera HeMa 3Ha4ajHOT
HampeTKa Ha OBOM I10JbY.

1.5. MeHagANOH, aCKOPOGUHCKA KHCEJIMHA U BbUX0BA PeAOKC-aKTHBHA KOMOUHALUja

MenaauoH (M/), no3HaT ¥ Kao BUTaMUH K3, je CMHTETHYKM AepuBaT HAaQTOXMHOHA
M3y3eTHO BHUCOKe OHOJIOLIKE AaKTUBHOCTU KOjU Ce, 3ajelHO ca MPUPOJHHUM OOJIUMLIUMA
(ButamuH Ki u BuTamMuH K2), cBpcTaBa y KJacy JIMIOCOJYOUJHUX je/ijibetha O3HAYEHUX
3ajeJHUYKUM TeHepUyKUM HuMeHOM — BUTaMUMHU K. OBa jegumerwma HUMajy CTPYKTYpYy
1,4-HadTOXMHOHA ca MeTUJ I'PYIIOM Ha MO3HUIMjU 2, a PA3JIMKYjy ce peMa G0YHUM JIaHIIMMa
Ha yI/b€HUKY Ha no3unuju 3: ¢unoxuHoH (K1, uToMeHaJMOH) UMa TPU caTypUCaHe U je[JHy
HecaTypHUCaHy U30NPEHOUHY TPyIly Y TpaHC KOHPUrypauuju; MeHaxuHoH (Kz) cagpxu on
jenHe 10 TPUHAECT HecaTypHUCaHUX U30NPEHOUJHUX OCTaTaKa, Ha OCHOBY yera ce obesiexaBa
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o3Hakama MK-4 o MK-13, nok meHazuoH (K3) HeMa 604HU J1aHall y CBOjoj CTpyKTypH (Popa u
cap., 2021; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Vitamin-K) (Cxema 2).

MeHazyoH y opraHu3My NocTaje 6MOJIOIKY aKTUBAH TAaKO LITO Ce HAKOH alcopnuuje
MeTabosivile 10 MeHaxWHOHa (MK-4) y eHZjon/Ia3MaTUYHOM PETUKYJIYMy, y peaKLUju KOjy
kaTanu3syje eHsuM UBIAD1 (enrn. UbiA prenyltransferase domain-containing protein 1)
(Nakagawa u cap., 2010). Ca gpyre cTpaHe, TOKOM MHTECTHHAJIHe ancopniuje GUI0XUHOHA,
IpUMapHOr [ujeTeTCKOr Hu3Bopa BHUTaMMHa K, Kao NpousBoj meroBe MeTaboJIMYKe
KoHBep3uje Hactaje M/ (Hirota u cap. 2013). EBponcka areHnuja 3a 6e36eJHOCT XpaHe je
JedrHHMCaNa afleKBaTHe Jl03e JHeBHOI YHOCA IPUPOJHUX 00/1MKa BUTaMuHa K (dunoxmuHoHa
Y MeHaXWHOHA), a 10 Ca/ia HUCY 3abeJie’kxeHW HUKAaKBU IITeTHU eQpeKTH I0Be3aHU Ca b UXOBUM
KOH3YMHMpameM IyTeM XpaHe WJIU CyllJleMeHaTa KOJ JbyJH U KUBOTHUHA. Ca Jipyre cTpaHe,
MAKO JleJiyje Kao NpeKypcop BUTaMUHa K, MeHalMOH ce He KOPUCTH Kao CyIlJIEMEHT Y JbY/|CKOj
HonyJalujy, A0K cy ¢opTUPUKalMja CTOYHE XpaHe MeHaJMOHOM M HeroBa ynorpeba Kao
CyllJleMeHTa y BeTepUHHU YecTe.

CBe Behu 6poj cTtyauja ykasyje Ha To jnAa je M/l pmob6ap KaHAMJAT 3a pPas3Boj
AaHTUTYMOPCKe Tepamnuje, ¢ 063MpoM Ha TO Ja Nocejyje LUTOCTATUYKO U LIUTOTOKCHUYHO
JlejcTBO. YONLITEHO, OCHOBY aHTUTYMOPCKe npupoje M/| Y4MHY beroBa CoCOOHOCT /1a U3a30Be
OKCHUJATUBHU CTPEC UJIU Jla Ce KOBaJIEeHTHO BeXe 3a aMUHe U TuoJe y henujama (Klotz u cap.,,
2014). Jenumwemwa ca XMHOHCKOM CTPYKTYpOM ce y hesinju MeTaboJivily peayKiiMjoM nmoMohy
jelHOT UJIM JBa eJieKTpoHa. Penykuujy xvuHoHa, y3 yrpouiak NADH uau NADPH, katanusyje
HEKOJIMKO pa3/inyuTUX eH3uMa (Cxema 2).

JEATHOEJIEKTPOHCKH PEAOKC THKJTYC ABOEJIEKTPOHCKH PEJOKC ITHUKJIYC
MEHA/IHOHA ITIOCPE/IOBAH EH3UMHUMA MEHAJHOHA
o

. SOD

O‘ 0, MEHa,uHOH 0} — H,0,
Cyb5R3 CH -
CYP450 OH
OKCHAOPeAYKTasa NAD(P)H
THOPE0KCHH O ( s
penykTasza .
0, — H,0, NQO1
CH,

0 CeMHUXHHOH
J >
Meraon NAD(P)+ | CH, OO cH,
* ll
1 NQO1 OH Cnonmaua
OH MeHaguon oxcudayuja
. SOD

l I CH, 0, — H,0,

OH
MenaguoJ

Cxema 2. Pe JOKC IUK/IyCH MEHAJUOHA TOKOM Kojux ce npoussoae 02~ u H202. Cyb5R3—nuToxpom
b5 oxcupopeaykrtasa; CYP450 — uutoxpom P450 okcupopenykrtasza; NQO1 — NAD(P)H-zaBucha
XUHOH oKcupopeaykrasza 1; SOD — cymepokcup aucmyrtasa. [Ipeyseto U MoJudHUKOBaHO Mpema
Bakalova u cap., 2020.
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[utoxpom P450 okcujopeaykrasa, nutoxpoMm b5 okcugopeaykraza (Cyb5R3) u
THUOPEJOKCHH pelyKTa3a KaTaau3yjy jeJHOeJeKTPOHCKY PeAYKIMjy XUHOHA J10 oAroBapajyher
CEMUXMHOHCKOT pajuKasa. CEeMUXHUHOHCKHU paJiMKaJl je HecTabuJaH U Jja/be Ce, y3 CTBapame
02-, MOXXe pelyKOBaTH 0 XUJPOXUHOHA (MeHaM0J1) UJIH Ce Y3 peAyKI U]y KuceoHHUKa 0 02~
CIIOHTAHO OKCHAyje 10 XWHOHA. CyepOKCUAHU aHjOH KOjU ce CTBapa TOKOM peJlOKC LIMKJIyca
XUHOHa ce Moxe npeBecTd y H202 u Oz aktuBHowhy SOD, unu genom moxe yhu y peakuuje
KaTa/lM30BaHe MeTajJiMMa U Aabe popMupaTu Besiuke konuruHe PBK. Takobe, M/l ce momohy
JiBa eJIEKTpOHa MOXe peAyKOBaTH JUPEKTHO [0 XUAPOXWHOHA, Y jeJHOCTENEeHO0j peaKLUjH
BoheHoj eHsumom NQO1 (NAD(P)H-3aBucHa xMHOH okcugopeaykTasa 1). OBa peakuuja
omoryhaBa fa XuZJpoxuHOH yhe y cienehy ¢asy metabosn3ma 6e3 cTBapawa 02, yuMe ce
nocrneulyje weroBa ejJMMHUHalLMja, a CaMUM THM UM JeTOKCHMKaluja hesnuja. U mopen Tora
IITO Ce TOKOM OBe peakLuje He cTBapa 02, 0Ba jejubea Ce MOT'Y CHOHTAaHO OKCU/I0BAaTH U
dbopmupatu ceMuxuHoHcKkU pagukaa U 02~ (Klotz u cap., 2014). [lakne, NQO1 uma npo- u
AHTUOKCHUATUBHY yJIOTY, @ aKTUBHOCT OBOT €H3MMa je IojayaHa y pas/IMiuTUM TyMOpHUMa
(Oh u Park, 2015; Zhang u cap. 2018). CTora, YKOJMKO KamauUTeT peAoKC Lukayca M/l
Ha/BJaJla KalauuTeTe eH3MMa 3a JeTOKCUKaLMjy, [0J1a3u [0 OKCUJATUBHOI CTpeca U
vpeBep3uOUIHUX olTehewa henujckux 6mMomMosiekysna. MeHaZjMOH W3a3uBa OKCUAATUBHU
CTpec y LMTOCOJIy U Y MaTPUKCYy MUTOXOH/IpHja, ycie[ yera f0Ja3u Ao omrehewa u rybuTka
NoTeHlMja/la MeMbpaHe MUTOXOHAPHUja, cMambewa 3aiuxa NADP, ATP u rayratuona (GSH),
owtehewa JIHK u okcuganuje cyndxuapuaHux rpynay nporenHuMa qutockesneta (Malorni u
cap., 1993; Loor u cap., 2010). CMamweme 3anuxa GSH v npoTenHa ca cy1GxXupUIHUM rpynamMa
jaBJba ce W Kao MocJje[ulia apuianyje Tvosa y heavjama, ITo je Jpyrd MeXaHW3aM TOKCUYHOT
nejctea M/I. Tpoluiewe riyTaTUOHA Y3POKYyje alKUaaldjy hequjckux MakpoMoJieKyJia yeaes,
yera Jiosia3u [0 kbuxoBe JeakTuBanuje (Calderon u cap., 2008).

Be3nBaweM 3a UCTEUMH Yy KaTaJWTUYKUM AoMeHUMa, M/l nHxubupa eH3uMe Mehy
KOjUMa Ce UCTHUYYy NPOTEHH KMHa3e U pocdaTase yK/bydeHe y peryJaiujy heaujckor nukiayca
(Wu u Sun, 1999). Ha Taj HauuH M/] uHxubupa pact u nposaudepanujy TyMopckux hesnuja.
Takohe, M/l moxe fa npobe Kpo3 cnospallikby YW yHYTpallkby MeMOpaHy MUTOXOHJpHja U
cnepuduuHo nuxubupa JHK nonnmepasy y, 6e3 yruuaja Ha gpyre JAHK nosnmepase (Sasaki u
cap., 2008). OBaj eH3UM yuyecTByje y pelJIMKallUjh, pEKOMOUHALUjK U NonpaBLu oliTehewa
mutoxoH pujcke JHK. [lo3naTo je ga mytauuje y mutoxonzapujckoj JJHK u mopemehena
CUHTe3a NpOTeHWHA Koje OHa Kojaupa AoBoze Ao noBehaHe npousBoamwe O2-. OBo je BeoMa
Ba)KHO, C 0063MpPOM Ha YyJOTY MUTOXOH/JpHja y MeTabOJMYKOM penporpaMupamy TyMopa
(rmuo6sacToma), moce6HO MMajyhu y Buay nAa je BehumHa mnpoTerdHa Koju ¢GopMHUpajy
pecnyMpaTOpHU JiaHal, KOAYMpaHa MUTOXOH/JAPHjCKUM TeHOMOM. Joll jejHa ClequdUIHOCT
noBe3dyje M/l ca MUTOXOH/[pUjaMa, a TO je pPeJOKC LMUKJIYC MeHaJHOH/MeHaJuOoJ KOju ce
JemaBa usMehy NQO1 u komniekca Il Ha yHyTpalikb0j MUTOXOH/IPUjCKOj MEMOPaHU U I0BOAU
o koHBep3suje MeHaguosa y M/l (Chan u cap. 2002). Jlogatuu M/l koju ce cTBapa y
MUTOXOH/IpUjaMa Moxe NojJiehy jeIHOeJeKTPOHCKOj peAyKIMjU U Ha Taj HAYMH IojadyaTH
ctBapame PBK. C 063upoM Ha To Jjla MasiurHe hesuje 360r CBOjUX €eHEPreTCKUX OTpeba UMajy
Behn O6poj MUTOXOHJpHja y oJHOCy Ha 34paBe henwuje, ytunaj M/l Ha ekcnpecujy
MUTOXOH/IPUjCKUX IreHa U cTBapake PBK ce HaBoau Kao jesjaH o4 MexaHU3aMa CeJIeKTUBHOCTHU
M/] npema MmasiurHo TpaHcpopmucanum henujama (Sasaki u cap., 2008; Bakalova u cap., 2020).

AuTuTyMOpcku edexkaT M/ nokasaH je y OpoOjHUM CTyAujama ypaheHUM Ha
pas3/M4uTUM hesMjcKUM JIMHMjaMa TyMmopa, Mehy KojuMma cy u ruavob6sactomu. [lopeg
aHTUNPOJIMPEepPaTUBHOT [J1€jCTBA, ONIMCAHU Cy U Pa3JIMYUTH TUIIOBU CMPTHU MaJIMTHUX hesnja:
Kacna3Ho-3aBHUCHA U Kacla3HO-He3aBHCHA alollT03a, HEKPONTo3a M hesMjcka CMPT CIMYHA
Hekpo3u (Osada u cap., 2008; Akiyoshi u cap., 2009; Fukui u cap., 2012; Kim u cap., 2014;
Wiraswati u cap., 2016; Bozi¢ u cap., 2019; Majiene u cap., 2019). Oxpabpyjyhu pesyatatu
JlobvjeHH Ha hesnjckUM MoJeMMa MOACTAKJIU Cy HEKOJIUKO in vivo ctyfuja. Y npBoj ¢pasu
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KJIMHAYKUX MCTPaXKMBama je nokasaHo Aa je M/l nobpo ToJsieprcaH U [ia Cy KOHLeHTpaluje
Koje cy 6usie ebuKacHe y in vitro cucTeMuMa KJIUHUYKHU J0CTHXHe U ocTBapuBe (Chlebowski
u cap., 1985; Lim u cap., 2005). Ha ocHOBY cMHeprucTuyke UTOTOKCUMYHOCTU M/] u fpyrux
MOTEHIUjaIHUX AaHTUTYMOPCKUX JIEKOBA, IMOKa3aHe in Vitro W in vivo, CipoBeJeHe Cy U
KJIMHUYKE CTyJHje Koje Cy HUCIUTHBaje ynoTtpeby M/l kao ajjyBaHca WJM KO-afjjyBaHca
JIpyTMM XeMHUOTepalUjCcKUM areHcuMa WJId 3padewmy. Mehy wuMa ce moce6GHO HcCTaka
koMmbuHanyja M/l u ackopb6uHcke kucesnuHe (Chlebowski u cap., 1985; Tetef u cap., 1995;
Tareen u cap., 2008).

AckopouHcka kuceauHa (AK), nosHatuja kao BuUTaMHUH 1, je eceHuujaJHU
MUKPOHYTPHjEHT KOjU UMa U3y3eTHO BaXKHY yJIOTY Y BEJMKOM Opojy OMOJIOLIKUX Ipoleca.
HasuB ackopbuHCcKa KrMcesMHa noTuue o yjore AK y cMHTe3U KoJslareHa, a TUMe U IpeBeHLUjU
CKOpOyTa KOjU ce jaB/ba Kao nocjaejuua werosor aedpunura. Kako ce panuje cMaTpaJsio jaa je
aHTUCKOPOYTHU (PaKTOp BUTAMHUH, Ha3uB BUTaMUH Ll ce 3agpxkao fo gaHac. OpraHusam
4yoBeKa, Kao W JAPYrux MnpuMaTra, MOPCKOT MpaceTa U HEKHWX BpCTa CJENUX MUIIeBa, HeMa
crnocob6HocT de novo cuHTe3e AK 36or HemocTaTka L-rysioHo-1,4-1aKTOH OKCHUJZA3€e, eH3UMa
KOju KaTaJsiu3yje nocjaeamwu kopak y 6uocunTesr AK. 36or Tora je Heonxo/iaH yHOC AK nyTem
XpaHe WIW y BUAY CyIlJIEMEHATa, a BpcTe Koje He cuHTeTully AK cy pa3Busie epukacHe
MexaHHU3Me 3a HeHYy alCopILUjy U PeLUKIUpakbe.

AckopOUHCKa KHCeJMHA TMpuUNaja TpPyNUu XUAPOCOAYOUJHUX BUTAaMHUHA U Y
OpraHM3My Ce HaJjla3d y JiBa XeMHUjcKa 00JiMKa: pelykoBaHOM (L-ackopO6MHCKa KUCeJMHA U
weH joH L-ackopbaTt) u okcugoBaHoM (L-mexupoackopOUMHCKa KHUCeJMHA U HeH jOoH
L-nexuapoackop6at). AxktuBHa ¢opMma AK je ackopbar (Cxema 3), jak peaykyjyhu
areHc, JOHOp eJeKTpOHa €eH3MMMMa M Y peakliyjaMa HeyTpajucama CJI0004HUX
pasukana. OkcupanMjoM ackopbara jeJHUM eJIeKTPOHOM CTBapa Ce pesJaTUBHO CTabuJIaH,
cn1abo peaKTHMBHM ackopbus pagvkan (mo3HaT U Kao MOHOJAEXUJpoacKopbaT uJIu
ceMujiexuapoackop6at). [y6uTKOM joll jeAHOT eJIeKTPOHA, aCKOPOHJI paJIuKaJl Ce OKCHAYje A0
nexuapoackopbarta (DHA). YuyTtap henuje ce DHA 6p3o peaykyje no AK, yume ce cnpedaBa
noBpatak y BaHhesujcky cpeauHy u omoryhaBa akyMmyJanuja ackopbaTa CyNnpoOTHO
KOHLEHTPAllMOHOM TIpajiijeHTy. ACKOpOMHCKa KHCeJMHA yJaa3u y henunje mnomohy
KoTpaHcnopTepa 3aBUcHUX oA HaTpujyma (SVCT1 u SVCT2Z; enra. sodium-dependent vitamin C
transporter), pok DHA ynasu y hesnuje osakmaHoM [JgudysujoM, NyTeM TIJIYKO3HUX
TpadHcnotepa (GLUT1 u GLUT3). [loka3aHo je ma BehuHa TumnoBa henuja, yk/bydyyjyhu u
MasnurHe henuje, sjoMmuHaHTHO npey3uma AK us Banhesnujcke cpepune y 06auky DHA koju ce
3aTuM y yHyTaphesujckoj cpeguHu kKoHBepTyje y AK (May, 2012; Ngo u cap., 2019). C 063upom
Ha TO, MOXe Ce CMaTpaTH Jia npouecy Koju aosoje Ao okcuganuje AK y DHA y henujckom
oKpykewy $paBopusyjy yHoc U akymysauujy AK y henujama. Takohe, peaykuuja DHA y AK
npe/icTaB/ba BaXKaH KOPaK y O/ip:KaBamwy CTabUJIHUX KoHUeHTpauuja AK y henuju, moce6Ho y
yCJI0BUMa OKCUJATUBHOI CTpPeca, MPUJIMKOM KOjUX BeJIMKEe KOJMYMHE CJ000JHUX pajiuKasia
JI0BO/JIe J10 CMak-etba YHyTaphesujcKor Aenoa peiykoBaHor o6suka AK.

®dusuosomke ysore AK y BesMKOj Mepu 3aBUCE 0, HEHOT OKCHU/0-PeAYKIIMOHOT
kanaguTteTta. AK umMa kopaKkTOpCKy yJiory y eH3MMCKUMM peakiujama, oMmoryhasa ancopnuujy
rBokha y racTpOMHTECTUHAJIHOM TPAKTYy, Mpy»ka hesMjaMa aHTHUOKCUJATUBHY 3alITUTY Ay
MOXKe HMaTH W MPOOKCUAATHUBHO JiejcTBO. Y opraHusMmy cucapa, AK je y HajBehoj
KOHLIEHTpAIUju NPUCYTHA Yy HEPBHOM TKHBY, TZile y4ecTByje y mnpoiecuMa ¢popMupama
MUjesIMHa, udepeHIUjallujyu U ca3peBaby HEYPOHA, KA0 U y MOJyJIallMju HEYPOTPAHCMHUCH]e
(Huang u cap., 2001; May, 2012). Kao BaxkaH MejujaTop aHTHOKCUJAaTUBHe 3awmTuTe, AK
JIOIPUHOCH OJp>KaBarby HUHTErpuTeTa OMOMOJIEKyJa W TE€HOMCKEe CTAOMJIHOCTH 3/paBUX
henuja, a Takohe cmamyje ciopefiHe edpeKkTe xeMHUOTepaneyTUKa U Ha Taj HAYMUH JOIPHUHOCU
Tepanuju MaJUTrHUX 00JIeCTH y HOorJeay noboJsbllaba KBAaJUTETA U NMPOAY)KaBaka KUBOTA
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nauujeHata. Mehytum, AK Moxxe uMMaTU M NPOOKCUAATHUBHO /JejcTBO. WHTpaBeHCKOM
aIMMHUCTpAIMjoM BHUCOKHX 033, AK Moxe pgoctuhu ¢apMakoJIOMIKy KOHIEHTpAIHUjy
(15 mM) koja je A0 cTo myTa BUIlA Y OJHOCY Ha GpU3UOJIOLIKE BPEJHOCTH KOje Ce MOCTUXKY
opanuuM yHocoMm AK (Padayatty u cap., 2004). Kaga je npucyTHa y BUCOKOj KOHILIEHTPALUjH,
AK Moxe fa MHTeparyje ca nnpesja3HUM MeTajJMMa YUjU Cy HUBOW peJIaTUBHO HUCKH, yCe[,
yera ce nokpehe HU3 peakiuyja npahenux npousBoAwoM PBK. Peaykuujom ciob6ogHuX joHa
reoxkha u 6akpa y ¢epo (Fe2+) u kynpo (Cu*) o6uk, AK ce okcuzyje A0 acKop6u pagrkaa.
PenykoBanu Fe2Z*/Cu* pearyjy ca kuceoHUKoM, cTBapajyhu 02~ koju 3aje/JHO ca BOJJOHUKOM
aucMmyTtanujoM npesasu y H202. BogoHuk nepokcup aasbe pearyje ca Fe2*/Cu* 1 cTBapa BUCOKO
peaKTUBHU XWUJPOKCUJ paZMKal U XUJPOKCUJIHU aHjoH (Pawlowska u cap. 2019). Onu
HapyllaBajy peJloKkC XOMeOoCTasy, Ha 1lITa Cy 1I0CeOHO oceT/bUBe MaJUrHe henuje.

BpojHe in vitro u in vivo ctyauje cy nokasaze ga AK y papMakosiolmikuM go3ama uMa
AaHTUTYMOPCKM MoTeHUMjaJ. Kao MexaHHW3aM LMTOTOKCUYHOCTH ce Hajuyelthe HaBOAU
npousBoamwa H202 u apyrux PBK koje foBoje 0 OKCUAATUBHOT CTpeca y MaJUTHUM, Oe3
HaHOlIeHa LITeTe 3/JpaBUM, MaJIUTHO HeM3MeweHUM hesnjama (Chen u cap., 2008; Takemura
u cap., 2010; Baek u cap., 2016; Roa u cap., 2020). AHTUTYMOpCKe KapakTepucTtuke AK Hucy
OTpaHMYeHe CaMO Ha HEHO NPOOKCUAATUBHO JejcTBo. [lo3Hato je ma AK wuHxubupa
XUjaJlypoHHAa3e, eH3MMe KOoju pa3rpabyjy ekcrpahesujcku MaTpuKC U oMoryhaBajy mupemwe
ManurHux henuja. [lopen Tora, kao kodpakTop xugpokcunasa, AK nocneuyje gerpagauujy u
uHaktuBanujy HIF-la (eHrn. hypoxia-inducible factor-la), xoju omoryhaBa hesaujama
npuarohaBame Ha ycJ0Be CUpOMalllHE KUCEOHUKOM Yy TyMOpckoM TKUBY (Roa u cap., 2020;
Reangu cap., 2021). Takobhe, AK yTrie v Ha enUreHeTUYKY pery/aalujy MeTUIaLMOHOT CTaTyca
JHK u ekcnpecuje TyMmop-cynpecopckux reHa nocpegoBaHe TET ensumuma (eHr.J. ten-eleven
translocation). Eusaumu TET npeactaB/bajy Fe2*/a-keTorayrapaT 3aBUCHe JUOKCUTeHa3e Koje
Bplle JeMeTWIaldjy LUTO3MHA, a Kopucte AK kao kodakTop 3a CBOjy KaTaJUTUYKY
akTuBHOCT (Shenoy u cap., 2017; Roa u cap., 2020; Reang u cap., 2021).

MeHaauOH M aCKOpPOMHCKA KUcCe/IMHA y KoMmMOuHauuju (AK+M/l) npexcrassbajy
peloKC-aKTUBHU Map KOjH je, 300T cnerjupUUHOT CHHEPTUCTUYKOT IUTOTOKCUYHOT JiejcTBa Ha
MaJsirHe hesivje pasJMYUTOr NOPEKJIa, IPUBYKAO NMaXKiby Hay4YHe 3ajeJHULLE NTPe BUIIIE O/ 1BE
neuenuje (Gilloteaux u cap., 2001; Verrax u cap., 2006; Beck u cap., 2009; Ren u cap., 2019;
Semkova u cap. 2020). OcHoBy cuHepructuuke HHTepakuuvje AK u M/l npeacraB/ba
HeeH3MMCKH peJioKC UUKIyC u3Mehy ackopbara u M/] koju ce ogBuja y nurtocosay (Cxema 3).
TokoM oBuUX peakluja ce cTBapajy Besuke KosuyuHe Oz~ u H202 U gosiasu 0 CHaXKHOT
OKCUJIATUBHOT CTpeca Yy TYMOPCKUM, ajid He U y MaJIMFHO HEM3MeHweHUM hesijama ucTor
nopekJia (Semkova u cap., 2020).

dapMakoJIOWIKU JOCTUKHEe KOoHUeHTpauuvje AK u M/[ uMmajy cesleKTUBHO [1€jCTBO Ha
MasnurHe hesuje, ca 3aHeMap/bUBUM epEeKTOM Ha peJlOKC CTawke M BUjaOUIHOCT MaJIUTHO
HeTpaHcPopMUcaHUX hesiMja ¥ TKUBA. JelaH 0/ pas3Jiora LM/baHOT JiejcTBa koMbuHanuvje AK u
M/l Ha hesuje Tymopa je ceJleKTUBHO OJIBUjatbe PEOKC IUKJAyca Y AUCPYHKIMOHAJTHUM
MUTOXOH/[pYjaMa MaJIMTHUX, 3a pa3JIUKy OJi MUTOXOHJApHja 3ApaBux hesuja, npaheHo
omiTeheweM TPaHCIOPTHOT JiaHLIA eJIEKTPOHA U HENOBPAaTHUM CMameweM KosnuuHe ATP
(Bakalova u cap., 2020). [Topep Tora, 3apaBe hesuje cy 3amrTnheHuje o4 OKCUJATUBHOT cTpeca
KOju ce CTBapa TOKOM pepokc nukiayca usmehy M/l u AK, jep ce y wmuma M/l npenunyje no
BUTaMUHa K2, ycien 4dera ce cMamyje HeroBa AOCTYIHOCT 3a yJia3ak y peakuujy ca AK
(Nakagawa u cap., 2010; Nakagawa u cap., 2019; Bakalova u cap., 2020).

WpeBep3ubuiHa omrtehewa TyMopckux hesuja, M3a3BaHa AejcTBoOM KoMbruHauuje AK u
M/I, 3aBpumaBajy ce heaujckom cmpTu. CinyHo camoM M/, kom6uHanuja AK+M/| moxe
M3a3BaTH alonTo3y 3aBUCHY o/, Kacnasa uiu AlF (eHrs. apoptosis inducing factor), henujcky
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CMpPT Koja mojceha Ha Hekpo3y 3aBUCHY WK He3aBUCHY oJ; PARP (eHrus. poly ADP-ribose
polymerase-1), kao v cneyuduvad 06/1MK hesivjcke CMPTH KOju ce 03HaYaBa Kao ayTollIM3a, a
npeicTaB/ba I[0jaBy KapaKTEPUCTUYHY 3a henuje TpeTupaHe KomOHHanujom AK+M/]
(Gilloteaux u cap., 2001; Verrax u cap., 2006; Beck u cap., 2009; Gilloteaux u cap., 2010;
Bonilla-Porras u cap., 2011; Gilloteaux u cap., 2014; Ren u cap., 2019). AHTUT/IN06/1aCTOMCKHU
noteHuujaa AK+M/l je nmokasaH W in vitro W in vivo, Ha pa3JMYUTUM hesiMjCKMM JIMHUjaMa
rJ1MOMa, henujckuM KyJTypaMa M30JI0BAaHMM H3 MalyjeHaTa ca rJIM006J1lacTOMOM, Kao U
MHUILIEBUMA KO/, KOjUX je U3BplIeHAa WHTepKpaHHWjaJHAa TpaHCIJIaHTaluja hesnuja xymaHor
ravo6siactoma (Vita u cap., 2011; Ren u cap., 2019; Semkova u cap., 2020; Sumiyoshi u
cap., 2023). [lo3UTUBHHU UCXOAU NPEKIMHUYKHUX CTYHja YBeau cy KoMouHanujy AK+M/l, kao
M3y3eTHO epuKacaH aHTUTYMOPCKH PeZlOKC IIap, Y KIMHUYKA UCTPaXKMBakba, I'Zle je noTBpheHa
BbUX0Ba ePUKACHOCT Yy 60pbu nmpoTUB ManurHux hesuja npocrarte (Lasalvia-Prisco u cap.,
2003; Tareen u cap., 2008). /laHac ce kombuHanuja AK nu M/] (Takohe nosHaTa kao Apaton®)
KOPUCTH y Tepalujd KapuuHoMa npocrtate rpaayca 3 u 4. [locTUrHyTH pe3ysaTaTH KOJ
nalujeHaTa ca y3HalpeLoBaJuM CTaZujyMOM OBe 60J1eCTH, KO/ KOjUX CTaHAap/HU TePaIujCKU
peXHUM Huje 6M0 yUYMHKOBMUT, cy o6ehaBajyhu. OBy KoMOUHa1Ujy je, 300T HbeHOT jeJUHCTBEHOT
JlejcTBa, AMepuyKka YnpaBa 3a XpaHy M JiekoBe (eHrs. US. Food and Drug Administration)
YBpPCTUJIA Y KaTeropujy JIeKoBa 3a peTKe MHAMKauuje (eHra. Orphan Drugs).

HEEH3UMCKH JEAHOEJIEKTPOHCKH PEAOKC HUKJIYC UBMEBY

ACKOPBATA U MEHA/IMOHA
Ackop6u1 pagukal CeMUXUHOH
OH T
OH O O
_ fealed °,
CH,
o' OH OH
OH 0
OH o O =
- O‘ 0," — H,0,
CH,
OH OH o
Ackop6ar MeHaanoH

Cxema 3. Pejokc muKk/yc uamehy ackop6ara 1 MeHaJUOHa.

1.6. MexaHu3mMu hesiMjckor ymupama

’KuBoTHu nukiyc henuje ce 3aBpuiaBa hearjckoM CMPTH U 0Baj MpOLEC UMa BaXKHY
yJIOTy y XOMEOCTaTCKOM oOJip>KaBaky Opoja hesuja y 3apaBuM TKuMBHMMa. HapyuieH 6asiaHc
u3Mehy npoaudepanuje u cMpTH hesdja je nocneguna MU3MelbeHUX KOHTPOJHUX MeXxaHW3aMa
KOju peryjuily hesvjcKM LUKIYC WU TNpPeJCTaB/ba jelHYy OJi OCHOBHUX KapaKTepUCTHKA
MasiurHe TpaHcdopmanuje. HepyHKIMOHAa/IHM MeXaHM3MM heJsiMjcKe CMpPTH, He caMo Jia
0JIaKIlaBajy TyMopureHesy, Beh cy U pasJior pasByjamba OTIIOPHOCTH TYMOpa Ha IPUMeHEeHY
Tepanujy. 360r Tora je rJIaBHM LW/b KJIMHUYKE OHKOJIOTHje NMpOHa/Jla3ak Tepanuje Koja
nozAcTUye eprKaCcHy eJIMMUHALUjy MaJUTHUX hesnja peryaucamweM hennjcke CMpTH.
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henujcka cMpT Moxke OUTH aKLUJeHTaNHa (3aJlecHa) U peryJjucaHa. AKIMAeHTaJ IHa
hesimjcka cMpT je HEKOHTPOJIMCAH NPOLEC KOjU Ce jaB/ba TOTOBO TPEHYTHO, Kao MocaeAuIia
MHTEH3VMBHUX LITETHUX PU3UYKHUX, XEMUjCKUX U MEXaHUYKUX CTUMYJyca. 3a pasuKy OJ
aKLlM/JleHTa/lHe, peryJiucaHa hejiMjcka CMpPT ce akTUBHPA U y 0 CYCTBY CTPECHUX YCJIOBA, Kao
dbu3mosI01KY NporpaM pa3srha ujiv 06HOBe TKMBA U y TOM CJIy4ajy ce Ha3MBa NpOrpaMUpaHa
henujcka cMmpt. Takobe, 06K perysvcaHe hesujcke CMPTH Ce MOTY MOKPEHYTH U MOJ,
yTHIlajeM NpoMeHa Y yHyTaphesinjckoj U BaHheJinjCcKoj CpeiIuHH, KOje CBOjUM HHTEH3UTETOM
WU AY>KAHOM Tpajama NpeBa3usale aJalTUBHe OATOBOpe KOju 6U oAapxaaud hesnujcky
XOMeocTa3y HeHapylleHoM. Perysnucana hesnujcka cMpT je mnocpefjoBaHa aKTHUBALUjoM
cneqUUUYHUX MOJIEKYJIAaPDHUX MeXaHM3aMa KOjU je KOHTpoJuuly, 360r 4yera Moxe OWUTH
MoJy/vdcaHa (oAJioKeHa WJM IojayaHa) ojapeheHOM ¢(apMaKOJIOUIKOM HJIM TE€HETUYKOM
MHTepBeHIUjoM. Makpockorncke MOpdoJIoIIKe IPOMeHe KOjuMa ce MaHudecTyje cMpT hesuja
Cy, 3ajeIHO ca MexaHM3MHUMa KOjuMa ce MpTBe hesivje U BUXOBU pparMeHTH YKJIamwajy, y3eTe
y 003Up NPUJIMKOM AepUHHCAWka TPHU TJIaBHA TUNA hesujcke cMpTu: amonTo3a (Tum I),
ayto¢aruja (tun II) v Hekpo3a (Tun III) (Galluzzi u cap., 2018). BaxxnocT hesnujcke cMpTH y
$U3MOIOIKUM U MAaTOPU3UOJOLIKHUM CTakbUMa yCJ0BUJIA je CTaJHO pa3BUjalke OBOT M0Jba
UCTPaXXUBaka, T€ Cy TAKO OTKPHUBEHU OpPOjHM CUTHAJHU MYTEBU KOjU PEryJIUILY Npolec
hesnujckor ymupawa U Ha OCHOBY TOra ONMCAaHU Pa3/JIMUMTH MOJAAJWTETH hesujcke CMpPTH.
C 063MpoM Ha TO [Jla Ce HUXOBe KapaKTepUCTHUKe 4YeCTO NpekKJanajy, YKOJIUKO Cce u3y3Me
ayTodarvja Koja mNpeAcTaBba 3acebaH EHTUTET 300r CBOjUX CcHeLUuPUYHUX VJIOra,
Jl0 cajla OTKpUBEHM 06suLU hesvjcke CMPTH Ce yONIUTEHO MOTY CBPCTAaTH y OHE Koje
Jinye Ha anonTo3y (eHrJ1. apoptosis-like cell death) v oHe Koje Jinue Ha HEKPO3Y (eHTJI. necrosis-
like cell death).

AnonTo3a, akTHMBaH Ipolec nporpamupaHe henujcke cMpTH, npaheHa je
KapaKTEepUCTUYHUM MOPQOJIOMIKUM MpOMeHaMa Koje ce 3aBpliaBajy M0jaBOM aMOMNTOTCKUX
TeJia, leJI0Ba LIUTOIJIa3Me €a I'YCTO IAaKOBAaHUM MHTAaKTHUM OpraHesjiaMa OKpy»KeHUM IJla3Ma
MeMOpaHOM. Ha MOBpIIMHY alONTOTCKUX TeJla ce HaJlaze MoJieKyu dochaTuauiacepura. OHu
IpeJ/iCTaB/bajy CUTHAJ 3a OKoJIHe hesvje ca ¢arouuTHOM aKTUBHOIINY Aa UX YKJIOHe, 6e3
nojaBe nHIaMaTopHe peakijyje. AHjoHckU pochonunug pocpaTuauacepun (®C) je jenan
o/l Haj3acTymbeHUjux ¢ochosnnuaa y BehuHu eykapuorckux hesudja. /lejctBoM eH3uMa
¢aunaze (enra. flippase), ®C ce oxp>kaBa Ha yHyTpallllkOj, LIUTOCOJIHOj CTpaHU hesnjcke
MeMOpaHe. Y nmoyeTHUM ¢$a3aMa anonTo3e /A0J1a3u A0 HHAKTUBalMje ¢Junase U akTUBalUje
ckpamb6Jase (eHrJ1. scramblase), npoTerMHa KOjy UMa YJIOTY Y JBOCMEPHOj TPAaHCMeMOpPaHCKOj
TpaHcaokanuju pochonunuga (Segawa u Nagata, 2015). Ycnen tora ce ®C mpemernita ca
YHyTpallllhe Ha CHOoJ/ballllby CTpPaHy HHTAaKTHe hesnujcke MeMb6paHe. OBaj porabaj, y
JIUTepaTypyd MO3HAT Kao eKcTepHaau3anuja ®C, npejacraB/ba paHU 3HAK alonTo3e U
KOPUCTU Ce Kao BaKkaH MapKep MNPWJIHWKOM eKCllepMMeHTaJ/lHe aHa/li3e OBOI IMpolieca.
AnontoTcka Tesa dopMUpaHA y eKCIIEPUMEHTAJHUM YCJOBUMA in Vitro mpomnajajy y TOKY
HEKOJIMKO CaTH, IPOLeCOM KOjU Ce Ha3MBa CEeKYHAapHa HeKpo3a. Ha ocHOBy curuasa Koju je
nokpehy, pas/siukyjy ce cro/baliby (MyT peLenTopa CMPTH) U YHYTpalllbu (MUTOXOHPUjCKH )
nyT anonTo3e. CrioJballikby NYT je MHULIMPAH Ha HUBOY heJsivjcke MeM6paHe, TZie ce Pa3JIMYUTH
CUTHaJ/IU CMPTHU Be3yjy 3a penentope cMpTy u3 pamuiuje TNFR (eHrs. tumor necrosis factor
receptor). YHyTpallthbu NYyT aloNTO3e MOXe OUTH MOKPEHYT KaKO CIOJbAlllEbUM, TAaKO U
YHyTpallkbuM GaKTOpHUMa KOjU 3a MOCJAeMIly UMajy MPOMeHY MPOMYCT/bUBOCTH CIOJballlbe
MeMOpaHe MUTOXOHJpHUja U TyOMTAaK MeMOpaHCKOr MOTeHIdjasa. Y OAroBOpYy Ha MNyT
pelienTopa CMPTH aKTHUBHUpA Ce Kacnasa 8, oK ce TOKOM MHUTOXOHJPHjCKOT MyTa M3 OBHUX
opraHesia ocso6abajy ¢akTopu Koju aKTUBHUpaAjy Kacmazy 9. Mebhy nmpoTeMHuMMa Koju ce
ocnobabhajy U3 MUTOXOHApPHU]ja Cy U PaKTOp KOju UHAYKYyje anonTo3y — AIF u enpgonyk/easa G.
Ouu Bpiue ucenawe [JHK v KoHJleH3a1Ujy XpoMaTHHA HE3aBUCHO O/l aKTHBAllMje Kacrasa.
Kacmaze -8 u -9 npejcraB/bajy MHUIUjAaTOPCKE Kaclla3e U OHe Yy KaCcKaZAu alONTOTCKUX
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Jlorahaja akTuBUpajy epeKTopCcKe Kacnase KojuMa NpUnaAajy kacnase -3, -6 u -7. AKTUBaI4ja
epeKTOpPCKUX Kaclasa MpejcTaB/ba NMoYyeTak U3BpIIHe ¢ase amonTo3e. CMaTpa ce Aa je
aKTHBanMja kacnase 3 aorabaj koju onpeze/byje MpeBEP3UOUIHU TOK Ipolieca anonTo3e,
OJHOCHO NpeZcTaB/ba CUTHa Aa he hesnuvja curypHo ymMpeTH anonTo30M. Y akTUBHOM MeCTy
Kacrasa ce HaJla3u aMUHOKHCeJIMHA LUCTENH, a IPOTEeOJMTHUYKA aKTUBHOCT OBUX €H3MMaA je
ycMepeHa Ha C-TepMUHYC aMUHOKHMCeJIMHE acliapTaT Y [UJbHUM [IPOTEMHUMA, HAa OCHOBY 4Yera
cy U nobuse uMe (eHrJ. caspases, cysteine-dependent aspartate-specific proteases) (Alnemri u
cap., 1996). Y uutonsasmu cy npucyTHe y HeaKTUBHOj, IPOEH3UMCKOj pOPMHU, Kao IpoKacnase.
Kaza ce akTuBUpajy, Kacnase pasrpabyjy pa3/inuuTe npoTernHe Melhy KojuMa cy CTpYKTypHe
KOMIIOHEHTe LIMTOCKe/leTa WJIM NPOTeHMHHU YK/bYYeHHU Yy pelsIMKauujy U penapauujy JHK u
OJ/lp>KaBame TeHOMCKe CTabuJHOCTH, nonyT npoternHa PARP. [IpoTeosinTudka pasrpajma
PARP ce cmaTpa KapaKTepuCTUYHMM o6esexjeM amnonto3e. Kacmase mnpoTeosMTUYKH
aktuBupajy u ensuMme nonyT /JIHK Hykieasa, uume mnokpehy kackazy porabaja koju
pe3ysaTupajy MOpQOJIOIIKUM M OMOXeMUjCKMM NpoMeHaMma hesMja KapaKTepUCTUYHHUM 3a
anonTOTCKYy CMpT.

Hekpo3sa, 3a pas/iuKy o/ anonTo3e Koja ce 0/iBhja Kp03 HEKOJIMKO CTPOT0 PeryJIMCaHux
¢dasza y3 yrpowak eHepruje y Buay ATP 1 Moxe 6MTH orpaHvyeHa Ha nojefjMHa4yHe henwje,
npejicTaB/ba NMacuBaH hesiMjcKM OJATOBOP KOjU yIJIaBHOM 3axBaTa rpynaiudje Beher 6poja
henuja. UcToBeTHU CTUMYJIyCH KOjU NMOKpehy anonTo3y Mory 6UTH y3pOYHHUIIM U HEKpO3e,
YKOJIMKO je HhbHMXOB MHTEH3UTET jaK U Tpajame NpoayxeHo. lluTomopdosioruja Hekpose ce
KapakKTepHulle HapyllaBakeM HHTerpuTeTa hesvjcke MeMOpaHe M oOpraHesa, I0jaBOM
LIMTOIJIa3MaTCKUX BaKyoJ1a, OyopemeM hesvje, beHUM pacliafialbeM U U3JIMBambeM caZpiKaja
y OKOJIHO TKHMBO, IITO je yriaBHOM npaheHo nHdsiamanujoM. [lopes Mopdo1omIKUX pa3/vKa,
anonTo3y M HeKpo3y npaTe U pa3JiuKe y OMOXeMHjCKUM KapaKTepUCTHUKaMa. 3a pasJjiuKy 0/,
aronrose y ko0joj je pparmenrtanuja JHK ynudpopmHa, TOoKOM Hekpo3e [,0/1a31 [0 HACYMUYHOT
ucenamwa /JHK Ha pparmMeHTe pa3iMuuTUX Ay>kMHa. Mako ce nprMapHO NoBe3yje ca NaCHBHUM,
HeperyJIMCaHUM IpoLecoM hesHjcKor ymupamwa, OTKPUBEHHU Cy OOJMLM HeKpo3e KOju Cy
KOOpJAMHHUCAHU crnelMPUYHUM NpPOrpaMoOM TeHeTHUYKU KoaupaHe hesujcke amapaTtype H
ucnosbaBajy Mopdosioliky GeHOTHUI CIMYaH HEKPO3H, a 03Ha4YaBajy ce Kao porpaMyupaHa uiu
peryJiMcaHa HeKpos3a.

1.7. Ayrodaruja

AyTtodaruja npeacraB/ba npoliec pasrpajibe outeheHnx, HenmpaBuJIHO GOPMUPAHUX U
CYBUILHMX KOMIIOHEHTH LMUTOIJIa3Me WJM eJUMHUHalUje yHyTaphe/HjcKux MMaToreHa y
JIM3030MHUMa U €BOJIYTUBHO je OYyBaHa KO/ CBUX €yKapUOTCKUX opraHu3aMa. /Jlerpajanujom
hesnvjckux opraHesia, IpoTeMHA U MAKPOMOJIEKYJIA U PELIUKIMpPAEeM 100UjeHUX MOHOMEPHUX
NpOM3BO/ia TeHETUYKM KOHTPOJIMCAaHMM MexXaHU3MOM, ayTodaruja y4ecTByje y ofpKaBarby
henujcke xoMeocTase, 3a KOjy je HEONXOJHO YyCHOCTaB/balbe paBHOTeEXe Hu3Mebhy
KaTaboJIMYKKUX M aHAbOJMYKUX mpoueca. HaunH Ha Koju ce MaTepujaa 3a Jerpajauujy
JlOCTaBJba y JIyMeH JIn3030Ma JlepuHulle TPU MOPGOJIOIIKH pa3/IMYUTaA TUNIA ayTodaruje:
ayTodarujy nocpe/ioBaHy lianepoHUMa, MUKpoayTodarujy u Mmakpoaytodarujy. CyncrpaTtu
ayTodaruje Tmocpe/ioBaHe IIalepoOHHMa Cy HeaJleKBaTHO CaBUjeHH TNPOTEUHU ca
cneMPrUYHMM MOTHBOM Y aMHUHOKHUCEJNMHCKO] CeKBEHILM, KOje LMUTOCOJIHM IlalepOHU
Npeno3Hajy W NO0jeIMHAaYHO WX TPaHCHOPTYjy Kpo3 MeMbpaHy Ju3o3oMa (Kaushik wu
Cuervo, 2018). 3a passuKy oj JApyra ABa Tuna ayTtodardje, mamnepoMuMa MocpegoBaHa
aytodaruja He yK/bydyje peopraHusanujy MeMmopaHa. TokoM MuUKpoayTodaruvje foJsa3u [0
VMHBarvHalyje ¥ NpoTpy3uje MeMOpaHe JIM3030Ma U Ha Taj HAYUH Ce 1eJIOBU [JUTOI/Ia3Me, KOjU
MOTYy CaZip>KaTU M UHTAKTHe opraHese, o0yxBaTajy U JUPEKTHO y0auyjy y YHYTPallHbOCT
su3o3oma (Mijaljica u cap., 2011).
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MakpoayTodaruja je HajBulle W3y4yaBaH 06GJHMK ayTodarvje U Haja/be he y TeKkcTy
6utu noucroBeheHa ca aytodarujoM. Y OoBOM Impouecy ce cajpaj npepojapeheH 3a
Jlerpajauujy u3zBaja U3 LUTONJa3Me y de novo dopMupaHe JBOCJIOjHE BE3UKYJIE, T3B.
aytodaroszome. AyTodaro3omMu JioJia3e y KOHTAKT U Clajajy ce ca IM3030MUMa, rpagehu HOBY
BE3UKYJIy Y KOjOj Cy IOMeIlaHU CaZipKaj 3a JerpaZalivjy U KMCeJIU caZipKaj ca XUAPOJIUTUYKUM
eH3uMuMa. OBo je Bullleda3HU Npoliec y KoM ce Hajiipe popmupa ¢parodpopa, 1BoMeMOpaHCKa
CTPYKTypa KoOja ce HU3AYXKYyje, CEeJeKTUBHO WJIM HACyMHU4YHO o6yxBaTa CyICTpaTe U3
[IMTOIJIa3Me U IIOTOM ce 3aTBapa y chepuyHy CTPYKTYpPy OUBUYEHY JBOCTPYKOM MeMOPaHOM
(ayrodarosom). AytodarozoM ucnopydyje obyxBaheHH cajaprkaj JIM3030My TaKO WLITO Ce
CHO/balllIlbOM MEMOPAHOM CIOjU ca MEMOpPAHOM JIM3030Ma, I'pajiehu jeIHOC/I0jHY BE3UKYJY
KOja ce Ha3WBa ayTo/in3030M (¢darosi3o3oMm). Y ayToJM3030My Ce UCIOPYYEHHU CaJipKaj
3ajeJHO ca YHyTpallkboM MeMOpaHoM ayTodarosoma pasrpabyje y KHUCEJUM YCJIOBHUMA,
JlejCTBOM JIM3030MaJIHUX XU poJa3a. [I[ponsBoau pasrpajme ce Bpahajy y uTon/aasMy, Kako
61 6uIM ucKkopUulnheHHU 3a npolece 6MOCMHTE3€ UM CTBapamwa eHepruje (Cxema 4).

JIBA YBUKBUTHHY C/IMYHA
KOWYTAIITHOHA CUCTEMA

1
ATG12 LC3 R
4 . < JIEKC ATGT ATG4
{ mmﬂf\ KOMILJIEKC ULK1 LC{-I '
ULK1  ATG13 ATG10 JIN3030M
RrB1CC1 ATC101 e ATGT
AMPK ATes (ATG12
l ATG3
p ek AYTOJIN3030M
ATSS (kTeia L
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L J L
ARRUMAHAIA T EJIOHTALIMJA ¥l MATYPALIHJA DY3HJA AETEAATNA H
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Cxema 4. Mopdosiomke ¢pa3e ayrodparuje 1 NMpoTeMHU KOju ux peryauiy. [Iponec ayrodaruje
0/IBMja ce Kpo3 HeKoJMKOo ¢a3a 3a Koje Cy KapaKTepUCTUUYHEe MOPGOJIONIKUA Pa3IuIUTe CTPYKType.
Hakon unaykuuje ayrodaruje nosasu o Gopmupamwa darodope (uHuyujayuja u Hykaeayuja), moToM
JI0 HeHOT U3JyXHWBawa (es10Heayuja) v 3aTBapama y ayrtodarosom (mamypayuja). 3aTUM HacTyna
¢y3uja ayTodaroszoma ca IM3030MOM, Pa3rpajika caZprkaja y HoBoHacTasioM ayTodarozomy u Bpaharme
npou3Bojia y uurtomiaasMy (dezpadayuja u peyukauparee). Ilpuk3aHa cxema je mpey3eta (Lei u
Klionsky, 2021) u npeypebeHa.

Mopdodosonike ¢asze aytodarHor mpoieca KOOpPAHWHHUCAHE CY MaKPOMOJIEKYJICKUM
KOMIlJIEKCHMa NPOTEeNHa, Koju cy 360r cBoje cnenrduyHe yaore y ayrodaruju HasBaHu ATG
(enrn. autophagy related) npotennuma (Galluzzi u cap., 2017). ®opmupamwe darodope
sanounwy kommiekc ULK1* (enrs. UNC-51-like kinase 1) xoju ce cacrtoju ox ULK1, FIP200
(enrs. focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa, no3Hat u kao RB1CC1),
ATG13 u ATG101 u xkommiekc 1 kuace Il docopaTuauannosuton 3 kunaze (PI3KC3-C1),
cauuibeH o aunujHe kuHase 4iaHa Il knace PI3K - VPS34 (enr.. vesicular protein sorting
34), 6exknuHa-1, ATG14L u p150. Komnnekc PI3KC3-C1 je perysiucan Kpo3 HUHTepakiuje
6exkarHa-1 ca nporenHuMa kao mrto cy AMBRA1 (enru. activating molecule in beclin 1-
regulated autophagy protein 1), UVRAG (enrs. UV radiation resistance-associated) u BIF-1
(enrs. Bax-interacting factor 1), koju JieJlyjy Kao NO3UTUBHU pPeryjaaTopyd U HEONXOJHHU Cy 3a
uHAyKLUjy ayTodaruje. HacynpoTt vsuma, RUBICON (enrJ. Run domain Beclin-1-interacting and

‘[loge6/paHUM CJIOBHMA Cy O3HAYEHU NPOTEUHU UJIH IPOTEUHCKY NPOAYKTHU reHa KOjH Cy U3y4aBaHU Y OKBUPY
OBe JJOKTOPCKe JucepTaLyje.
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cysteine-rich domain-containing protein) uaxu6upa UVRAG, 0K ce anonTOTCKHA MPOTEUHU
Bcl2, Bcl-XL (eura. B-cell ymphoma-extra large) v BIM (eura. Bcl2-interacting mediator of cell
death) KOMNIETUTHBHO Be3yjy 3a 6eK/JIUH-1, ycies; yera oHeMoryhaBajy leroBy acolyjanujy ca
VPS34 u TuMe cnipeyaBajy MHULMjallkjy ayToraduje.

Kaga ce aktuBupa, ULK1 ¢ocdopunanujom aktuBupa kommnoHeHTe PI3KC3-C1.
AxTtuBupana VPS34 ¢pochopunuiie pocharuaunruosurto ao PIP3. PIP3 perpyryje npoTenne
KOju y4decTByjy y esioHrauuju ¢parodpope (WIPIZ u ZFYVE1/DFCP1). OBa ¢aza ce ojBuja
nomohy fBa yOMKBUTHHY CJIMYHA KOWbYranuoHa cucteMa. [IpBM je 3aBHcaH 0/ aKTUBHOCTH
ATG7 u ATG10 1 omoryhaBa fja ce U3rpagu MyJITUIPOTEMHCKU KOMILJIEKC cauutbeH o ATGS,
ATG12 u ATG16L1 (enra. autophagy-related 16-like 1), koju ce y BUJAy AuMepa Be3yje 3a
cnosbalikby MeMbpaHy ¢arodope. [pyru cucrem ykmbyuyje ATG3, ATG4 u ATG7 wu
HeONxXoJlaH je 3a Hcenawe nporerHa u3 ¢damuianje ATG8 ¥ BWUXOBY Komyrauujy ca
dochaTuauneranonaMuHoM (eHriu. phosphatidylethanolamine, PE), docosunupom koju je
cacTaBHU Jeo MeMbpaHe d¢aropope. Pamuauju ATG8 mnpunazajy cybodpamuauje LC3
(eHrJ. microtubule-associated protein 1 light chain 3) u GABARAP (enr.1. y-aminobutyric acid
receptor-associated protein). Llucteun nporteasa ATG4 wucena cosy6usHe ¢opMe OBUX
NpoTerHa, ociobahajyhu rimuuH Ha wUxoBoM C-TepMuHycy. ¥ caydajy LC3, ucenamweM ce
¢dopmupa LC3-I koju ce akTuBupa aejctBom ATG7. lasme ce LC3-1 npeHocu 1o MeMOpaHCKOT
ATG3 u Ha kpajy ce, nomohy ATG12-ATG5-ATG16L1 kommnuiekca, ca ATG3 npebanyje Ha PE,
npesiazehu y iunugoBanu o6ark LC3-II Be3an 3a 6yayhu ayrodparozom. GABARAP nposiazu
Kpo3 c/auyaH mnpouec obpage kao LC3, a mweroBa JsunugoBaHa ¢opma (GABARAP-II)
kosiokanusyje ca LC3-II Ha ayTtodarozomuma (Kirkin u cap. 2009). Jlunuaauuja LC3 u
GABARAP ponpuHocu pacTy U 3aTBapawky ¢parodpope. HakoH wmto ce dparodopa 3aTBOpH,
LC3-II koju ocTaHe Ha NOBPILUMHHU ayTodarosoma ca e ce opaja nomohy ATG4 u noTom ce
penukaupa. LC3-1I mo3unuoHrupaH Ha yHYyTpalllk0j CTpaHU ayTodaro3oMa ocTaje 3a by Be3aH
JIOK Ce 3ajelHO ca OCTaJIUM CaJipKajeM He Jerpajyje y ayToJU3030MUMaA. TOKOM KaCHUjUX
CTylbeBa caspeBama ayTodarosoma JoJiasu A0 ojBajakba ATG mpoTerMHa ca Herose
NOBpLIMHE, a CJ0XeHU mnpouec ¢ysuje ayrodaro3oMa ca JU3030MOM je MOCpPeJOBaH
SNARE npoTteunuma (eHr.. soluble N-ethylmaleimidesensitive fusion protein attachment protein
receptors).

CuHTe3a ¥ ob6paga LC3 mnporenHa ce moBehaBa TOKOM Ipolieca ayTodaruje, a
kosmyuHa LC3-1I kopesnpa ca 6pojem ayrodaro3oma, Tako Jila 0Baj MPOTEUH NpeJCTaB/ba
jelaH oJi KJbyYHHUX paHUX MapKepa 3a eKcliepuMeHTaJHO npahewe aytodaruje. [lopes Tora
IITO UMa YJIOTY y eJIOHTalUju U 3aTBapawy ¢arodope, LC3 rMa HM3y3eTHO BaXKHY YJIOTY Yy
O/lBajalby MoJieKyJa npeABubeHUx 3a Jerpagauujy. CeJleKTUBHU pelienTopu ayTodaruje
Npeno3Hajy cyncTparTe 3a Aerpajalujy 4 JocTaB/bajy ux Ao parodope Tako mro cBojum LIR
floMeHoM (eHru. LC3-interacting region) nnteparyjy ca LC3-1I (Mizushima u cap., 2011). [IpBu
OTKpPHUBEHHU CeJIeKTUBHM pelenTtop ayrtodaruvje je HNpOTeMH P62, mos3HaT joll M Kao
cekBecT030M 1 (eHrJ1. sequestosome 1), NpOTEUH KOjU ce laHaC KOPUCTH Kao BaXkaH [OKa3aTesb
npoueca ayrodaruje (Ichimura u cap., 2008; Bjgrkay u cap., 2009). Mosieky1 ¥ LIUTOCOJIHU
JlesoBU npejoapeheHd 3a gerpazauujy obesiexkeHU Cy YOMKBHTHUHCKUM JIAaHIEM Kojer
npeno3Haje p62. OBaj MyJATUPYHKIMOHAJIHU NPOTEMH HMa JIOMeH 3a Mpeno3HaBake
yOuKBUTUHA (eHrsa. ubiquitin-associated, UBA pomen), LIR pgomeH u jJoMeH 3a
myatuMmepusauujy (PBI gomen). [lomohy oBux goMmeHa, p62 npeno3Haje YOUKBUTHUHHUPaHE
npoterHe U Jonpema ux A0 LC3-II Ha ayTodarozomuma. ®opmupajyhu osuromepe, p62
omoryhaBa Jla ce Bulle YOUKBUTHHUPAHUX NMPOTEHMHA NMPUKAuM Ha jegaH moJsekys LC3-IL
3ajefHO ca OBMM IpOTeMHUMMa M P62 mnoaJiexe Jerpajanyju y ayToJIM3030MHUMA,
300r 4yera ce CMamele HeroBor HMBOA TyMayd Kao Mapkep ayTodarHe pasrpajmbe
(Bjerkgy u cap., 2009).
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1.7.1. KuHa3e ¥ TPaHCKPpUNLUOHM (PAaKTOPH KOjH peryauily npoiec ayrodparuje

lenTpannu Mopaysatop npoieca aytodparuje je mTOR kommiekc 1 (enrs. mTOR
complex 1, mTORC1). OBaj KOMILJIeKC ce cacToju of, cepuH/TpeoHUMH kKuHaze MTOR u
agantopckux nporerHa RAPTOR, MLST8 (enrsn. mTOR-associated protein, LST8 homolog),
PRAS40 (eHra. proline-rich AKT substrate of 40 kDa) u DEPTOR (enr.1. DEP domain-containing
mTOR-interacting protein) n QyHKLMOHUIIIE Kao TJIaBHU penpecop MHULMjanuje ayTodaruje
(Amaravadi u cap., 2019). mTORC1 ce Hasa3u 1o HEraTUBHOM KOHTPOJIOM XeTepoJuMepa
TSC1/TSC2 (enrn. tuberous sclerosis complex 1/2) Koju WUHTerpuile CUTHajle U3
MUKPOOKpYxKemwa. ['taBHu HUcxogHU cyrncrpaT mTORC1 je S6K, mo3nata u kao p70S6K
(enrs. 70 kDa ribosomal protein S6 kinase), kMHa3a OAroBOpHAa 3a CHUHTe3y IPOTEHHA,
oipKaBamke XOMeoCTase IJIyKo3e, hesujcku pacT U npexxuBsbaBambe. Kommiekc mTORC1
oAroBapa Ha IpoMeHe Yy YyHyTaphe/HjckOoj MHUKpOCpeAWHH, Kao LITO Cy HeAOoCTaTak
aMMHOKHCeJMHA/TJIyKo3e, aJlyd OJAroBapa MU Ha CHOJ/ballllbe CTpecopHe (aKTope MNONYT
xunokcuje, UV 3payema MJM TpeTMaHa XEeMUjCKUM areHcMma. Y ycjJoBMMa O60raTuM
HyTpujeHTHMa, MTORC1 nHxubupa noyetHe pase 6uoreHese ayrodparozoMa UHXUOULUjOM
KoMILJIeKca 3a popmupamwe paropope (ULK1). Mako je mHunujanuonu kommiekc ULK1 per se
cTabusiaH, keroBo acomnupamwe ca mTORC1 3aBucH oa MUKpocpeauMHCKUX ¢pakTopa. KnHasa
mTOR pediekTyje eHepreTcku cratyc hesvje Kpo3 OJroBOp Ha YyCXOJHe KHHa3e Koje
KOHTpOJINIY BheHy akTUBHOCT: AKT K1MHa3y Koja je akTUBMpA U NPOTENH KUHA3y aKTUBUPaAHY
asieHo3UuH-MoHOdochaToM (eHrJ. adenosine monophosphate-activated protein kinase, AMPK)
Koja je MHXKMOUpa. Y oAroBopy Ha pakTope pacta U curHaze koju gosase o, RTK, AKT krnHaza
dochopunuie TSC2 u Tako cnpedaBa popmupamwe TSC1/TSC2, y ynjem oacyctBy mTORC1
noctaje aktuBaH (Inoki u cap., 2002). Takohe, AKT ¢pocdopunuiie PRAS40, ycien yera ce oH
ozaBaja ogq mTORC1 u TMMe mojayaBa HeroBy aKTHBHOCT, OJJHOCHO MHXHOUpa ayTodarujy.
[lopen nuxubunuje ayrodaruje, ykyniu epekat aktuBandje AKT kuHaze je cTuMmysanuja
nposudepaTuBHUX npoueca y henuju. [lo aktuBanuje AMPK fnosia3u TOKOM eHepreTcKor
CTpeca Koju ce orJie[jla Kpo3 MOBUIIEH HUBO aJleHO3WH-MOHOopocdaTa (AMP) y ogHocy Ha ATP.
Kao oarosop Ha HegocTaTak eHepruje, AMPK nokpehe kaTabosmuke nporece Mmehy kojuma je
v aytodaruja. AktuBupana AMPK ¢ocdopunniie RAPTOR u TSC2 yume nnxu6upa mTORC1 u
Ha Taj Ha4uH nocpeaHo oMoryhaBa komiiekcy ULK1 na 3ano4He npouec aytodaruje. [lopen
nHaupekTHor AejctBa Ha ULK1 kommiekc nocpegcrsoM mTORC1, AMPK moxe jupekTHO aa
aktuBupa ULK1 pocdopunanujom ceprHa Ha no3unyjama 317 (Ser317), 555 (Ser555) u 777
(Ser777). Untepakyuja usmehy AMPK u ULK1 Huje moryha ykosnuko je ULK1 pochopunrcan
ox crpane mTORC1 (dpochopunanuja ceprna Ha no3unuju 757) (Holczer u cap., 2020). [lake,
y ycJoBHMa Kaja je henuja HyTpUTUBHO U eHepreTcku cHabgeBeHa, mTORC1 je acouupas ca
ULK1 xommnziexkcoM U akTuBHOCT ULK1 je muxubupanHa (Kim u cap. 2011). ¥ ycioBuma
HYTPUTUBHE JeNnpuBanyje gosasu A0 ofsBajaka mMTORC1 op MHMIMjaLlMOHOTI KOMILJIEKCA,
ULK1 ce nedpocdopuuiiie v cTuYe CIOCOOHOCT a MHULIMPA Npoliec ayTodaruje.

[Topen, AKT/mTOR u AMPK/mTOR curninux nyTteBa, y peryJjainyjy aytodaruje
ykbydeHe cy 1 MAPK/JNK kuHa3se. CBoj yTunaj Ha npouec aytodaruje JNK octBapyje u y
jeipy, U y LMTOMJIa3MU. AKTHBHpPaHa CTPECHUM YyCJA0BMMA U3 BaHNesMjcKOr OKpyXema
(xunokcuja, okcupaTtuBHU cTpec, UV 3pauewe, raajjoBarbe, TPeTMaH aHTUTYMOPCKUM
aredcuMma), JNK pocdopunuiie Bcel2 u omoryhaBa weroBo ofipajawe oJ 6ekanHa-1. Ha Taj
HauuH JNK ocno6aha 6eknuH-1 fa 3ajesno ca VPS34, ATG14L u p150 ¢opmupa PI3KC3-C1
(Wei u cap., 2008; Pattingre u cap., 2009). Takobhe, JNK yTuuye Ha OekJuH-1 U Ha
TPAHCKPUILUOHOM HHUBOY, Tako WITO ¢ochopuialujoM aKTUBUpA C-Jun Koju ce Be3yje 3a
IpPOMOTOpPe TreHa 3a OekJUH-1 M aKTUBUpPA WeroBy TpaHckpunuujy (Li u cap., 2008).
[TocpeactBoM c-Jun, JNK Takohe nokpehe Tpanckpunuujy resa 3a ATG5 u ATG7 (Byun u cap.,
2009; Yu u cap., 2004).
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[JlaBHU y4eCHUIM TPAHCKPHUIILIMOHE peryJsanuje aytodarvje cy TpPaHCKPHUIIMOHU
¢daktopu TFEB (eHrs. transcription factor EB) u FOXO (enr.. forkhead box transcription
factors). AktuBHoct TFEB u FOXO je konTposurcaHa ¢ocdopuianujoM Koja oHemoryhasa
IbUXOB IpeJsia3ak y jepo, YuMe je 6JI0KMpaHa TpaHCKpUILYja ayToparHux reHa, a CaMuM TUM
u aytodaruja. TFEB ce cnenuduyHo Be3yje 3a NpoMoTOpe OPOjHUX reHa KOjU KOJUPAjy
ayTodarHe W JIM3030MCKe NpPOTEHHe yK/bydeHe y 3aKulle/baBake JIN3030Ma, JAerpasanujy
LJUTOIJIa3MaTCKOT MaTpPUKCca, popMUpame ayToparo3omMa U BbUXOBY Qy3Hjy ca JIM3030MHUMa
(Settembre u cap., 2011). Mako je mTOR rsiaBHa kuHa3a oArosopHa 3a ¢pochopunanujy TFEB
y MNPUCYCTBY aMHUHOKHUCeJIMHA, NoKa3aHo je ga AKT HesaBucHo ox mTOR moxe pa
dochopunuuie TFEB v cipeuyu mweroBy TpaHcaokauujy y jegpo (Martina u cap., 2012; Palmieri
u cap., 2017). ®amusuja FOXO ce cactoju o yeTrpu yiaaHa (FOX01, FOX03, FOX04 u FOXO06).
AxtuBHOCcT FOX01, FOX03 u FOX04 npegomuHanTHO perysuiie AKT KkuHasa y oAroBopy Ha
curHase koju npeko RTK gonase of nHcysnrHa u dakTopa pacra. [lopeg Tora mto perysuiie
TpaHcKpunuujy reda, FOX01 Moxe fa nsasoBe ayTodarujy Ha TPaHCKPUIILIMOHO-HE3aBHUCaH
HA4MH: Yy YCJI0OBUMA OKCUJATHUBHOT CTpeca WiaH riagosamwa, FOX01 ce HakoH aneTtunnanuje y
nutocosy Besyje 3a ATG7 u Tako mocneulyje aytodarujy JUPEKTHOM HHTEPAKIMjOM ca
K/bYYHHM peryJjiaTopuMa 6uoreHese ayrodparosoma (Zhao u cap., 2010).

OKcUJATHUBHU CTpeC, JlaKJle, yTUYe Ha HajBaXKHUje perysatope ayrodaruje Koju oBaj
npoLec KOHTPOJIMIIY Ha TPAaHCKPUILMOHOM U MOCTTPAaHCKPUNLMOHOM HUBOY. Okcujanuja
ATG4 cipeuaBa oaBajarbe LC3-I1 ox PE, ycien yera ce oBaj KoMIJIEKC aKyMyJiMpa HA MEMOPaHU
darodopa u nocneunyje ce cTBapamwe aytodparozoma. PBK mory muxubupatu mTORC1 uau
aktuBanyjoM AMPK, mito noBoau ao aktuBauuje ULK1 koMmiekca, uau uaxubunujom AKT
kuHase. PBK cTtabunusyjy HIF-1a, omoryhaBajyhu My fja akTHBHpa LjU/bHe TeHe Mehy KojuMa
je u BNIP3 (enrus. BclZ-interacting protein 1) Koju ce KOMIeTUTUBHO Be3yje 3a Bcl2 u Ha Taj
HayuH ocsob6aha 6eksMH-1 3a nmokpetawe aytodaruje. Takohe, PBK peryaumy npouec
aytodaruje aktuBanujom MAPK curnasHor nyta koju yTuue Ha akTuBHOCT AP-1, FOXO u NF-
kB (eHrs. nuclear factor kappa B), TpaHCKpUNLUOHUX $aKTOpa KOjU UHAYKY]Y €KCIpPeCHjy
ayTodarHux reHa. Ayrodaruja Jasbe MOXXe aKTUBUPATH TPAHCKPUIIMOHe (aKTope KOoju
Y4eCTBYjy y aHTUOKCHUAATHUBHO] 3alITUTH hesidje U Ha Taj HAYUH CMakbUTH KoJauduHy PBK.
Ycnen cenektuBHe paerpagauuje Keapl (enrs. Kelch-like ECH-associated protein 1), y Ko0joj
nocpeayje p62, fosiasu Jjo ocaobabawa M akTUBaLMje TpaHCcKpunuuoHor ¢aktopa Nrf2
(enrn. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) u TpaHCKpUIILiMje TeHa YK/bYYEHUX Y
aHTUOKCUAATUBHU oArosop henuje. [lopexn Tora, ayrTodaruja Moxke YyTHULLATH HA CMambeHe
OKCHUJATUBHOT CTpeca peluKIupameM olrTeheHMX MUTOXOHJpPUja, TJ1aBHUX U3Bopa PBK y
henujama. Mako Ha pa3/sinuvMTe HauMHe JONPHUHOCHU MpeBasuiaxewy WTeTHUX epekaTa PBK,
ayTodaruja Koja ce jaBjba Kao Moc/jeauila OKCUJATUBHOT CTpeca MOXe OUTH JeCTPyKTUBHA
3a hesnuje y kojuma je aktuBupaHa (Ornatowski u cap. 2020; Redza-Dutordoir wu
Averill-Bates, 2021).

1.7.2. Ynora ayrodaruje y heauju

AyTodaruja ce KOHCTUTYTHBHO OJUrpaBa y hesujama kao feo 6a3asHor MeTabou3Ma,
oApxxaBajyhu xoMeocTasy Kpo3 06pajly HelmoTpebHUX WM oliTeheHux fiesioBa henuje. Okugau
ayTodaruje Moxxe OMTH M yHyTaphe/JujCcKU WM BaHhesIMjCKU CTpec pas3/IMYUTOTr MOPEKJIa,
NOMNyT IJa/loBakba U HeJJOBOJbHE JOCTYINHOCTH €HEPrHuje, XUIOKCHUje, OKCUJaTUBHOT CTpeca,
cTpeca eH/|0MJIa3MaTCKOT PeTUKYJyMa WJM arperanuje nporerHa (Ravikumar u cap., 2010;
Dikic u Elazar, 2018; Rangel u cap., 2021). O6HaB/babeM eHepruje U rpaJJUBHUX GJOKOBA
6uoMoJieKkysa, ayTodarvja moxke nomohu hesnujama ga oAroBope Ha CTpPECHE YCJIOBE U
y TOM CJy4yajy MMa LUMTONPOTEKTHBHY yJjory. MehyTum, y ciaydajy Kaja je mpeKOMepHO
aKTHBUpaHa, ayTodarvja Moxe ZieJIOBaTU U Kao aJITepHAaTUBHU Ny T heJsiujcke CMPTH U Taja ce
O03HayaBa Kao LUTOTOKCUYHA (Chen u cap., 2014). [Topes LM TONPOTEKTUBHE U LIUTOTOKCUYHE,
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npejjaxy ce joul ABa (QyHKIMOHa/lHA 06/MKa ayTtodaruvje, a TO Cy HeNpPOTEKTHBHA MU
nuTocTaTuyka ayrodaruja (Gerwitz, 2014).

Nako ce 6a3anHa ayTodarvja cMaTpa MeXaHU3MOM YK/bY4Y€HUM y KOHTPOJIy pacTa U
cynpecuje TyMmopa, yjora aytodardje y MaJuruoj TpaHchopMmaiuju, Nporpecujyu u Jedewy
TyMOpa je CJ0XXeHa W 3aBUCH OJi CTaAujyMa 060JIECTH, MUKPOOKpYKema TyMopa, Kao U
Jly’)KMHE U UHTEH3UTEeTa CTUMYJlyca KOM Cy MasIurHe hesuje ussoxeHe. Ayrodpariu oAroBop
JlejCTByje Kao cuUCTeM YHyTapheJsiMjcKe KOHTpOJIe KOjU NpeBeHHpa XpOoHUYHA ourtTehema
henuje u akymynauujy fedekaTta Koje npaTh MajurHa tpaicgopmanuja. Mnak, kaga ce henuje
MaJIMTHO u3MeHe, ayTodaruja 06e36ehyje pacT, mpexuB/baBake U MPOrpecHjy TyMmopa.
Takobe, ayTodaruja cmamyje OCET/HMBOCT Ha yHyTaphejMjcke M TepanujoM H3a3BaHE
yCJ0BE KOju 6U Tpebasio Ja NPOMOBHUILLY CMPT MaJUrHux hesnuja (Amaravadi u cap., 2019). ¥
yMepeHO CTUMYJIMCAaHUM YyCJIOBHMA, aKTHUBalMja ayTodaruje BOAU Ka OJpKaBamby
henuvjckor npexuB/baBamka Kpo3 CHabJieBawbe hesnje eHeprujoM. YKOJIMKO je Taj CTUMYJYC
HEKOHTPOJIUCAaH WJM NpOAYKeH, ayTodardja pesyiryje hesujckoM CMPTH Koja ce MOXe
O/IBHjaTH 3aBUCHO WJIM HE3ABHCHO O/] allONTO3E.

[TocToje nopauu aa ce, y oarosopy hesuja ravob6sactoma Ha TM3, ayTodaruja nokpehe
Kao IpoLec yCKO MoBe3aH ca 040paMOeHMM MeXaHU3MOM U Pe3UCTEHIUjOM Ha MPHUMeHmeHy
tepanujy (Elshazly u Gewirtz, 2023). Ca apyre cTpaHe, CBe je BHIlle A0Ka3a KOjU yKa3yjy Aa je
y Pe3UCTEHTHUM IJIMOMCKUM hesnjaMa ayToparHa akTUBHOCT CMakb€eHa, Te Jja 61 ce mpobJieM
pe3ucTeHIMje Ha CTaHJApAHY Tepamnujy Morao npeBasuhyM NpPHMEHOM ajijyBaHaca Koju
aKkTUBUpajy ayTodarujy y henujama ravobsaactoma (Palumbo u cap., 2012; Shi u cap., 2017;
Li v cap., 2018). lllTaBuiue, 6pojHe in vitro U in vivo CTyauje cy nokasaJje a je ayrodarudja
IJIaBHU MexXaHM3aM HealoNTOTcKe hesiMjcke CMPTU M3a3BaHe PajiMOTEPANIUjOM U TEpPANHjoM
TM3, rmaBHUM YHHHOLMMA CTAaHAAPAHOT POTOKOJIA Jieyera riauobactoMa. HakoH npumeHe
KJIMHHUYKUX [l03a 3pavyema, ayTodaruja ce jaB/ba paHuje (IpBU [laH) y OLHOCY Ha amoNTO3y
(tpehu pan). CmaTpa ce ja je, Mehy pa3juuuTUM 06JiMIIMMa heslujcke CMPTH UH/JAYKOBaHe
3paueweM, ojaBa ayTodaruje Hajuemha (Kanzawa u cap., 2004; Zhuang u cap., 2009; Torres
v cap., 2011; Zhuang u cap., 2011; Jo u cap., 2014). Kako cy xeMro- ¥ pajuoTepanyja CoperHyTe
TOKOM Jiedyera IJIM00J1acTOMa, areHCH KOju UMajy CIIOCOOHOCT Jla MoAyJully ayTodarujy y
IpaBlly HbeHe peKoMepHe aKTHBalldje, ca U/beM Jl0CTHU3amwa ayTodarHe hesuvjcke cMpTH,
MOIJIM OM UMaTH NOTEeHLUjasl 3a yHanpehemwe KIMHUYKOT UCX0/ja Tepalnuje rimobaacToma.

Hako je cnoco6noct M/l u kombuHanuje AK+M/| na nsa3oBy ayTodarujy nokasaHa y
paHUjuUM CTy[HjaMa, OIpeyHa Cy TyMadyema yJjore ayrodaruje Kojy 0BU TpeTMaHHU U3a3UBajy y
pa3/IM4MTUM hesivjcKUM M eKciepUMeHTaTHUM nocTtaBkaMa (Singh u Czaja 2008; Wang u cap.,
2010; Czaja, 2011; Tomasetti u cap., 2012; Yu, u cap., 2012; Gilloteaux u cap., 2014; Borgne u
cap., 2017; Galati u cap., 2019; Miyai u cap., 2019; Guizzardi u cap., 2020). Jlok je ayTodaruja
Kojy je M/l n3asBao y HeLa henujckoj 1vHuju kapyrHoMa rpavha matepuue, U937 hennjama
JAUGY3HOT XUCTUOUUTUYHOT JIMM$OMa U UMOPTAJM30BaHMM XeNaTOLUTHMa MalioBa MMaJia
UTONPOTEKTUBHY yJsory, y C2C12 mMumjum muob6sactuMa M/ je M3a3Bao LIUTOTOKCUYHY
aytodarujy (Wang u cap., 2010; Yu u cap., 2012; Borgne u cap., 2017; Galati u cap., 2019). U y
ciaydajy kom6uHoBawa AK u M/], y siuTepaTypu Cy ONHMCAHU Pas3/JUYUTH QYyHKIMOHAIHU
o6y aytodaruje. Ayrodaruja uHaykoBaHa komb6uHanujom AK+M/l je y PC3 xymaHuM
henvjaMa kapuuMHOMa MpocCTaTe JesioBajla IIMTONPOTEKTUBHO, a/ld HUje MMaJjia yTULdj Ha
npexuB/baBatbe MCF7 hennja xymaHor kapuuHoma Aiojke (Beck u cap., 2009; Tomasetti u cap.,
2012). BaxxHo je HanmOMeHYTHU Ja je ysora aytodaruje nsa3paHe komo6uHanujom AK+M/l y
hesnuvjckoj cMpTH, OJHOCHO MpeXHUBJ/baBaky, UCTPaKMBaHa caMo noMohy ¢apMakoJIOUIKKUX
uHxubuTopa ayrodaruje (Beck u cap., 2009; Tomasetti u cap., 2012), 3a koje je mo3HATO Jja CBOj
yTULaj Ha hesMjcKy BUjaOUJIHOCT MOTY OCTBapHWBaTU M HE3aBUCHO 0/, ayTodarHor npoieca
(Wu u cap., 2010; Harhaji-Trajkovi¢ u cap., 2012; Stamenkovi¢ u cap., 2019).
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MoJsieKyJlapHU MeXaHHU3MU KojuMa Komb6uHainuja AK+M/l wu3asuBa ayTtodardjy,
Kao U yJiora OKCUJATHUBHOT CTpeca y OBOM MIpPOLeCY, 0 cafia HUCYy UCNUTHUBaHU. Takobe, join
yBeK HHUje HUcTpakeH edpekaT koMmbOuHanuje AK+M/l Ha uHAykuujy aytodaruje y U251
hesnujaMa xymaHor rjino6s1acToMa, Kao HA MOTyhy yTULaj HA BbUXOBO NpexxuB/baBame. [lopes
HaBeJleHUX HeMO3HaHMUIA, NMpeJMeT OBe JOKTOPCKE AucepTaluje je OUI0 U UCIUTUBAHE
ytunaja M/l u kom6uHanyje AK+M/l Ha akTuBHOCT AKT u JNK krMHa3a, BaXKHUX KOMIIOHEHTHU
CUTHAJIHUX [TyTeBa KOjU Cy BEOMa YeCTO U3MeHeHHU y riimobsactoMmuMa. C 063MpoM Ha TO Ja je
3HayajaH aHTUrIKo6acToMcky epekaT muxubuTopa PI3K/AKT/mTOR u MAPK/JNK nokasan
Ha henujckuM U aHUMaNIHUM MoJenuMa rauobsacroma (Cheng u cap., 2012; Matsuda u cap.,
2012; Vo u cap., 2014; Rios-Marco u cap., 2015; Narayan u cap., 2017; Song u cap., 2019; Wu u
cap., 2020), Mmoay/ianMja OBUX CUTHAJIHUX IMyTeBa MHXUOWTOpPUMA KHMHAa3a UCIOHTAHA je Kao
NOTeHIMja/IHA cTpaTeryja 3a nopehawe TokcuyHoctu M/l u kombuHanyje AK+M/] y KyaTypu
U251 henuja.
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Ln/beBUu

UcTpaxkuBame CIpOBEJ€HO Y OKBUPY OBE JOKTOPCKE AHcepTaluje 6UI0 je yCMepPEHO

Ka caefehum nu/beBUMa:

HcnutaTh UUMTOTOKCUYHOCT KoMOuHauuje AK u M/l y kynatypu henuja xymaHor
ravo6aactoma U251.

UcnutaTu Tn henujcke CMpTH UM MoJieKyJlapHe MexaHHW3Me IIMTOTOKCUYHOT JlejcTBa
kombuHanuyje AK+M/l y kyatypu U251 henuyja.

Ucnuratu yuory aytodaruje y ogropopy U251 hesnuja Ha LUTOTOKCUYHY aKTUBHOCT
koMbuHanuje AK+M/I.

UcnutaTtu ytunaj uuxuburopa AKT kuHase - 10-DEBC u unxubutopa JNK kunHaze -
SP600125 Ha unutoTtokcuyHoct M/l u AK+M/lI u MoJsiekysapHe MexaHU3Me
nocpeactBoM kKojux 10-DEBC u SP600125 yTuuy Ha ucxon tpetrmana M/l u AK+M/l y
kyatypu U251 henyja.

HcnuTaTu yTU1aj TojeIMHAYHUX U KOMOUHOBaHUX TpeTMaHa M/l, AK+M/l, 10-DEBC u
SP600125 Ha BujabusHOCT xyMaHux ¢ubpobaacta MRC5, kao Moaesa MaJurHo
HeusMemweHUX henuyja.
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3.1. Ypebhaju u copTBepu

AyToOMaTCKM 4YMTa4 MHUKpPOTUTapckux Iioya (Sunrise, Tecan, /Jlop3et, Besuka
Bputanuja), CmpuSyn coptBep (https://www.combosyn.com), CO2 uHKy6aTOp 3a rajeme
henujcke kynaTtype (Esco Lifesciences, Xopiiam, [leHcunBanuja, CA/l), ”HBEpTHHU MUKPOCKOII ca
dasHuM koHTpacToM Leica DMIL, onmpemsben Leica Application Suite (Bep3uja 2.8.1)
copTBepoM (Leica Microsystems, Beusiap, Hemauka) u Leica Microsystems DF320 kamepom,
ypebaj 3a cHumame hesnnja Bio-Rad ZOE (Bio-Rad Laboratories, XepkyJuiec, Kanudopnuja, CAZ),
bsyopeciieHTHU MUKpockon Zeiss Axiovert (Zeiss, ObepkoxeH, Hemauyka), y1TpaMUKpPOTOM
Leica UltraCut UCT (Leica Microsystems, Benyiap, Hemauka), TpaHCMHUCUOHHM €JI€KTPOHCKH
mukpockon Morgagni 268D (FEI, Xunc6opo, Operon, CA/l), kamepa MegaView III CCD
onpeMmsbeHa ITEM codTBepom (Olympus Soft Imaging Solutions, Munctep, Hemauka),
FACSCalibur ca CellQuest Pro copTBepom (BD Biosciences, Xajaen6epr, Hemauka), FACS Aria
[Il onpemsbeH FacsDiva 6.0 coptBepom (BD Biosciences, @pemonT, Kanudopnuja, CA/), Flow]o
copTBep (Tree Star, Inc., Emtana, Operon, CA/l), anapaTypa 3a BepTHKaJIHO eJ1eKTPodOopeTCcKo
paszBajamwe npotenHa (Hoefer Inc, Xoaucron, Macauycetrc, CA/l), amapaTypa 3a MOJIyCyBU
TpaHcdep (TE 70 Semi-dry transfer unit, Amersham Biosciences, Jluta YandoHrT,
Benvka bBpurtanuja), ChemiDoc Imaging System (BioRad), iBright™ CL1500 Imaging
System (Invitrogen, Kapnacban, Kanudopuwuja, CA/l), Image] padyyHapcku mnporpam
(https://imagej.nih.gov/ij/, National Institutes of Health, Bertecma, Mepuneng, CA/),
GeneQuant Pro cnektpodotomerap (Biochrom Ltd., Kem6pui, Besnuka BpuTanuja),
Mastercycler Gradient, Realplex? Mastercycler (o6a Eppendorf, Xam6ypr, Hemauka).

3.2. heaujcke JuHMje, in vitro KyaTuBauuja hesvja u TpeTMaHHU

Peazencu, pacmeopu u mamepujaa: RPMI 1640 (eur. Roswell Park Memorial Institute
Medium 1640, RPMI), cepym ¢eTyca roeyeta (eHrJ. fetal bovine serum, FBS), L-rayTamMuHs,
HaTPpUjyM NUPYBAT, aHTHUOUOTUK-aHTUMUKOTUK pacTtBop (105 U/L menunuauy, 100 mg/L
crpentoMunvl, 0,25 mg/L amdoTepuuuH b), TpuncuH/eTuUJeHJHMAaMUHO TeTpacupheTHa
kucenrHa (EDTA) (cBe Capricorn Scientific GmbH, E6cgopdeprpyns, Hemauka), Tpumnas niaBo
(Sigma-Aldrich, Cent Jlyuc, Mucypu, CA/l), PBS (eurs. Phosphate Buffered Saline, PBS - 10 mM)
NazHPO4, 2 mM KH2POs, 2,7 mM KCl, 137 mM NaCl pH 7,4 (Llentpoxem, Crtapa Ila3o0Ba,
Cp6uja), ackopbuHCKa KuHceJaWHa, MeHaauoH, Z-VAD-FMK, Q-VD-OPh, craypocnopus,
3-metunaseHud (3MA), amonujym-xjsopup (NH4Cl), 6adunomunun Al (BAF), Tpexasiosa
(TREH), N-aperunauucrerH (NAC), 1,9 nupasononatpon (SP600125) (cBe Sigma-Aldrich),
10-DEBC xupgpoxsopua (10-DEBC) (Tocris Biosciences, Bpucrtosn, Benuka BpuTtanuja),
uHcysvH (Novartis, bases, lIBajuapcka). ¥ ekcnepuMmeHTHMa cy KopuiuheHe [leTpujeBe
nocyze npedyHrka 100 mm 1 60 mm, NOJMCTUPEHCKE IJIOYE Cca pa3JIMYUTUM OpojeM OyHapa
paBHOTr /JiHAa, Kao W MOJIMNPONUJIEHCKe Tyb6e KOHYyCHOr AHa 3ampeMuHa 15ml u 50 ml
npousBobhaua Sarstedt (Hum6pexTt, Hemauka).

Kao Mozenu 3a ucnuTHBame NOTEHLMja/IHOT LIUTOTOKCUYHOT [iejcTBAa Pas/IMYUTHUX
TpeTMaHa KopuuiheHe cy ajxepeHTHa hesvjcka JiMHHja xyMaHor rJuvo6sactoma U251,
KynsbeHa oJ; EBponcke kosnekuuje henujckux kyatypa (Cancoypu, Benuka Bputanuja) u
aaxepeHTHa hesnujcka JsuHMWja ¢eTanHux miayhHux ¢ubpob6sacta MRC5, kymbeHa of,
AmMepuuke koJsieknuje henujckux qrHuja (American Type Culture Collection, ATCC, MaHacac,
Bunckoncus, CA/l). henujcke JMHUje cy YyyBaHe Y TEYHOM a30Ty (Ha TeMmmnepartypu -196°C).
henuje cy onMp3aBaHe y ckJiajly ca CTaHJapAHUM NpoTokoJioM. Kyatypa henuja je ogpaBaHa
y HHKy06aTOopy y ycJioBUMa BiaxkHe aTMocdepe TeMnepaType 37°C, ca koHlieHTpanujom CO2 of
5% (y ma/peM TEeKCTY MHKyOaLHja).
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3a kynTuBanujy henuja u uspajly ekcliepuMeHaTa KopuliheHe Cy MOJMCTUPEHCKe
[leTpujeBe mocyae U MOJUCTUPEHCKe IJIOYE Ca Pa3JIMYUTUM OpojeM OyHapa paBHOT [HA,
npezBubeHe 3a paj, ca aixepeHTHUM heJsiMjcKUM JiMHUjaMa. HakoH oaMp3aBama, hesnuje cy
KyJTuBUcaHe y [leTpujeBUM nocyaama npeyHuka 100 mm, a kao MeAUjyM 3a KyJTHUBaALUjy
kopuwhen je RPMI 1640 ca popgatkom 5% (3a U251) mam 10% FBS (3a MRC5), 2 mM
L-rnmyramuHa, 1 mM Hatpujym nupyBata U 1% aHTHOHOTHUK-aHTUMUKOTHK pacTBOpa.
[To goctusamwy 80% koHdyeHTHOCTH hesuje cy ca noBpiuuHe [leTpujeBe nocyze 3a Kojy cy
aJixepupaJie ojJiellJbrBaHe ynotpe6om pactBopa Tpuncul/EDTA. [loToM cy neHTpudyrupasne
(500 g/5 munyrta/22°C) u pecycnennoBaHe y Meujymy. HakoH Tora je ogpehuBan 6poj henuja
y CyCleH3Uju KyJITUBALMOHOT MeJIujyMa Kako OU, 3a moTpebe Ja/buX eKcrepuMeHara, henuje
6uJie 3acejaHe y oJroBapajyhemM 6pojy y oJHOCy Ha MOBPUIMHY CyJia y KOMe Cy rajeHe. Y3opak
henujcke cycnensuje 6ojeH je 0,1% pactBopom 60je Tpumad miaBo y PBS, cynpaBuTtanne 6oje
Koja yJsasu y hesvje ca HapyluleHMM UHTerpuTeToM hesnujcke MeMOpaHe, 10K MBe hesuje
ocTajy Heo60jeHe. OBUM je oMoryheHo BU3yeJIHO pa3/IMKOBa€e >KUBUX U MPTBUX hesivja TOKOM
6pojama. O60jeHU y30pak hesujcke cycrneH3uje je HAJIMBAH HA MPEXUIy XeMOIIMTOMETpa U
KUBe hesiuwje cy mnpebpojaBaHe TMOJ YBeJHWYAaHEM CBETJIOCHOT MHUKpPOCKoma ca (pasHUM
KOHTPACTOM.

3a TecToBe BUjabUJIHOCTH hesvje cy 3acejaBaHe y mjiode ca 96 6yHapa y rycTuHU 1x104
hesnuja mo 6yHapy. AHa/iu3e Ha NPOTOYHOM HUTOPJyopuMeTpy pabeHe cy Ha hesujama
NpPEeTXOAHO 3acejaHUM y IIode ca 6 OyHapa y ryctuHu 2,5x10°> hesuwja mo 6yHapy. 3a
eJIeKTpoHCKYy MUKpockonujy, RT-qPCR u umMyHo6/10T aHanu3y 3acejaBaHo je 1x10° henuja y
[leTpujeBe nocyse npedyHruka 60 mm. 3acejaHe hesivje cy HakoH 24 yaca MHUpOBakba TpeTUPaAHE
ACKOPOMHCKOM KHCEJMHOM, MEHaJMOHOM U HHUXOBOM KOMOMHaLWjoM. 3a JeTa/bHUje
UCIIUTHBabe edeKkaTa HaBeJeHUX TpeTMaHa hesivje cy u3jiaraHe JiejcTBUMa MHXUOUTOpA
kacnasa (Z-VAD-FMK u Q-VD-OPh), akTuBaTopa amnomnTo3e (CTaypOCHOpPHH), MHXUOUTOpA
aytodaruje (3MA; NH4Cl; BAF), aktuBaTtopa aytodaruje (TREH), unxubutopa AKT kuHazse
(10-DEBC, nepudosun), akruBatopa AKT kunHaze (uHcysnuH), unxubutopa JNK kunHaze
(SP600125) nnu antrokcugaHca NAC. /leTa/bHY ONKUCU TpeTMaHa HaBeLeHU Cy y OKBUPY
rpadUYKUX NpHKasa J00HUjeHUX pe3yJiTaTa.

3.3. TectoBu 3a oapehuBame hesmjcke BUjaGUITHOCTH

Peazencu u pacmeopu: 3-(4,5-auMeTUNTHAZ0-2)-2, 5-AUPEeHUNTETPA30IUjYM OPOMUT,
(MTT), kpucran Buoset, auMmetuiacyapokcun (DMSO) (cBe Sigma-Aldrich), metanou,
cupheTHa kucesnnHa (Zorka, llabar, Cp6uja).

[loTeHUHjaJHU LUTOTOKCUYHU edeKkaT pasMYMTUX TpeTMaHa WCIUTaH je
KOJIODUMETPHjCKUM TeCcTOBMMa hesiMjcKe BUjaOWUIHOCTH, OAHOCHO ofpehuBameM crole
npeXuBJ/baBama hesvja UcKa3aHe Kpo3 OJHOC Opoja kMBUX hesidja MPUCYTHUX Y KyJTypaMa
MHKyOUMpaHUM Yy MNPUCYCTBY U OJACYCTBY HCIUTUBAHUX TpeTMaHa. bpoj »xuBux hesuja
oapebuBaH je UHAUPEKTHO — oApehuBameM MeTabosMuKe aKTUBHOCTHU hesuja nomohy MTT
TecTa U JUPEKTHO - 60jerweM hesnja kpucTas BUoJIeT 60joM Koja ce Be3dyje 3a npoTerHe U JJHK.
Pesysntatu MTT u KpucTtas BUOJIEeT TeCTa Cy NPUKa3aHU Kao MPOLieHTyaJHa 3aCTyII/beHOCT
»KUBUX hesja y oAroBapajyhum TpeTMaHUMa Y OJJHOCY Ha HeTpeTUPaHe, KOHTPOJIHe hesnuje,
YyHja je BUjabUIHOCT apOoUTpapHO y3eTa kao 100%.

3.3.1. MTT TecT

MTT TecT ce 3acHUBa Ha peakiydju peaykuuje MTT, TeTpa3oiujyMcKe CoJH KyTe 60je,
Jl0 HepacTBOPJ/bUBUX, JbyOMYACTO 000jeHUX KpucTasa ¢opmaszaHa. Kartanusatopu oBe
peakluuje Cy AexuJporeHa3e MMUTOXOHJpPHja KOje Cy aKTUBHe y XUBUM hesaujama. Crora,
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VMHTEH3UTeT pa3BUjeHe JbybuuyacTe 06oje, JoOMjeHe pacTBapawmeM KpucTaja ¢popmasaHa,
yKa3yje Ha MeTab0JIMUKYy aKTUBHOCT aHaJIM3UpPaHUX hesvja U IUPEKTHO je MpOoIMopLMoHalaH
6pojy *kuBux henuja (Mosmann, 1983).

[lo ucteky nHKyOa1yje hesnuja ca oaroBapajyhum TpeTMaHMMa, O/ICTPakbEH je MeJUjyM
U 6yHapu cy ucnpanu PBS nydepom kako 6u ce usbersie HecnenuduyHe peakiuje usMehy
ackopbuHcke kucenuHe u1 MTT pacTBopa, Koju je MOTOM foJaT y OyHape y KOHLiEHTpaLuju
0,5 mg/ml. Unky6anuja hennjay MTT pacTtBopy je Tpajasa 1 cat Ha TemnepaTtypu 37°C. HakoH
Tora, pactBop MTT je yknomweH u gozart je DMSO, nosapHu pacTBapay KOjUM Cy paCTBOPEHH
JlobujeHU KpUcTaiu popMalaHa. UHTeH3uTeT pa3BujeHe 00je je MepeH moMohy ayToMaTCKOT
yyMTaya MUKPOTUTAPCKUX I1J104a, IPU TaJACHOj AYKUHU cBeTJIocTh 570 nm.

3.3.2. KpucraJs BHOJIET TECT

Kpucran BuHoJIeT je KaTjoHCKa 60ja Koja ce Be3yje 3a HeraTHUBHO HaeJleKTpPHCaHe
henujcke mosekysie kao mwrto cy JHK u nporennu. OBaj TeCT ce KOPUCTU 3a oJipehrBambe
henujcke BUjabUIHOCTU aiXepeHTHHUX hesujcKUX IMHUja. 3aCHMBA Ce HAa BbUX0BOj OCOOUHM /13,
Ka/la Cy *)KUBE, 0CTajy 3aJiellJbeHE 3a NOAJI0TY MUKPOTHUTAPCKE IJI0YE, 10K ce hesuje kKoje yMupy
OJ1, ’be O/IJIeNJbYjy U OUBAjy UCIIPAHEe y KOpallMMa Koju npeTxoje 60jewy. Tako je MHTEH3UTET
pa3BUjeHe 060je AUPEKTHO MPONOPLMOHAIaH Opojy »KUBUX hesvja y KyJTypH.

HakoH ucTeka TpeTMaHa U3 GYHapa MUKPOTHUTAPCKE MJIOYE je YKIOHEH MeAUjyM ca
henujama koje cy ce ojJjenuse oJ NOJAJIOTe, a NpeocTaje MpTBe hesdje cy yKIOHmeHe
ucnupaweM OyHapa PBS nmydepom. MoHocnoj agxepeHTHUX hesnuja je 3aTuM ¢uKcHpaH
MeTaHO0JIOM TOKOM 15 MHUHyTa Ha coOOHOj TeMMepaTypH, HAKOH yera cy henuje 6ojeHe 10%
pacTBOpOM KpUCTaJ BUOJIeT 6oje, Takohe 15 MHHyTa Ha coOHOj TeMnepaTypu. boja koja ce
HUje Be3aJia je TeMe/bHO MCIpPaHa BOJOM, 2 HAKOH cyllewa 6yHapa 060ja Koja ce BesaJja 3a
hesnuvjcke cTpykType pacTBopeHa je 33% pacTBopoM chpheTHe KuUceJinHe y BoAu. UHTeH3UTeT
pasBUjeHe MJaBO-bybuyacTte 6oje je oJpeheH MepeweM abcopbaHIle CBETJIOCTU TajlaCHE
ayxkvHe 570 nm Ha ayTOMaTCKOM YHTauyy IJio4a 32 MUKPOTHUTpALMjy U JUPEKTHO je
NpOoINOopIMOHalaH 6pojy aiIxepeHTHUX, )KUBUX hesuja.

3.4. MaTeMmaTHM4Ka aHa/IM3a UHTEePaKILHje aCKOPOUHCKe KMCe/IMHe M MeHaJuOHa

EdekaT TpeTMaHa Koju noJjpasyMeBa UCTOBPeMEHY IPUMEHY /iBa areHca orJeja ce y
BPCTHM HMHTEpaKLMje KOojy OHM MelycoOHO ocTBapyjy, a Koja MOxe OWTHM aHTaroHMCTHYKa,
aIMTUBHA WJIM CUHEPTUCTUYKA. Y C/Iy4yajy aHTarOHUCTUYKOT TUIIA UHTepaKLuje, epUKaCHOCT
jeJHOT areHca ce yMamyje y IpUCyCTBY APYror, JOK alMTUBHU THUIl UHTEepPaAKIYje NoJpa3yMeBa
Jia je yKynHU edeKaT 3ajeJHUYKH IPpUMeHhEeHUX areHaca jelHaK CyMH lbUXOBUX M0jeJUHAYHUX
edpekaTta. /lejcTBO JBa areHca je CUHEPrUCTUYKO Kaja edekaT HHUXOBE KOMOHWHaIlWje
npeBasusa3u Cymy edekaTa Koje OCTBapyjy KaZa ce NpUMeEHe Kao MojeJJUHAaYHU TPeTMaHHU
(Chou, 2006) .

Y uu/by KBaHTUTATHBHE aHasu3e y3ajaMHor AejctBa AK u M/I, henuje cy TpeTupaHe
NojeIMHAYHUM Jl03aMa CBAKOI areHca U HbUXOBUM oJroBapajyhuMm koMm6buHanujama. bpoj
KUBUX hesdja je ogpeheH KpucTas BHOJIET TECTOM a BPeJHOCTH KOMOHWHATOPHOT MHJEKCa
(enrs. combination index, Cl) koje yka3yjy Ha cuHepructuuky (Cl<1), agutusny (Cl=1) uau
a"ntaroHuctuuky (CI>1) wuHTepakuujy wuspauyHaTe cy mnomohy Yo-Tananaj w™ertone
(Chou u Talalay, 1984), ynotpe6om CompuSyn copTBepa (https://www.combosyn.com).
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3.5. CBeT/IOCHAa MUKPOCKONHja

Mopdodosouike npomeHe henuja xymaHor ruavo6sactoma U251 cy aHanusvpaHe Ha
MHBEP3HOM MHUKpockony ca ¢a3HUM KoHTpacToM Leica DMIL koju je ompemsbeH Leica
Application Suite copTBepoM (Bep3uja 2.8.1) u Leica Microsystems DF320 kamepom, uiu
nomohy Bio-Rad ZOE ypebhaja 3a cHuMame henuyja.

3.6. TpaHcMHCHUOHA eJIeKTPOHCKA MUKpockonuja (TEM)

PeazeHcu u pacmeopu: riyTapaajexu/[i, KaKoAWJaTHU Nydep, 0CMHUjyM TETPOKCUJ,
ypaHUJ aneTaT, eNoKCUAHA CMOJa, TOJYyUJUH-IJIaBO, 0J10BO LuTpaT (cBe Sigma-Aldrich),
eTaHoJ (Zorka).

AHanr3a MOp}OJIOLIKKX KapaKTEPUCTHUKA U YATPACTPYKTypHUX npoMeHa U251 hesnuja
XyMaHor TrJvo6JsiacToMa usaoxeHux TperManuma AK, M/l u AK+M/l ypabeHna je momohy
TPaHCMUCHUOHOT eJIeKTPOHCKOT MUKpockona. HakoH ucreka ogrosapajyhux tpermana henuje
cy ucnpaHe nomohy PBS, TpuncuHusoBaHe U nieHTpUudyrupaHe y oropapajyhum enpyserama
(500 g/5 munyTa/22°C). Tanosu cy pecycneraoBadu y 1 ml PBS u noHoBo neHTpudyrupaHu
py UCTUM ycaoBuMa. [loctynak ucnvpamwa hesnvja y PBS je noHOB/beH yKyIIHO TpH MyTa, IPU
yeMy cy hesinje TOKOM nociefmer UCnupamwa LeHTpUudyrupaHe y MUKpoTy6ama, Npu MamO0j
6p3unu (200 g/5 munyta/22°C). CynepHaTaHT je MNaXX/bUBO OJCTpameH, a Ha hesujcKu
Tajsor je HaauBeH 3% rJyTapasfexuj, IITO je 6M0 NpBU Kopak ¢ukcauuje henuja.
dukcupamwe y riayTapalajexuay je Tpajanao HajMaike 48 h M NpeKHUHYTO je MeTOMHUHYTHUM
neHTpupyrupamweM npu 6p3uHu 150 g. CynepHaTaHT je YKJIOWEH, a Tajaor ca henujama je
ucnvpaH 5 MuUHyTa KakoAuaaTHUM nydepom (1ml, pH 7,3) u 3aTtum je MNOHOBO
nentpudpyrupad (150 g/5 munyrta/22°C). HakoH TpPOCTpPYKOT HCNHUpamba YCIeAuo je APYru
Kopak ¢ukcanuje u To nomohy 1% pacTBopa 0CMHUjyM TeTPOKCH/A KOjH je HaJIMBEH Ha TaJIoT
¥ MHKyOWpaH caT BpeMeHa Ha 4°C, a MOTOM TpHU MyTa UCIpPAH HAU3MEHUYHUM Ha/IMBAHEM
KakoAuJaTHor nydepa u neHtpudpyrupamwem (150 g/5 munyrta/22°C). Tanosu cy npesuBeHH
cano 1 ml 0,5% ypaHus aneraTta v MHKyO6UpaHu npeko Hohu Ha 4°C. YpaHuJI alleTar je Cay,uo
Kao KOHTpAcCT. Y HaAcTaBKy NHpoueAype TaJo3U Cy JAeXUJpaTUCaHW NPUMEHOM rpajvjeHTa
pactyhux koHueHTpauuja etaHosa (50%, 70%, 90%, 100%). OBako gexujpaTHCAaHU Y30PLH
Cy Za/be KaJyIJbeHU Y eMOKCUAHOj cMoJiy, cylieHu Ha 60°C TokoM 24 h 1 moToM ceyeHHU Ha
yatpamukpotoMy Leica UltraCut UCT. Hajupe cy HanpaB/beHU CEMUTAHKH MCEUYLIU KOjU Cy
nocjie 6ojema TOJYUJAUH-IJIABUM KopuilheHW 3a oJabup JesioBa oJi Kojux he OUTH
HalpaB/beHU yJATPAaTaHKW HUCEeYLU. YITpAaTaHKU HCeYlUd Cy MO3WIMOHMpPAaHU Ha OakapHe
MpexXHlle U KOHTpAacTUpPaHW YpaHWUJ aleTaTOM M 0JIOBO LUTpaToM. JloGujeHu y30puu Ccy
aHa/JM3UpaHW TMoMONy TPaHCMHUCUOHOI eJIEKTPOHCKOI MHMKpockona Morgagni 268D.
Mukporpaduje cy HanpaB/beHe kamepoM MegaView Il CCD onpemsbenom iTEM codpTBepom.

3.7. lIporoyHa uuTodayopumMeTpHja

PeazeHcu u pacmeopu: aHeKcUH V KomwyroBaH ca (JyopecledH HM30THOILMjaHATOM,
y AameMm Tekcty aHekcuH V-FITC (enrs. fluorescein isothyocianate, FITC; BD Biosciences,
Xajmen6epr, Hemauka), nmponuaujym joauz (eurs. propidium iodide, PI), JC-1 (5,5,6,6'-
TeTpaxJiopo-1,1',3,3'-reTpaeTnn6eH3umMmuja3on kap6oryjanuld joaus), (o6a Sigma-Aldrich),
ApoStat (R&D Systems, Muneanosuc, MwuHecora, CA/]), muxujapoposamMuH 123 (eHr..
dihydrorhodamine 123, DHR), MitoSox Red u sin3otpekep upBeHo (eHr.. LysoTracker Red DND-
99, LTR) (cBa Tpu ox Thermo Fisher Scientific, Bontam, Macauycetc, CA/L).
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AkTuBalMja Kacnasa, TpaHca0Kaluja ¢ochaTuanIceprHa ca IUTOCOJIHE Ha CIIOJballllby
cTpaHy hesnuvjcke MeMbpaHe U oumTehewa MeMbpaHe, Kao Jorahaju KapaKTEPUCTUYHU 3a
henujcky cMmpT, 3aTuM, akymysauuja PBK y nurTocony M y MUTOXOHZApHjaMa, IpOMeHe
NOTeHNMjajla MeMOpaHe MUTOXOHJpHja U MojaBa Kucenux Be3ukysa y U251 henwujama,
UCIIUTUBAHU Cy METOJIOM NpoTouHe nutopayopumetpuje (eHrs. Fluorescence-Activated Cell
Sorting, FACS). Kopumthenu cy anapatu FACSCalibur ca CellQuest Pro copTBepom u FACS Aria
[II onpemsben FacsDiva 6.0 copTBepoM, a A0OUjeHU pe3yJTaTU Cy aHAJU3UPAHU MoMohy
FlowJo codTBepa. AHasu3a CBakor MmojejUHAYHOr y30pka ob6yxBaTasa je 10000 henwuja
NpeTXOAHO obesie)XeHUX OoAroBapajyhum ¢uiyopoXpoMuMa KOjU Cy, ycCJae[ eKCLuTaluje
ynaJlJHUM 3paKkoM CBeTJIOCTH oJipeheHe TasiacHe Ay»KHHe, TOKOM Bpahawa y OCHOBHO CTame
eMUTOBaIU (pyopeclLeHLy ogroBapajyher UHTeH3UTeTA.

3.7.1. AHa;1M3a anonTo3e U HeKpo3e henuja

[IpucycTtBo hesuja y KojuMa cy UCIUTUBAHU TPeTMaHU MOKPEHYJIM NPOLeC alonTo3e
WJIM HeKpo3e oipehHBaHO je UCTOBpeMeHUM obesiexxaBambeM henuja puyopoxpomuma Pl u
aHekcuH V-FITC u aHa/su30M eMUTOBaHUX (QJIyOpeCUEeHTHUX CUTHajJa noMohy HNpOTOYHOT
nutodayopumerpa. MctoBpemeHo 6Gojewe hesnvja ¢uyopecueHTHUM 6ojamMa Koje HMajy
apuHUTET Be3rWBamwa 3a pa3JIMUUTE MOJIEKYJIe NpyKa MOTYNHOCT pas/iMKoBamwa hesuja Koje
npoJia3e Kpo3 paHy ¢asy amnonTtose, KacHy ¢a3zy anomntose (y JUTepaTypu Mo3HATa U Kao
CEeKYHJApHa HeKpo3a) WJM Kpo3 HeKpo3y, Kao u MoryhHocT ojpebhuBama mwHXOBe
3aCTYIJbEHOCTU Y YKYIIHO] momnyJjanuju hesuja aHanmu3upaHor ysopka. [IpoTeumHCKH [eo
a"HekcuH V-FITC kommsiekca, aHeKcUH V, ce BHUCOKMM aUHUTETOM Be3yje 3a OCTaTKe
dochaTuauiceprHa Ha CloJballlkbOj CTpaHU hesvjcke MeMOGpaHe OYYBaHOI MHTErpUTETA
(pana ¢asa amomnTo3e), UM 3a OHE HA YHYTpallkhOj CTPAHU KaJla je HHTErpUTET hesujcke
MeMbOpaHe HapyuieH. /lo omtehewa u nepmeabusausanuje henuvjcke meM6paHe [J0J1a3ud y
KacHUjUM ¢azama anonTo3e, KA0 U TOKOM mpoieca Hekpo3e. Omrehewa Ha hesnujckoj u
jenapHoj MmeMmbpanu omoryhaBajy aa Pl yhbe y henuje u Bexxe ce 3a [JHK (kacHa ¢a3za
arnonTo3se/HeKpo3a). YciaeJ eKCUUTalnuje KOXEePeHTHHUM, MOHOXPOMATCKHM 3paKoM
cBeTsioctd, aHekcuH V-FITC ¢ayopecnupa 3eneno (FL1), gox Pl emutyje upseny (FL2)
dayopecuenny. Ha oBaj HauuH je Moryhe, y oKBUpY yKynHe nonyJsanyje henuja, pasJimkoBaTH
henuje Koje ce y KBaZjpaHTHMa TAa4KacTOT AujarpaMa (eHrJ. dot plot) npukasyjy Kao 3/paBe
(aHekcuH /PI'), paHo anonToTU4He (aHeKCUH'/Pl) M KacHO amONTOTHYHE WJU HEKPOTUYHE
(anekcun*/PI+).

[lo ucreky ojromapajyhux TpeTMaHa hesuje cy ojsiensbeHe oJ mojJjore nomohy
Tpuncul/EDTA, npebaueHne y oarosapajyhe FACS enpyBeTe y kojuMa cy neHTpudyrupaHe
(500 g/5 munyrta/22°C) v ucnpasne y 1 ml PBS. Anekcun V-FITC (2 pug/ml) u PI (20 pg/ml) cy
npunpemsbeHd y 100 ul aHekcuH Besyjyher mydepa M MHKyOHMpaHU ca hesujama y Mpaky,
15 munyTa Ha 37°C. HenocpejHO npe aHa/IKM3€e Ha TPOTOYHOM LHUTODIYOPUMETPY Y CyCIIEH3U]Y
henuja je gopato jomr mo 400 pul nydepa. PesysraTtu cy npukasaHU y BUJY TadKacTor
JiyjarpaMa, y3 IMpOLEHTYaJHy 3acTyNJ/beHOCT oAroBapajyhux henujckux mnomyJsandja y
YKYIIHOM Opojy aHa/iu3upaHux hesuja.

3.7.2. Mepeme aKTUBHOCTH Kacnasa

AkTuBalLMja Kacnasa npejcTraB/ba K/bYYHH Jorahaj y mporecy anonTtose, HEONXOJaH
3a KOHTpOJIMCAHO oO/iBUjatbe hesnujcke cMpTU. CHOCOOGHOCT TpeTMaHa KoOjuU Cy OWIM
npeJMeT OBOI MCTpakMBakba Jla M3a30BYy aKTHUBallMjy Kacnasa je aHajJM3upaHa nomohy
IpPOTOYHE UTOPJyOpUMETpHUje, HAKOH obesiexkaBatba hesnja nepMeabUIHUM NaH-Kaclla3HUM
MHXU6UTOpOM ApoStat-om kowyroBaHuM ca FITC dsyopoxpomoM. ApoStat ce ceseKTHBHO
Be3yje 3a CBe THUIIOBe Kacma3a y aKTHBHOj GOpMHM, TaKO Jia je UHTEH3UTET 3eJieHe
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¢dayopecueniie kojy emutyje FITC (FL1), neTekToBaHe Ha MPOTOYHOM IUTO(PJIYOPUMETDPY,
JIUPEKTHO NMPONOPIHOHATAH aKTUBHOCTH Kacmasa y hesauju.

HakoH 1To cy MHKy6upaHe ca oAroBapajyhum tTpeTMaHuMa, hesnuje cy ucnpase y PBS,
opsienybeHe on, nogyore nomohy tpuncudH/EDTA u nentpudyrupane (500 g/5 munyTa) y
oaroBapajyhum FACS enpyBetama. Tasor je pecycnengoBaH y 100pul mepujyma 3a
KyJITUBALHjy Yy KOM je pacTBopeH ApoStat (0,5 ug/ml). Hakon 30 MuHyTa HHKy0OaLuje y Mpaky
Ha 37°C, cBakoM y30pKy je moaat PBS u 60ja Koja ce HUje Be3asia 3a aKTHBHE Kaclase UClpaHa
je ueHtpudyrupawem. [lobujenu henujcku tasor je pecycnenjgoBad y 500 ul PBS u oBako
NpUNpeM/bEHU Yy30pLUU Cy aHaJM3UMpaHU Ha MNpPOoTOYHOM upuTtodayopumerpy. Ilopact
MHTeH3UTeTa 3eJsieHe (JyopeclieHlle TpPeTUPaHUX, y OJHOCYy Ha KOHTPOJIHE, HETpeTHUpaHe
henuje, npeacTaB/bao je Mepy aKTHBHOCTHM Kacna3a M3a3BaHy NpUMeHmeHUM TpeTMaHUMa.
PesysTaTth cy npukasaHu y BUJY NpOLEHTya/He 3aCTylJbeHOCTU hesnja ca aKTMBHUM
Kacrna3aMa UJIM Kao peJslaTUBHA IpOMeHa UHTeH3UTeTa QpJiyopecreHIie y 0JHOCYy Ha BpeIHOCTH
JlobUjeHe aHaJIM30M KOHTPOJIHUX, HeTpeTUpaHUX hesnja, KojuMa je apOUTpapHO AoJe/beHa
BpeLHOCT 1.

3.7.3. Mepeme yHyTapheujcke npoayKuyje cJ1060JHUX KHCEOHNYHUX paJuKaJia

YkynHa yHyTaphesujcka npoaykuvja PBK u npoaykinuja 027 y MUTOXOHApHjama
oapebuBane cy 1UTOPJIYyOpPUMETPHUjCKOM aHaJU30M hesuja o00esieXKEHUX PeAoKC
ceH3UTUBHUM ¢uiyopoxpomuMma DHR u MitoSox Red. HecenekTuBHa, iunoduiHa 6oja DHR
audyHayje kpo3 henujcky MmembpaHy M y npucyctBy yHyTapheaujckux PBK ce okcugyje u
npesia3u U3 HedJyopecleHTHe, HEjOHU30BaHe, Y BUCOKO (PJIyopecLieHTHY KaTjoHCKY popMy
poaamuH 123. Pogamun 123 ce Haky/ba Y MUTOXOHAPHUjaMa U eMUTYje 3esieHy GuyopeciieHIy.
MitoSox Red y muTOxoHIpujama XHUBUX henuja ysa3ud y peakuujy okcupaauuje ca 02~
Y npucycTBy ApYrux KMCEOHMYHUX MJH a30THUX CA0060AHUX pajukana MitoSox Red ocraje
Heu3MekeH, TaKO Ja je HWHTEH3UTeT IpBeHe (QJyopecleHLle KOjy €eMUTYyje AUPEKTHO
cpa3MepaH HUBOY 02y MUTOXOHApPHjaMa.

DHR je popat y kyatypy henuja 3ajeiHo ca TpeTMaHHMMa, Ha NOYETKYy UHKyOaluje, y
duHanHOj KOHLleHTpauuju 2 uM, ok je MitoSox Red y prHanHoj koHUeHTpayuju 5 uM pozat
TOKOM nocjeamux 10 MuHyTa TpeTMaHa. [lo ucTteky uHkyb6auuje, henuje cy ojiensbeHe oJ
nogisiore nomohy Tpuncuh/EDTA, uentpudyrupane (500 g/5 MuHyTa) MU HAKOH TOra
JloJlaTHUM LleHTpUuyrrupamwem uciipase y PBS. Jlo6ujenu Tasor je pecycnenaoBan y 500 pl PBS
U CyClleH3¥ja je aHaJu3WpaHa Ha NOPOTOYHOM uutodayopumerpy. Pesyartatu cy
npeACTaB/beHU Ha JiBa HAaUMHA: Kao peJlaTUBHA poMeHa UHTeH3UTeTa ¢guyopecueHne DHR
(FL1) u MitoSox (FL2) y ogHoCy Ha $yopecleHIy KOjy Cy eMUTOBaJle HeTpeTUpaHe henuje, a
3a KOjy je ap6buUTpapHO y3eTa BpeJHOCT 1, uiu y BUJy XMCTOrpaMa pacrnojesie UHTeH3UuTeTa
dayopecuieHiie emutoBaHe oj, ctpaHe DHR u MitoSox. Ha xucrorpamuma, nomepaj
MHTeH3uTeTa ¢JyopecleHlle TpeTUpaHUX hesuja yAecHO y OJHOCY Ha HeTpeTHpaHe,
KOHTpoJsiHe hesuje, ykasyje Ha mnoBehaHy mnpousBoawy ykynHux PBK y henujama,
oaHocHO 02" y MUTOXOHJpUjaMa.

3.7.4. Mepemwe nNoTeHIMja/Ia MeMOpaHe MUTOXOHApHja

[lpoMmeHa mnoTeHLMjasla MeMOpaHe MHUTOXOHJpHja aHa/M3UpaHa je MNPOTOYHOM
MTOodJyopuMeEeTPUjOM, HAaKOH 6ojera hesnuja daryopoxpomom JC-1. Y ycioBMMa XoMeocTase,
KaJla je MeMOpaHCKMU MOTeHLHjaJ MUTOXOHJpHja odyBaH, JC-1 yciep cBoje aunoduiHe
IpupoZe W IO3UTUBHOI HaeJleKTpUCawka IpoJia3h KpO3 HeraTUBHO HaeJeKTPHUCAHY
MHUTOXOHJIpUjcKy MeMbpaHy. Kazia ce Hahe y MaTpuUKCy MHUTOXOHJpUja MHTAKTHUX hesuja,
JC-1 ce rpynuile y arperaTe KOju eMUTYjy MHTEH3MBHY LIpBeHO-HApaHRacTy (JyopecLeHLy
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(FL2). Kazga je MeM6paHCKM MOTeHIMjaJl MUTOXOH/IpHja HapylleH, a TUMe U yJaasak JC-1y
MUTOXOHJpuje oHeMoryheH, JC-1 ocTaje y puTOmIas3Md y MOHOMEPHOM OOJIMKY KOju
dayopecuupa 3esieHo (FL1). [TopacT uHTEH3UTETA LIPBEHE Y OZJHOCY Ha 3eJieHy QJiyopecleHIy
(FL2/FL1) yka3yje Ha xuneprnoJiapu3alujy MemMOpaHe, OAHOCHO IOPAcT MeMOpPaHCKOT
noTeHuujasa. Ykoauko je oaj ogHoc (FL2/FL1) cmameH, OJHOCHO YKOJMKO IOCTOjU
noBehamwe 3ejieHe y OJHOCY Ha LpBeHY QJuiyopecleHLy, AOLLIO je [0 JenoJapu3anuje
MUTOXOH/IpHja, 0JHOCHO MaJia MEMOPAHCKOT MOTeHhjaa.

HakoH ucreka BpeMeHa npejBubeHOr 3a TpeTMaHe, heiuje Cy TPUIICUHU30BaHE U
nentpudpyrupade (500 g/5 munyTta/22°C). henujcku Tasor je pecycneHzioBaH U henuje cy
nHKyOupaHe (20 munyTa, 37°C) y 100 pl JC-1 Besyjyher nydepa y koM je pacTBopeHa 60ja JC-1
y ¢uHaNHOj KOHLeHTpauuju 5 ug/ml. Kaja je 3aBpiieHa uHky6anuja, henuje cy ucnpase jBa
nyTa (1 ml PBS) kako 61 ce yk/oHH/Ia 60ja Koja HUje yuiia y hesuje, 3aTUM Cy pecycrieH/JoBaHe
y 500 pl PBS v ananM3upaHe Ha NPOTOYHOM LUTODIyOpUMeETpY. Pe3yaTaTu cy nprkasaHu Kao
ofgHoc 1pBeHe ¢ayopecueHle arperata JC-1 (FL2) u 3eseHe duyopeclieHlle MOHOMEPHUX
dopmu (FL1). [Tag BpemHoctu FL2/FL1 y omHOCy Ha BpefHOCT KOHTpOJIe, apOUTpPapHO
y3eTe Kao 1, ykasyje Ha cMameme NOTeHIMjasa, OJHOCHO JlenoJiapu3alnujy MeMbpaHe
MUTOXOH/JpHja.

3.7.5. leTekMja KMce/IUX YHyTaphe/njcKMX Be3UKyJia

Kucesne Be3ukyse y KMBUM hesidjaMa, 3a Koje je KapaKTEpPUCTUYHO Jla Ce jaBJbajy
y mnoBehaHoM 6pojy uWJM BOJYMEHY TOKOM Ipoleca ayTodaruje, AeTeKTOBaHE CYy
qUTOPJIyOpUMETPUjCKOM aHa/iM30M hesuja obenexeHux ¢ayopoxpomom LTR u
nocMaTpaweM henuja obesiexxeHUX 00joM akpuauH opaHx (AO; Sigma-Aldrich) momohy
dJiyopecieHTHOT MUKpOCKoIna Zeiss Axiovert.

Boja LTR ce cactoju o xuapodobHe 1ipeeHe payopodope DND-99 koja je Be3aHa 3a
JIN30TpeKep, €1abo 06a3HO jeJUmbeme Koje je JeJMMUYHO NPOTOHOBAHO HA HEYTPaJHOM
pH u cnobonHo fudyHAyje Kpo3 UHTAKTHe MeMOpaHe XUBUX hesuja. Y Kucesoj cpelMHU
nu3o03oMa, LTR ce npoToHyje u ryou crioco6HocT fudy3uje Kpo3 MeMbpaHy, IITO 06e36ehyje
JIOKaJIN30BaHy aKyMyJlalidjy OBOT (JIyOpOXpoMa y KHCeJUM Be3MKyJlaMa MOoNyT JIU3030Ma.
HakoH mnobyhuBawa JacepckuM 3pakoM, LTR emutyje upBeHy duyopecueHny 4uju
MHTEH3UTEeT KopeJsvpa ca 6pojeM M BOJYMEHOM KHUCeJUX Be3ukysa y henuju. I[lo ucreky
TpeTMaHa, LTR je mozaT y MeaujyMm 3a KysaTuBauujy henvja y ¢uHaNIHOj KOHLEHTpaLUjU
100 nM u henwuje cy pogatHo uHKyOoupaHe 1h Ha 37°C. HakoH yk/iawawa MeJujymMa ca
pacTBopeHOM 60joM, hesnuje cy nucnpaHne y PBS, ogsiensbene of nojiore noMmohy TpuncuHa U
npebayeHe y oaroapajyhe FACS enpyBeTe y kojuma cy neHTpudyrupane 5 muayTta Ha 500 g.
Jo6ujenu tasor je pecycnerngoBaH y 500 ul PBS. Ctenen yHytaphesnujcke kucesoctu opehen
je MepeweM 1jpBeHe (FL2) dayopecueniie nomohy FACSCalibur npotouHor nutodiyopumeTrpa
U aHaiu3oM pesyatata nomohy CellQuest Pro codTBepa. PesyntaTu cy nmprkasaHM Kao
IIpOMeHa Cpe/itbe BpeJJHOCTH UHTeH3uTeTa QJyopecleHle y nopehewy ca HeTpeTUPaHUM,
KOHTPOJIHUM heJsijaMa KojuMa je npuUnucaHa jeJMUHU4YHa BpeJHOCT.

AKpUJIMH OpaHX je MeTaxpoMaTCKa CynpaBUTaJ/JHa 60ja Koja ce Takohe MpOTOHYje U
aKyMyJiMpa y KHUCeJIO] CpeAUHHU JIN3030Ma. Y 3aBUCHOCTH O] KUCEJIOCTU CpeJJUHe y KOjoj ce
HaJla3, aKpUJUH OPaHXX eMUTyje pasauuuTy ¢JuayopecieHiy. Ha HeytpasHoMm pH jeapa u
UTOIJIa3Me 0Baj ¢pJiyopoxpoM ¢Juiyopecuupa 3esIeHO, JOK Yy KHUCesI0j CPeIUHU JIM3030Ma U
aytosinzo3zoma AO eMHUTyje HapaHacTo-pBeHy duiyopecueHIly. bojewe hesnuja ypaheHo je no
UCTEKy TpeTMaHa, HaKOH ucnupawa 6yHapa y PBS. henuje cy gosaTHo uHKy6upane 15
MUHYyTa y MeijyMy 3a KyJITUBALUjy ca pacTBopeHOM 60joM AO y prHaANHOj KOHIIEHTPaLUjU
1 uM u HaKOH Tora aHa/u3vMpaHe U poTorpaducate nomohy ¢pyyopecieHTHOI MUKPOCKOTIA.
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3.8. UMyHO06JI0T aHa/IU3a

PeazeHcu, pacmseopu u mamepujaa: nHxubuTopu pocdartasa HaTtpujyMm ¢payopus (NaF)
M HaTpujyM oproBaHagaT (NasVO4), uHXUOUTOp mnpoTea3a ¢(eHUIMETHJICYIAPOHUI
dayopun (PMSF), cmema npoTeasHux UHXUOUTOpaA (eHIJ. protease inhibitor cocktail, PIC),
fetepieHT NP-40 (enrsa. Nonidet P-40), Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250),
Ponceau S, nymuHos, KymMapuHcKka KuceauHa (cBe Sigma-Aldrich), Tris, anbymuH cepyma
roBeyeTa (eHrs. bovine serum albumine, BSA), 6poMdeHos MJIaBO, 2-MepKaNTOETAaHOJI,
HaTpujyM aofenua cyndat (eHrJ. sodiym dodecyl sulfate, SDS), akpunamuji/6vcakpuaaMu/,
rauuepos, amoHujymnepcyadart (APS), N,N,N',N'-terpamerunetrunenauamud (TEMED),
rauuuH (cBe SERVA, Xajaen6epr, Hemauka), netepneHt Tween 20, Myeko y mpaxy ca
0% wmuaeyne Mactu (Carl Roth, Kapsacpye, Hemauka), xsopoBogoHu4yHa kuceaunHa (HCI),
HaTpujyMm xuopufz (NaCl), docdopna xucenuna (H3PO4), MeTaHos, eTaHos, cupheTHa
kucennHa, H202 (cBe Zorka), cMema pedpepeHTHUX NPOTeHHA MO3HATHUX MOJIEKYJICKUX Maca
(10-250 kDa, PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific), 3euja
aHTesJa Ha: aKTUBHY — wuceyeHy Kkacmazy 3, p-JNK (Thr183/Tyr185), JNK, p-p38
(Thr180/Tyr182), p38, p-ERK (Thr202/Tyr204), ERK, p-p70S6K (Thr389), p70S6K, LC3B,
PARP1, 6eknun-1, p-AKT (Ser473), AKT, p-AMPKa (Thr172), AMPKa, p-mTOR (Ser2448),
mTOR, p-ULK1 (Ser317), ULK1, B-akTuH, ko3je aHTHU3edje IgG aHTUTENO0 KOHYTOBaHO ca
nepokcugasom pena (cBa Cell Signaling Technology, JlanBepc, Macauycetc, CA/l), p-Bcl2
(Ser70) (Santa Cruz Biotechnology, [lanac, Tekcac, CA/l), Mulija anTuTe 1A ciendryiHa 3a p62
(Novus Biologicals, JlutaTon, Kosopago, CAZl) u TFEB (Santa Cruz Biotechnology), ko3sje
antumuije IgG1l (H+L) komyrosaHo ca nepokcuaa3oM peHa (Southern Biotech, BepmMunrxam,
Anabama, CA/l). 3a uMobuIM3alMjy MPOTEWHA CY KopHilheHe HUTpOLENy103HE MeMOpaHe
(Amersham™ Protran® 0,45 NC nitrocellulose membrane, GE Healthcare, ®pajoypr, Hemauka).
CacraB pactBopa 1 nydepa kopuiheHUX y eKciepuMeHTUMa HaBe/ieH je y TaGesnu 2.

3aCcTyn/beHOCT, aKTUBHOCT U MOCTTPaHCAALHMOHe MoAUUKaLUje LIU/bHUX MPOTEeUHaA
y YKynHoM henujckoM ekcTtpakTy mnpaheHu cy umyHooOsioT (Western blot) TexHukom.
OBa TexHMKa je 3acCHOBAaHa Ha pa3/|Bajalby NpPOTEMHA HA OCHOBY MOJIEKYJICKMX Maca
JleHaTypuiuyhoM esieKTpopope3oM Ha NMOJHAKPUIAMULHOM resly, bUXOBOM NpebaluBawby U
MMOOMJIM3alUjU HAa HUTPOLENyJI03HOj MEMOPAHU KOja MMa BUCOK apUHUTET 32 Be3UBakbe
NpOTeUHa, clelldPUYHOM Npeno3HaBakby MPOTEUHCKOTI aHTUIeHa OJi CTpaHe aHTUTesa U
JleTeK11jyu HarpaheHor KoMILIeKca.

3.8.1. [Ipunpema yKynHor he/idjcKor eKcTpakra

henuje xymanor rauo6saactoma U251 koje cy mpeTxXoHO U3JI0KeHe OAroBapajyhum
TpeTMaHUMa Cy JIM3UpaHe Ha Jiely nydepom 3a auszuparse heauja (Tadena 2) npunpeM/beHUM
HernocpeZHo npe ynotpebe. CycneH3uja je MHKyOHMpaHa 15 MUHyTa Ha JieAly y3 NOBpPEMEHO
Melllakhe Ha BOPTEKCY. YKynaH hesiljcKU eKCTPaKT je U3/iBOjeH Y BUJY CyllepHaTaHTa HaKOH
neHTpudyrupama (14000 g/15 munyrta/4°C), npuKyn/beH U ckaaauluTeH Ha -20°C go fasbe
aHaJuse.

3.8.2. OapehuBame KOHIleHTpalLMje NPOTEHHA Y he/IMjCKMM eKCTpaKTUMa

3a kBaHTUQUKALMjy MPOTEMHCKOT CajJipKaja y NMojeAMHAYHUM hesiMjCKUM JM3aTuMa
npuMemeHa je Metoza o bpaadopay (Bradford, 1976), koja ce 3acHMBa Ha KOJIOPUMETPHjCKOj
npomeHu 6oje CBB G-250 yciej Be3nBamwa 3a NPOTEHWHE Y KHCeJOj cpeJUHU. BesuBame
IpoTerMHa CTabuausyje MmaaBy aHjoHCKy ¢opmy CBB G-250, wto je mpaheHo moMepamweM
MakcuMyMa abcopbaHiie ca 465 nm y upBeHoj Ha 595 nm y nsaBoj 06J1acTU BUAJ/LUBOT Jiejia
cniekTpa. UHTEeH3UTET pa3BUjeHe MJIaBe 60je je AUPEKTHO MPONOopIMoHaiaH 6pojy u3rpaheHux
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KOMILJIeKca u3Mely mpoTerHa U 60je, a CaMUM THM U KOHLIEHTPaLUjyu NPOTENHA NPUCYTHUX Y
Y30pKY.

Tect je ypahen Memawem bpadgopdosoz peazeHca (Ta6ena 2) u y3opaka nNpoTerHa
yKynHor hesujckor sin3ata y ogHocy 1:1000. A6copbaHiie cy ouruTaBaHe HAaKOH 10 MUHyTa Ha
YHTa4y 3a MUKPOTUTPALMOHE IJI0Ye Ha TaJjacHoj Ay>HUHU 590 nm. A6copbaHiie pacTBopa
no3HaTux KoHUeHTpauuja BSA y bpaadopmoBom pearency (5, 10, 15 u 20 mg/ml)
UcKopullheHe Cy 3a KOHCTpyHUCawe CTaHJapJHe KpUBe Ha OCHOBY KoOje Cy H3padyHaTe
KOHIL|eHTpalyje NpoTerHa y heslujcKMM eKCcTpaKTMa.

Ta6ena 2. [lypepu v pacTBopu KopuiiheH” TOKOM HMYHOGJI0TA.

Ilygep/pacTBOp Cacras

30 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NaCl, 1% NP-40,
1 mM PMSF, 20 pl/ml PIC, 2 mM Na3VOs,
50 mM NaF

0,1 mg/ml Coomassie Brilliant Blue G-250,

[lydep 3a musupame henuja
(enru. Lysis Buffer)

BRI |EEE U BT 5% etanoJ, 10% H3PO4 y Bogu
62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% SDS, 10% rauuepo.,
Penykyjyhu nydep 3a npunpemy 2 mM 2-mepKanToeTaHOJI,
y30paka 0,002% 6pomdeHo.1 M1aBO
(buHasHe KOHILIEHTpPAllMje HaKOH KyBama y30pakKa)
[lydep 3a enektpodopesy 25 mM Tris-HCI (pH 8,3),
(enrs. Running Buffer) 192 mM raunuH, 0,1% SDS
Anognu nydep | 300mM Tris (pH 10,4), 20% MeTaHOA
AHopnu nydep 11 25mM Tris (pH 10,4), 20% meTaHoA

25 mM Tris-HCI (pH 9,4),

Havigpan et 3% rumnuH, 20% MeTaHoO

PactBop Ponceau S 60je 0,2% Ponceau Sy 1% cupheTHOj KucenvuHu
TBS nydep .
e, fii (g St 20 mM Tris (pH 7,6), 137 mM NaCl
TBS-T nydep 20 mM Tris (pH 7,6), 137 mM Nadl,
(enr.. Tris Buffer Saline-Tween 20) 0,05% Tween 20

Tris-HCl (pH 8,5), 1.25 mM siymuHo,

Lymempen S8 e pOEe 2l 0,2 mM kymapuHcka kucenunsa, 0,009% H202

[lydep 3a cTpunoBame MeMbpaHa 100 mM 2-MepKanToeTaHOJI,
(eHra. Stripping Buffer) 2% SDS, 62,5 mM Tris (pH 6,8)

3.8.3. [Ipunpema y3opaka u geHatypuiunyha resa enekrpodopesa

Y3opuu 3a esieKTpodopesy Cy NpUIpeM/beHH /10/jaBalbeM O roBapajyhux 3anpeMruHa
pedykyjyhez nygepa (TaGesna 2) hequjcKMM eKCTpaKTHMa U KyBaweM 5 muHyTa Ha 95°C.
KyBameM Ha BUCOKOj TeMIepaTypu MPOTEUHHU Ce ZieHaTypHuIlly, a cipedyaBambe GpopMUparma
Jucy1dUIHUX Be3a y JeHaTYpUCaHUM NMPOTEMHUMA MOCTUTHYTO je JI0JlaBabeM peAyKyjyher
areHca 2-mMepkanrtoeTaHoJia. HeraTuBHO HaesieKTpucaHu SDS MoJsieKy/id 06J1aXKy MPOTEHHE,
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06e36ehyjyhu UM HeraTUBHO HaeJleKTpHUCakhe, HAKOH Yera ce OHU MehycoOHO passIuKyjy camo
HA OCHOBY CBOjUX MOJIEKYJICKUX Maca.

[IpoTerMHM K3 0BaKO NPUNPEM/bEHUX Y30paKa Cy pa3/iBOjeHH Ha OCHOBY MOJIEKYJICKHUX
Maca MeToJi0oM JeHaTtypuiuyhe enektpodopese y 8%, 10% uanu 12% nosnakpujiaMUJHOM
rejly y NpUCyCTBY JeTeplieHTa HaTpujyM Jofeuus cyadara (eHrua. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). I'enoBu 3a BepTuKa/sHy esneKTpodope3y cy
IpUIPEMJ/bEHU TAKO /ia je Ha I'eJl 3a pa3/jBajatbe IPOTEWHA HAHET r'eJl 3a IOpaBHakbe NPOTEUHa.
[losimMepur3sanyja resosa je KatajausosaHa fAejcTBoM APS kao maunujatopa u TEMED kao
akueJsiepaTopa peakiuje. Y opmupaHe 6yHape y resy 3a nopaBHakbe HaJWBaHU Cy y30pLHU y
3alpeMHHaMa €eKBUBaJeHTHUM MehycoOHO jeAaHakoj KoaudyuHMU npotenHa (30-50pg y
3aBHMCHOCTH 0/ aHaJIM3UpaAHOT npoTerHa). Ha cBaku res je HaHeTa U cMella pepepeHTHUX
IpOTEeMHa MO03HAaTHUX MOJIEKYJCKMX Maca y LWby ojJpehrBamka MOJIEKYJCKHUX TeXHUHa
IpoTeruHa oJi uHTepeca. ['esjoBU cy npesvMBeHU nygepom 3a enekmpogope3y (Tabena 2).
EnekTpodopeTcko pa3/iBajarbe NPOTEHNHA Y YKYITHOM Tpajamy o 90 MUHYTa 0/1BUjasIo ce IpU
KOHCTAaHTHOM HarmoHy. [IposiackoM y3opaka Kpo3 res 3a nopaBHamwe (mpu HamoHy 100V)
IOCTUTHYTO je ia IPOTEUMHU OYy/ly Y UCTOj XOPU30HTAJIHOj paBHU Y TPEHYTKY yJlacKa y reJi 3a
pa3/iBajambe, Kaja je HanoH noBehan Ha 150 V. [lo usnacky ¢ppoHTa 60je 6poMdpeHo. NJ1aBO U3
reja, eiektpodopesa je IpeKUHyTA.

3.8.4. EnekTpoTpaHcdep npoTerHa ca NOJIMAKPUJIAMUAHOT reJjia Ha
HUTPOILEe/IY/IO3HY MEMOpPaHy

HenocpeaHo mo 3aBplieTKy ejieKTpodopese H3BpIIeH je mnpeHoc (,0/10ToBame”)
NpoTerHa ca rejioBa Ha HUTPOLeNyJI03He MeMbpaHe eJleKTpoesyliujoM, ToMohy anapaTtype
3a noaycyBu TpaHcdep (TE 70 Semi-dry transfer unit) u duntep manupa HaTOM/bEHUX
nydepuma 3a Tpadcdep. KopumrheHna cy Tpu pasinuura nydepa, 03HayeHa npeMa Mo3uluju y
OZHOCY Ha aHOJly Y KaToAy — aHoOHu nygep I, anooHnu nygep 11 v kamoodHu nygep (Tabena 2).
HuTpouenyso3Ha MeMbpaHa ¥ NOJIMaKpUJIaMHU/HU reJsl ca IPOTeMHUMA OUJIU CY Y IUPEKTHOM
KOHTAaKTy, NOCTaB/beHU H3Mehy ¢uiTep mnanupa HATON/bEHUX AHOJAHMM H KaTOJHUM
nydepuMa, opujeHTHUCAHU TAKO /ia je MeMbOpaHa 61J1a 6/11Ma aHO/IH, 10K Ce reJl ca IPOTeMHUMa
HaJsla3uo OJIM)Ke HeraTUBHOj eJIEKTPOAH, OAHOCHO KaToAu. [IpOoTOK CTpyje KOHCTaHTHE jauuHe
(0,8 mA/cm? meMmbpaHe) oMoryhuo je KpeTarmbe HEraTUBHO HaeJIeKTPUCAHUX NMPOTEMHA Ka
aHO/M, OJJHOCHO HUXOB IpeJsia3ak M3 reja Ha HUTPOLEJNYJO3Hy MeMOpaHy, 3a 4YHjy
Cy Ce MOBPIUMHY Be3ald XUAPOPOOHUM U eJIeKTPOCTAaTUYKHUM HHTepakuujama. TpaHcdep
npoTerHa je Tpajao 90 MUHYyTa U O/IBUjA0 Ce HA COOHO] TeMIlepaTypHU. YcrelHocT TpaHcepa
je moTBphuBaHa MeTOMUHYTHUM 6ojerreM MeMbOpaHa Ponceau S 6o0joM. Boja koja ce Huje
Be3aJia 3a NpoTeHnHe ucnpaHa je 1% cuphetHoM kucesinHoM. [loTniyHo of60jaBame npe Jabux
KOpakKa UMyHO06J/10Ta IOCTUTHYTO je HCIMpalkeM MeM6paHa PBS nydepom.

3.8.5. leTeknuja npoTenHa o UHTepeca

HakoH uMobuin3anuje npoTeMHa Ha MeMOpaHaMa, MeMbpaHe cy UHKyoupaHe y 10%
pacTBopy HeMacHor MJyeka y TBS-T nygepy (Ta6ena 2), 30 MuHyTa HA COOHOj TeMMepPaTypPH.
Ha Taj HauuH cy noBplIMHe MeMOpaHa 3a Koje ce HUCY Be3asid IPOTEUHU TOKOM TpaHcdepa
6/10KMpaHe NpPOTEeMHMMa MJeKa, YhMe je CIpedyeHO HeclneqUPHUYHO Be3HWBame aHTHUTeJa
TOKOM HapeJIHUX Kopaka UMyHO06Ji0Ta. ByiokrpaHe MeM6paHe cy TOKOM HOhu UHKyO6upaHe ca
IpUMapHUM aHTUTeauMa y 5% pactBopy Miueka y TBS-T nygepy, Ha Temnepatypu 4°C,
y3 6J1aro Meliame Ha poTupajyhoj noasno3u. KopunrheHna cy 3e4yja aHTUTesa Koja crieliuGUIHO
Npeno3Hajy enutone ciefehux mpoTenHa: akTMBHA — McedyeHa kacmasa 3 (1:500), p-JNK
(1:600), p-p70S6K (1:600), p-p38 (1:800), LC3B (1:900), PARP1 (1:1000), 6exaun-1 (1:1000),
p-AKT (1:1000), AKT (1:1000), JNK (1:1000), p-AMPKa (1:1000), AMPKa (1:1000),
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p-mTOR (1:1000), mTOR (1:1000), p-ULK1 (1:1000), ULK1 (1:1000), p70S6K (1:1000),
p38 (1:1000), p-Bcl2 (1:1000), p-ERK (1:2000), ERK (1:2000), B-aktun (1:2000) u muija
aHTUTesna cnepududna 3a p62 (1:2000) u TFEB (1:500). I[Ipedukc ,p-“ ucnpen o3Hake
NpoTerHa 03HavyaBa /a je ped o ¢ochopuircaiuM (eHrJ. phosphorylated) popmama, 0K Cy y
3arpajiaMa HaBeJIeHU 3allpeMHUHCKU OJHOCH aHTUTesa U pacTBopa MJeka y TBS-T nygepy.
AHTHTENIAa KOja ce HUCY Be3asia Cy IO 3aBpLIETKY HWHKyOanuje ucnpaHa TBS-T nygepom.
Ucnupamwe Ha potupajyhoj noanosu y tpajawy o 10 MUHyYTa MNOHOBJ/BEHO je 3 MyTa, HAKOH
yera cy MeM0OpaHe Ja/be HWHKyOUMpaHe ca OAroBapajyhuM CeKyHJapHUM aHTUTEJIOM
KOWYTOBaHUM Ca MEepOKCHAa30M peHa, 75 MUHyTa Ha cob6HOj TemnepaTtypu. Kopumheno je
Ko3je aHTU3edje IgG nam ko3sje antumuilje IgGl (H+L) cekyHZapHO aHTHTeJIO pa3baxkeHo y
5% pactBopy mseka y TBS-T nygepy, y ogHocy 1:2000. [To 3aBpiieTKy UHKy6alMje MeMOpaHe
cy ucnpase y TBS-T nygepy (3x10 MuHyTa). Ycaeauso je npejavBatkbe MeMOpaHa cyncmpamom
3a nepokcudasy (Tab6esa 2). Ilepokcujasa Be3aHa 3a CEKyHJJapHO aHTUTEJO0 pasrpabyje
H202 o kuceonrka u BoJZie. KuceoHUK, fjasbe, pearyje ca IJyMUHOJIOM, @ IPOJAYKT OBE peakiiyje
je 3-amuHOdTasaT Koju eMHUTyje GOTOH. MHTEH3UTET XEeMUJIYMUHUCLEHTHOT CHUTHaJa,
IpONOPLHOHAIAH KOJIMYUHU [JU/bHOT IPOTENHA UMOOUJIMCAHOT HA MeMOpaHY, [IeTEKTOBAH je
noMmohy ChemiDoc Imaging System u iBright™ CL1500 Imaging System anapara, a pesiaTUBHe
ONTUYKe TYCTUHE 0OUjeHUX UMyHOpPEaKTUBHHUX TpaKa MHTepIpeTHpaHe cy nomohy Image]
pauyHapckor nporpama. AktuBHoct AMPKa, AKT, JNK, mTOR, p70S6K, p38, ERK ULK1 u Bcl2
M3paxkeHa je Kpo3 ofHOC ¢ochopuarcaHUX U OoAroBapajyhux ToTaJHUX GOPMHU HaBeJeHHUX
IpPOTEUHA, 0K je HUBO 6ekrH-1, LC3-1I u p62 uspakeH y oAHOCY Ha [3-aKTHUH. [3-aKTHH je
KopullheH ¥ Kao Noka3aTesb /1a je y CBUM UCOMTUBAaHUM y30pliMMa O6u1Jia IPUCYyTHA jeHaKa
KOJIMYMHA YKYNIHUX IPOTeUHa. Pe3y/iTaTH cy NpyMKa3aHU y OJHOCY HA UHTEH3UTET CUTHajIa y
KOHTPOJIHUM Y30pLiMMa, KOjuMa je apOUTpapHO Jo/ie/beHa BpeAHOCT 1.

3.8.6. CrpunoBawe MeMOpaHa

HakoH Bu3yesM3anuje Tpaka U JeTeKUHUje XEeMUJYMUHHUCLEHTHOT CUTHaja ca
dochopunmcanux popmMu NpoTeUHa 0L UHTepeca, MeMOpaHe Cy NOABPTHYTE T3B. CTPUIIOBAbY
(eHrJs. Stripping), OJAHOCHO H3Jlarakby yCJIOBMMA y KOjUMa ce ca MeMOpaHa YKJIawajy
KOMILJIEKCYM TPUMapHOI aHTHUTEJIa, CEKYHJApHOI aHTUTeJa M cyncTparta. Ha Taj Ha4yuH ce
MeMOpaHa Bpahay OCHOBHO CTame, a elIMTOIH Ha H0j UMOOU/IMCAaHUX IPOTENHA ce ocs106abhajy
3a HOBY UHTepaKIIMjy ca NpMMapHUM aHTHUTesioM. OBaj mpucTyI je KopuiuheH 3a ogpehruBame
TOTaJIHUX (GOpPMHM NpPOTEHHA 3a KOje Cy NMpPeTXO0JHO, HA UCTUM MeMOpaHaMa, JAeTeKTOBaHU
dochopuircaHu 06U,

[IpoTokos je mojpasymMeBao HHKyOalujy MeMOpaHa y nygepy 3a cmpunogarbe
(Ta6ena 2), 30 MuHyTa y BOJAeHOM KynaTtuay Ha TeMmmnepatypu 50°C. 3aTtum cy
MeMbpaHe ucnupaHe y TBS nygepy (Tabesna 2), HakOH yera je IMOHOBJbEHA MNpoleAypa
6/10KMpakba, MHKyOallkje ca MPUMapHUM U CEKYHAAPHUM aHTUTEJIOM U, KOHAYHO, eTeKI1je
XeMUJIYMUHUCLIEHTHOT CUTHaJIa TOTa/JIHUX GOPMU IPOTEHHA OJf UHTepeca.

3.9. KBanTUpUKOBaK€ eKCIpecyje reHa yK/by4eHUX y nponec ayrodaruje

Peazencu, pacmeopu u mamepujaa: TRIzol pearenc 3a usonauujy PHK (Invitrogen),
xsopodopm, uzonponanosa (06a SERVA), HacymruuHu xekcaMepHU nipajMmepu, MemaBuHa dNTP
(ne3okcupubonykaeoTu-tpudocdar), 5x nydep 3a peBep3Hy TpaHckpumiujy, RiboLock
MHXUOUTOP pHOOHYKJyeaze, M-MuLV peBep3Ha TpaHckpunrtasa (eHrs. Moloney Murine
Leukemia Virus RevertAid Reverse Transcriptase, M-MuLV), noaumepasa u nydep 3a
nosiuMepasy (Maxima Hot start PCR Master Mix), TagMan npajmepu/npo6e 3a ATG3, ATG13,
FOX01, FOX03, UVRAG, SH3GLB1, AMBRA1, GABARAP, PIK3(C3, BECN1, SQSTM1, RNA18S
(cBe Thermo FisherScientific, Bontam, MacauyceTtc, CA/l), onThuKe 1mjo4ye U aZiXe3UBHU GUIM
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3amso4e ca 96 6yHapa (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, ®ocTtep
Cutuy, Kanudopnuja, CA/ZL).

HuBou nnpopmanmonux PHK npenucanux ca reHa 3a npoTerMHe YK/by4yeHe y Mpoliec
ayTtodaruje cy oapeheHrn MeTO/|0M JlaHYaHe peakKliyje oJMMepase y peaJlJHOM BpeMeHY K0joj
je mpeTxoAuJia peBep3Ha TPaHCKpHUIILIMja (eHIJI. reverse transcription quantitative polymerase
chain reaction, RT-qPCR). OBa meToaa je 3acHoBaHa Ha npenucuBawy PHK nomohy peBepsHe
TpaHckpunTase y kommieMmeHTapHy JHK (cDNK) koja ce masbe KOpUCTH Kao MaTpulia 3a
TepMocTabuaHy JIHK nmosuMepasy y JlaHYaHOj peaklUjyu MoJMMepase y peajHOM BpPEMEHY,
TOKOM Koje ce gobuja ymHokeHU JJHK npoaykt. ¥ Toky qPCR, kosimurMHa aMIJinpHKOBaHOT
NpoJiyKTa ce nmomMmohy ¢JiyopeciieHTHO 06eJiexkeHUx poba Mmepu y cBakoM PCR uukinycy, npu
yeMy je geTekuuja ymHoxeHor /IHK npoaykTa y paHujeM JUKI/IyCy IOKas3aTe/b BUIIUX HUBOA
noyeTHe uHpopmanuoHe PHK.

3.9.1. U30s10Bambe M Mepewme KOHL eHTpanyje PHK

M3osanuja yKynHUX pub0OHYKJIenHCKUX KucearHa U3 U251 hesuja ypaheHa je momohy
TRIzol pearenca. henuje cy Hajnmpe mosa cata HMHKy6upaHe ca AK, M/l U mwHUXOBOM
koMmbuHanujom (AK+M/l). Ilo ucteky TpeTMaHa, hesnuje cy ojJjensbeHe 0J; MOAJIOTre
TPUIICMHHU3ALUjoM, [leHTpuyrupaHe u npebpojaHe Tako Ja je 3a caefehe kopake U3 cBakor
y30pKa u3/iBojeH UcTU 6poj henuja (2x10¢). HakoH NOHOBHOT LeHTPUYTrupamwa 0/CTpambeH
je cynepHaTaHT, a hesuje y Tanory cy iusdupane TRIzol pearencom (500 pl). henujcku ausaTtu
Cy NPUKYIJb€HHU U NpebayeHU y NMOoJUMNPOIUIeHCKe enpyBeTe 3anpeMuHe 1,5 ml (Eppendorf)
M UHKyOHMpaHu 15 MHMHyTa Ha COOHOj TeMmmepaTypu. 3aTuUM je y Jju3zaTe gogarto 100 pl
xJiopodpopMa 1 HAKOH Melllakba Ha BOPTEKC anapaTy y30pLu ¢y UHKy6upanu 10 MunyTa Ha 4°C.
Ycnepuio je uentpudyrupame (12000 g/15 munyTa/4°C) TOKOM KOT Cy Ce Y30PIH PACJI0jUTH
y Tpu dase: ropmwa, BojeHa Ppa3sa je caapxkana PHK, y untepmesnujapHoj pasu ce Hanazuia
JHK, nok je nomwa, xsopodpopmMcka ¢pasa 6uia UCIyHEHA JUNIUAUMA U IpOoTeUHUMA. ['opmba,
BojieHa ¢da3a je mpebadeHa y Mpa3He enpyBeTe ca KOHYCHHUM JHOM Y Koje je MOTOM Jio/aTa
jeqHaKa 3anpeMHHa u3onponaHoJa. [loa yruiajeM nsonponaHoJia /j0J1a3y [0 NpelunuTanuje
PHK. Cagpaj enpyBeTa je u3MeluaH U octaB/beH 30 MUHYTa HAa COOHOj TeMIIepaTypH, a IOTOM
nentpudyrupan (12000 g/15 munyrta/4°C). CynepHaTaHTH Cy oAcTpameHH, a Tasor PHK je
ZiBa nyTta onpaH y 1ml 75% xuslagHOr eTaHoJ/la, IETOMUHYTHUM LEeHTpUDYrUpameM NpHU
6p3uHu 7500 g Ha 4°C. Y30puu cy HaKOH MCIHMpamba 0CTaB/bEHU Ha COGHOj TeMIepaTypH /0
NOTIYHOI ynapaBama OCTaTaka eTaHoJla Y J0CTU3ama CTaKJacTe KOH3UCTEeHIUje, Kajla Cy
pecycnenioBanu y 20-50 pl ynrpauucre gectunoBasne Boge (ddH20). Konuentpanuja PHK y
u30/laTMMa [Jl00MjeHHM Ha ONMUCaH HayuH MepeHa je CneKTpopOTOMETpPHjCKH, NoMohy
GeneQuant Pro cnekTpodoToMeTpa, CXOAHO ynyTcTBUMa NpousBohaya. Mosekyau PHK cy
JleTEKTOBaHU MepewmeM abcopbaHlle Ha TajacHoj AyXMHU 260 nm, J0K je 3a JeTeKUH]jy
IpOoTEeVMHa NpUMemeHa TajacHa AyxuHa 280 nm, a coJM UM OpraHckux pactBapaya 230 nm.
Yucrtoha pacTBopa je npouemweHa oJjpehruBameM oHOCA U3MepeHUX abcopbaHu: A260/A2s0 U
A260/A230. OnHOC A260/A280 Behu o1 1,8 ykasyje a npoTeUHU HUCY IPUCYTHHU ¥ pacTBopy PHK,
Jlok ofHOC A260/A230 usmebhy 2,0 u 2,4 ykasyje Ha OACYCTBO COJIM U OPTaHCKUX pacTBapaya.
M3os1atu PHK cBUX y30paka cy 3a/j0B0o/baBajid HaBeJileHe KpUTepHUjyme.

3.9.2. PeBep3Ha TpaHCKpMILUja

3a peakuujy peBep3He TpaHCKpunuuje uszBojeH je no 1 pug PHK cBakor y3opka u
pactBopeH je y 13 ul ddH20. ¥ Bogenu pactBop PHK je momata peakyuoHa cmewa 1 4uju je
cactaB HaBejieH y Ta6esn 3. MoryhHOCT KOHTaMHHaLMje y30pKa OTKJIOHEHA je yoTpeboM
,HeraTHuBHe KOHTPoJIe" Koja je aHa/IM3MpaHa 3ajeJHO ca y30pLMa o/l UHTepeca, ajlv je yMecTo
PHK cagpxasna ddH20. PeBep3Ha TpaHckpuIiyja je ypaheHa Ha anapaTy Mastercycler Gradient

42



Martepujan u Metoze

(Eppendorf), a nporpaM npuMeweHUX TepMaJHUX LIMKJyca je onucaH y okBupy TaGene 3.
[lo 3aBplIeTKY NpBOT IporpaMa y30pLHU Cy OCTaB/beHU Ha Jiefy 5 MUHyTa. CBaKOM y30pKY je
fopara peakyuoHa cmewa 2 (Taéena 3) u 1 pl (200 U/ul) M-MuLV peBep3He TpaHCKpUNTase.
3aTUM je MIpUMeHEeH HapeJHU NPOrpaM M0 4YHjeM Cy 3aBpLIETKY AO0OUjeHH Yy30pLU KOju Cy
npezcraB/baau kommuementapHy JJHK npenucany ca PHK Tpetupanux henuja. Y3opuu cy
ocTaB/beHHU Ha TeMnepaTypu 4°C [0 ynoTpebe 3a IIMKJ/IYC IaHYaHe NIoJIMMepa3He peakLyje.

Ta6ena 3. TepMa/IHM LUKJIYCH U peaKIIMOHE CMellle peBep3He TPaHCKPHUIIHje.

1pug PHKy 13 ul ddH20

+

peakyuoHa cmeuwa 1
(1 ul 100 uM HacymuuHux xekcamepHux npajmepa + 0,5 ul 100 mM dNTP)

\)

Hukayc 1 70°C 10 MmuHyTa ,TOIlJbee" ceKyHZapHe cTpykType PHK

+
peakyuoHa cmewa 2*
(4 ul nygpepa 3a pesepsHy mparckpunyujy + 0,5 ul (40 U/ul) unxubumopa puboHykaease)
+
1 ul (200 U/ul) M-MulLV pesep3He mpaHckpunmase™

!
Lukayc 2 25°C 15 MuHyTa Be3uBame npajMepa 3a PHK
Hukayc 3 42°C 60 MuHyTa peBep3Ha TpaHCKPHUIILYja
Hukayc 4 70°C 10 muHyTa NpeKuJame peakluje
LHukayc 5 95°C 3 MUHYyTa JleaKTHBall{ja peBep3He TPaHCKPHUIITA3e
Lukayc 6 4°C HeoipeheHO xaabemwe y3opaka

*/lodaje ce y3opyuma Ha s1edy, no 3aspuiemky yukayca 1

3.9.3. /lanyaHa peakuyja nojimMepase y peajlHOM BpeMeHY

KBanTudUKalMja eKclpecHuje reHa KOju KOJMpajy NMPOTEHMHe 3Ha4yajHe 3a Mpolec
ayTodaruje ypaheHa je MeTOI0M JlaHYaHe peakliyje MoJUMepase ca JleTeK1joM IPOr3BoJia y
peasHOM BpeMeHy HaKOH CBaKOr [0jeIMHAYHOT LMKJIyca, nomohy amapatra Realplex?
Mastercycler. Peakijuona cmema ce cacrtojana of 2,5 pul cmewe nosumepase u nydepa 3a
nosumepaldy Maxima Hot start PCR Master Mix, 0,25 pl npajmepa/npo6a u 2,25 pl cDNK
(cDNK nmnpenucana ca PHK peBep3HOM TpaHCKpPHUIIMjOM, MPETXOJHO pa3bJaKeHa
10x y ddH20). CBu cacTojuu peakuuoHe cMmelle Cy JoJaBaHu Ha Jjefny. KopumheHu cy
KoMepIyjasiHo focTynHU TagMan nipajMepu u npobe, HaBeJeHU y Tadesu 4.

PeaknmoHa cMmela je MHKybHpaHa y ONTHUYKUM IJlodyaMa ca 96 6GyHapa Koje cy
npeJsiensbeHe aAxe3sMBHUM QUIMOM KaKo OU ce M36ersio ucnapaBamwe y3opaka. MHuLMjasiHa
JeHaTypanuja komiieMmeHTapHe [JHK je mocturayta mHky6anujom y3opaka Ha 95°C 4 MuHyTa,
IITO je 6MO MOYEeTHHU Kopak y nporpamy Realplex2 Mastercycler anapata. [loToMm je ycienua
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peaklMja JlaHYaHOI YMHOXaBawa Koja je mMasa 40 nuk/Iyca y KojuMa Cy Ce CMemHUBaId
JneHarypanuja (95°C, 15 cekyHau) u xubpuau3aldja npajMepa ca MaTpPUIIOM U eJIOHTAIH]a,
oaHocHo cuHTe3a /JIHK snanna (60°C, 1 munyT). CBe peaknuje cy ypaheHe y TPHUIIHKATY,
a LUKJYC Yy TOKY Kojer je 3abeJiexkeHO 3Ha4ajHO nmoBehamwe ¢uyopecueHle U3HaJ npara o/
0,1 penaTuBHUX QJIyOpeClEHTHUX jeIMHUIIA O3HA4YEH je Kao mpar nukjayca (eHra. cycle of
threshold, Ct). PenaTHBHa eKclipecHja reHa M3pakeHa je Kao pyHkKIja BpeaHocTu ACt (2-ACt),
Koja ce paob6uja opysuMaweM npocedHux Ct BpeAHOCTHM TpUIJIMKAaTa KOHCTUTYTHUBHO
ekcripuMupaHor resa 3a 18s PHK o npoceununx Ct BpegHOCTH TpUINIJIMKAaTa reHa 0/, UHTepeca.
PesystaTu cy npejcTraB/beHU Kao peslaTUBHU y OJHOCY HAa BPeJHOCTU [00HjeHe aHaJIu30M
eKCIlpecHyje reHa y KOHTPOJIHUM hesivjaMa, apObUTpapHO nojelieHe Ha BpeAHOCT 1.

Ta6ena 4. [Ipersies kopuimhenux npajmepa/npoéa y RT-qPCR.

Cumo60a Ha3uB rena L PTG

. [IpoTrenH (TagMan® Gene
reHa Ha €HIJIECKOM je3HKY .
Expression Assay)
ATG3 autophagy related 3 ATG3 Hs00223937_m1
ATG13 autophagy related 13 ATG13 Hs00207186_m1
FOXO01 forkhead box 01 FOXO01 Hs01054576_m1
FO0X03 forkhead box 03 FOX03 Hs00921424_m1
UVRAG UV radiation resistance UVRAG Hs00163433_m1
associated
endophilin-B1;
SH3 domain containin aJITepHAaTUBHU HA3UB:
SH3GLB1 GRBZ like; endophilin B% Bax-irll)teracting factor 1 PRl
(BIF1)
AMBRA1 | @utophagy and beclin I AMBRA1 Hs00387943_m1
regulator 1
GABARAp |  GABA yped receptor - GABARAP Hs00925899 g1
associated protein
phosphatidylinositol 3- PIK3C3;
PIK3C3 kinase catalytic subunit aJITepHAaTUBHU HA3UB: Hs00176908_m1
type 3 VPS34

BECN1 beclin 1 oexuH 1 Hs00186838 m1
SQSTM1 sequestosome 1 p62 Hs00177654_m1
RNA18S 18s ribosomal RNA / Hs03928985_g1

3.10. Tpancpekuuja henmnja masiom uareppepupajyhom PHK v n1asmugHuM BeKTOpOM

Peazencu u pacmeopu: nunopextamut 2000 (eHr.. Lipofectamine 2000, Thermo Fisher
Scientific), Opti-MEM (enr.i. Dulbecco's Minimal Essential Medium, Capricorn Scientific GmbH),
mane untepdepupajyhe PHK (enrs. small interfering RNA, siRNA) 3a LC3, BECN1, JNK u
koHTposiHa SiRNA (cBe Santa Cruz Biotechnology). [lsiasaMugHuU BeKTOpU Cy [A06UjeHU
Jby6asHowhy ap Buktopa U. Koposuyka (YuuBepsuter y Mbykacny; TFEB, pcDNA3) u
npodecopa Mapka Ilutepc-Tonpena (YuuBepsuteT y Muuureny; myr-AKT).

Y numy nedpuHucamwa ysore aytodparuje uau oapeheHux nporeumnHa y cmptu U251
henuvja n3a3BaHO] NpUMeHEHUM TPeTMaHMMa, EKCIIpecHja reHa o/l MHTepeca je MO3UTHBHO U
HeraTUBHO MOJyJIMCaHa. YTHlIaBamwe ekcnpecyje reHa 3a LC3, 6eksnnH-1 1 JNK mocturuyTo je
KO-TPaHCKpPUNLMOHUM reHeTUYKHUM yTUllaBaweM, ogHocHO PHK nHTepdepenuujom nomohy
siRNA. [IpekomepHa ekcnpecuja reHa 3a TFEB ¥ KOHCTUTYTHUBHO aKTUBHY MUPUCTUJIOBAHY
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AKT kunasy (myr-AKT) omoryheHa je ybanuBamweM miaa3muaHor JJHK BekTopa Kao Hocaya
HaBeJeHUX reHa y hesuje. Yiaszak siRNA ¥ masmupHOr BeKTOpa y jejpo oMoryheH je
IpHYMeHOM peareHca 3a TpaHcpeKLHjy - munodpexkramuta 2000 (JID). JiunopeKTaMuH cafpKU
KaTjOHCKe JIMNIU/JIHEe CyOjeJUHULe U Y BOJLEHOM pacTBOpy GopMHUpa jeJHOCI0jHE JIUTI0O30MCKe
CTPYKTYpe OKpYXKyjyhu HeraTUBHO HaeJIeKTPUCAH TeHEeTUYKH MaTepujai. [[03uTHUBHO
HaeJIeKTPUCAaHU JIMIIO30MM MHTeparyjy ca HeraTUBHO HaeJeKTPUCAHOM MeMOpaHOM U
eHJI0LIMTO30M ybalyjy cBoj caapaj y henwujy. [Ipoueaypa je ypabeHa npema ynmyTcTBUMa
npousBobaya. 3a noTpebe aHanuze henujcke Bujabunocty, U251 henuje cy KyaTUBHUCaHE U
TpaHcdeKkLHja je ypaheHa y myodaMma ca 96 OyHapa, [JOK Cy 3a LUTOQJIYOPUMETPHjCKY U
MMYHOOJIOT aHaau3y hesnuje TpaHcpekoBaHe y MOJUCTUPEHCKHUM IJloyaMa ca 6 OyHapa.
henuje cy kyatuBucane y RPMI 1640 wmenujymy ca 5% FBS, 6e3 aHTHO6UOTHUKA U
anTuMukoTuKa. [lo goctuszawy 60% koHpayentHoctH, U251 hesnuje cy TpaHcdekoBaHe
ynotpe6om siRNA (3a LC3, BECN1, JNK wau koHTposHoM SiRNA) uau JIHK maasmupom
(Bektopom reHa 3a TFEB, myr-AKT wuau npa3nuMm, KoHTposHUM pcDNA3 BekTopoM).
Osmromepu siRNA cy, npema ynyTcTBUMa lpou3Bohaya, Hajipe pacTBOPEHHU Y /1ejOHU30BaHOj
BoAM y KoHIeHTpauuju 10 uM, a 3atum cy y Opti-MEM TpaHchekioHoM Meaujymy 6e3
aHTUOMOTHUKA UHKYOUpPAHU 5 MUHYTa Ha CO6HOj TeMIiepaTypu. UcToBpeMeHO je MHKyOHUpaH U
JI®, takobe y Opti-MEM megujymy 6e3 aHTUOMOTHKA, 5 MUHYTa Ha COOHOj TeMIepaTypH.
[loToM cy oBa ABa pacTBopa nomellaHa y jeJHaKMM 3allpeMHUHaMa U MHKyb6upaHa 20 MUHyTa
(cobHa TemmiepaTypa) kako 6u ce popmupasiu siRNA-JI® komniekcu. Meaujym y koM cy hesuje
KyJITUBHCAHE je 3aMeleH MeJujyMoM ca usrpahenuM siRNA-JI® komniekcuMa, Tako Ja cy
duHanHe koHeHTpauuje 6use 100 nm siRNA, 10 ng/ul TFEB u 1 ng/pl myr-AKT, nok je JI®
6uo0 pasbsaxkeH 600 nyTa, Kako je MpenopyyeHo o/ cTpaHe npousBohaya. henuje cy HapeHUX
8 h uHKybupaHe y MeAujyMy 3a TpaHCPEeKIMjy KOjU je 3aTHM 3aMelheH KOMIJIETHUM
MeJUjyMOM 3a KyJTHBalLMjy hesuja u MHKybalMja je HacTaB/beHa TOKOM HapeaHuX 24 h.
3aTuM cy hesvje noABpruyTe TpeTMaHMMa, JleTa/bHO ONMCAHUM Y JieTeH/jaMa CJIMKa, U JaJbe
npunpemMaHe 3a aHajJu3y BUjaOUJIHOCTH, NMPOTOYHY LUTOQIYOPUMETPHjy U HUMYHOOJIOT
aHaJu3y.

3.11. CraTucTuuyka o6paja pesyJ/rara

[IpusiukoM cTaTUCTUYKe 06pajie MmojaTaka KopuuiheHe cy MeTOJle aHaJUTHUKe
CTAaTUCTUKe. 3a MpOLEeHY 3HAYajHOCTU pa3JiMKe He3aBUCHUX y30paka KopulnheHU cy
napameTapcku TecT — CTY/IeHTOB T-TECT, a 32 aHAJIM3y CTATUCTUYKE 3HAYAjHOCTU Pa3JIhKe
u3Mehy pesystara JJ0OHMjeHUX Pa3JMYMTHUM TpeTMaHHUMa, KopuliheHa je jeHopaKTOpcKa
a”Hasu3da BapujaHce (ANOVA), mpahena Student-Newman-Keuls Tectom 3a BulecTpyka
nopehemwa. Bpegnoct p mamwa oz 0,05 je cMaTpaHa cTaTUCTUYKHK 3HadajHoM (p<0,05).
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Pesystatu

4.1. Kom6unanmja AK u M/l cmamyje BujaouaHoct U251 hesinja Ha A03HO- U BpEMEHCKH-
3aBHCAaH HAYUH

Moryhe nuToToKcM4HO AejcTBO kKoMbO6uHanuje AK u M/l ucnutuBaHoO je in vitro, Ha
hesnjama xymaHor raumo6sactoma U251. henuje U251 Hoce myTanujy y reny 3a PTEN, Tako ga
cy morojaH Mojiea ravobsactoma koj kojux PTEN Huje ¢ynkyuonanan. henuje cy
WHKyOHpaHe 24 h y npucycTBy pa3jMuyuTuX KoHleHTpauuja AK (0-2 mM), M/l (5-20 uM) u
HbUXOBUX KOMOUWHAIMja, HAKOH Yera je BUjabMJIHOCT oZipeheHa KOJIOpUMETPHjCKUM TeCTOBUMA
kpuctan BuosieT U MTT. [IpumeweHe koHueHTpauuje AK u M/l cy u3abpaHe Ha OCHOBY
NpeTX0AHUX UcTpakMBawa (Bakalova u cap. 2020; Semkova u cap. 2020). )KuBum cy
cMaTpaHe hesvje Koje ycies TpeTMaHa HUCY M3rybuse CIOCOOHOCT Jia ce MPUYBPCTE 3a
nojJiory v hesvje Ko/ KOjux je akTUBHOCT MUTOXOH/IpHja OCTa/ia O4yBaHa.

henuje U251 HuUcy Ousie oceT/bMBe Ha MojeiIMHA4YHO npuMeweHe Ao3e AK, nok je
HajBUIla KoHUeHTpauuja M/l (20 uM) 6s1aro, anu 6e3 cTaTUCTHYKe 3HAYAjHOCTH, CMakbuJIa
6poj kuBuUXx aaxepeHTHUX (Ciumka 1A) U 6poj henwja ca aKTUBHHMM MHMTOXOHJpHjaMa
(Cruka 1B). 3HavyajHO cMameme 6poja BUjabMJIHUX hesuja 3amaxeHo je y Kyatypu U251
henuja Ha koje cy ucroBpeMmeHo npuMeweHM AK u M/l LIMTOTOKCMYHM NOTeEHLHja
koMmb6uHanuyje AK 1M/l je pactao ca noBehawbeM BUXOBUX 0jeJUHAYHUX KOHI|eHTpal1ja, TaKo
Jla je npu koHueHTpanuju AK op 1 mM 3HayajHO cMameme hesiMjcke BHjaOUIHOCTH
NOCTUTHYTO U Y KOMO6UHauju ca 10 uM, u y kom6uHauuju ca 20 uM M/], nok je 2 mM AK
CTUMYJIMCA0 TOKCUYHOCT CBe TPU NpUMeleHe KoHlleHTpauuje M/l (Cauka 1).

A 120 B 120
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= = ; 4
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Cauka 1. /103HO-3aBMCHO IMTOTOKCUYHO JejcTBO KomouHanuje AK u M/l Ha henuje xymaHor
rauo6aacroma U251. U251 hesuje cy uHKyOMpaHe y MNPUCYCTBY Pa3/JIMYMTHUX KOHIIEHTpaIHja
ackopb6uHcke kucenuse (0,5 - 2 mM) u meHaguoHa (M/Jl; 5 - 20 uM) npuMemeHUX MOjeAUHAYHO U Y
KOoMOHHanujama, TokoM 24 h. BujabusiHoct henuja je ogpehena kpucrtan Buosiet 1 MTT TecToBUMA.
Pe3ysTaTu cy mpHKasaHU Kao Cpefitbe BPEAHOCTH * CTaHJap/iHe JeBHjalidje TPUIIMKATa jeJHOr
penpe3eHTAaTUBHOT OJf TPU He3aBUCHA ekcnepumeHTa. *p<0,05 mpeacTaB/ba CTATUCTUYKU 3HAYAjJHY
pasJiuky y nopehemy ca KOHTPOJHUM, HeTpeTHpaHuM hesnjama.

YTuuaj ayxuHe TpeTMaHa Ha BujabusHoct U251 hesuja ucnuraH je MHKy6Ganyjom
hesnuja ca 1 mM AK, 20 uM M/] ¥ 1 UXOBOM KOMOMHALMjOM TOKOM Pa3JMYUTUX BPEMEHCKUX
uHTepBasa (1-16 h). TectoBu kpuctan BuoJsieT (Cauka 2A) u MTT (Camka 2B) cy nokasanu
Jla HUTOTOKCUYHOCT KoMOuHanuje AK u M/| pacte TokoM BpeMeHa. 3aje JHUUYKUM /[1€jCTBOM
1 mM AK u 20 uM M/], cMamewe BrjabusHocTu U251 hesnuja 3a Buie o 80% JA0CTUTHYTO je
Beh HakoH 8 h (Csimka 2), 360r yera cy oBe koHleHTpanuje AK u M/l ogabpane 3a TpeTMaH
hesuja y ekcnepuMeHTHUMA KOjU CY YCJIeAUIH.
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Ciuka 2. BpeMeHCKH-3aBUCHO IUTOTOKCUYHO JejcTBO koM6uHanuje AK u M/l Ha hesmje xymaHor
rauo6aacroma U251. U251 henuje cy uHky6upaHe y npucyctBsy 1 mM AK, 20 uyM M/l u wuxoBe
koMmb6uHanuje (AK+M/l) TokOM pas/IMuUTUX BPeMEHCKUX MHTEpBa/ia Ha3HAYeHUX Ha rpaduKoHHUMA.
BujabusHoct henuja je usmepeHa kpucrtaja BuoJsieT 1 MTT TectoBuMa. PesysntaTu jegHor of, Tpu
HE3aBHCHO CIpOBeJleHa eKCllepMMeHTa IMpUKas3aHU Cy Kao cpefibe BPEeJHOCTH * CTaHJapjHe
JieBujanyje Tpumaukarta. *p<0,05 mnpejcTaB/ba CTaTUCTUYKM 3HAYajHy pasjiMKy y nopebemwy ca
HeTpeTHpPaHUM, KOHTPOJHUM hesvjama.

4.2. AK 1 M/l ocTBapyjy MHTepaKLujy CAHEprucTuYkor tuna y Kyarypu U251 hesuja

3HayajHO cCMabeme 6poja KUBUX hesivja U3a3BaHO KOMOUHOBaHUM AejcTBoM AK u M/,
6e3 ’bUXO0BOT MOojeJJHUHAYHOr yTUlaja Ha BUjabuaHocT U251 henwuja, ykasyje fa 6u AK u M/l
MOIJIM OCTBapUBaTU WHTepaKlujy cuHepructuukor tuna. Kopumhewem codTBepa
CompuSyn, koju ce 3acHMBa Ha Yo-Tasanaj MeToau 3a ojpehuBame BpCTe HWHTEpaKIivje
pa3/IMYMTHUX MOJIEKYJIA, U3paYyHAT je KOMOMHATOPHU UH/IEKC 3a KOMOMHAlMje pa3/InuUuTUX
koHUeHTpayuja AK u M/l. BpegHoCT KOMOMHATOPHOT UH/IEKCA je O1Jla Mama o, 1 pu pacnoHy
nuToToKcuyHe epukacHoctu of 0,1 no 0,99 3a cBaky o/ MpHMemEeHUX KOMOWHALUja, LITO
notBphyje npernoctaBky ga AK u M/l cunepructuuku yo6ujajy U251 hesnuje rivo6siactoma
(Cnuka 3).
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Cauka 3. CHHEeprucTu4Ko HUTOTOKCUYHO AejctBo AK u M/l y kyatypu U251 henuja xymaHor
rauno6aacroma. U251 henuje cy unkybupase y npucyctBy AK u M/, camocTasiHO U y KOMbOUHaIMjaMa.
Kom6unaTopHu unHzekc je uspauyHat HYo-Tananaj metomom. Pesyaratu jejHor oJ TpU He3aBHUCHO
CIpoBeJleHa eKCllepUMeHTa MNpUKa3aHU Cy Kao CpeJe BpEeJHOCTHM * CTaHJAapJHe JeBujaluje
Tpumukata. *p<0,05 npejcTaB/ba CTATUCTUYKHY 3HaYajHY pa3JIMKY Y OJHOCY Ha HeTpeTHpaHe hesyje.
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4.3. Kom6unanuja AK u M/l nzasuBa mopdosiomke npomeHe U251 hesnmja

Mopdosoruja U251 henunja usnoxenux gejcreuma AK, M/l u AK+M/] nocmaTtpaHa je
noMohy MHBepPTHOI MHUKpOcCKomna ca (pa3sHUM KOHTPACTOM, a YJATPACTPYKTYpHe NpOMeHe
TpeTUpaHUX hesrja aHa/IM3MpaHe Cy IPUMEHOM TPAaHCMUCUOHE eJIEKTPOHCKE MUKPOCKOIHje.
YeTBOpO4YacoBHM TpeTMaH MNojejuHadyHUM po3ama AK u M/l Huje uMao yTuLaj Ha
MopdoJioliKe KapakTepucTuke hesnuja: hesnuje cy 3aApkajse NOJUTOHAJHU OOJHUK MU
KOHQJIYeHTHOCT Koja je OWJa CIMYHA KOHTPOJIHUM, HeTpeTUpaHUM henujama. Y KyaTypu
TpetupaHoj AK+M/l je Beh HakoH 4 h 3amaxkeHO cMameme 6poja hesnnja M wu3pasuTa
BaKyoJIM3allyja IMToIIa3Me y CKopo cBUM henujaMa y KyaTypu (Cauka 4A).
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Cauka 4. AK+M/l yrude Ha Mop¢oJIolIKe U YATPACTPYKTypHe KapakTtepuctuke U251 henuja.
U251 henwuje cy tpetupane AK (1 mM), M/ (20 uM) u AK+M/I. Mopdosoruja hesnuja je mocMmaTpaHa
HakKoH 4 h noMohy MHBepTHOT MUKpoOcKomna ca ¢pazHuUM KOHTpacToM (A), a yaTpacTpykTypa henuja je
aHa/IM3MpaHa TPaHCMHUCHOHOM eJIeKTPOHCKOM MUKPOCKONUjoM HakoH 8 h TpeTMaHna (B).

JlasjboM  aHasu3oM hesvja TPaHCMHUCHUOHOM  €JIEKTPOHCKOM  MHUKPOCKOIHjOM
(Cnuka 4B) HakOH 0CMOYacoOBHOr TpeTMaHa notBpheHo je ga AK He yTuye Ha CTPYKTypy
U251 henwuja. MebytumMm, henuje usnoxene paejctBy M/l mpeTpnesie cy mpoMeHe y BHUAY
BaKyoJ/iM3aliyje LUTOIJIa3Me Y3 NPUCYCTBO BaKyoJsa UCNYyHheHUX NesIMjcKUM cajJip)kajeM, aiu
6e3 jacHUX 3HAKOBa KOju OM yKasuBasv Ha hesnujcky cMpT. HakoH KOMOMHOBaHOT TpeTMaHa
AK+M/| 6use cy ouurye/He YATPACTPYKTYpHE KapaKTepUCTUKe hesnja moJierJux HeKposHu.
JlesunTerpanuja henuvjcke MeM6paHe, ryOUTaK eJIeKTPOHCKE T'YCTUHE Y MPUCYCTBO BEJUKOT
6poja BakyoJia y LJMUTOCOJy, AUJaTHpaHe MUTOXOHJpHje ca MPOCBET/LEHUM MAaTPUKCOM M
JIUCKOHTUHYUPAHUM KpUCTaMa, Kao U 04yBaHa jeJipa, yKka3uBaJu cy Aa kKoMbuHauuja AK u M/|
n3asuBa Hekpo3dy U251 henuja rivo6sacToMa. 3anaxkeHe MOPQOJIOIIKE U YATPACTPYKTypHE
npomeHe henuja Tpetupanux AK+M/| 1 o/icycTBO CJIMYHOT edeKTa y KyJATypaMa U3J10KEHUM
nojeaiuHayHuM TpeTManumMa AK u M/l 6uau cy y ckjaaay ca pe3yaTaTHMa TeCTOBA
BUjaOMUJIHOCTH Y IPETXOJHO OMMMCAHOM CHHEPTUCTUYKOM UHTepakiujoM AK u M/I.
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4.4. Kom6unanuja AK u M/l u3asuBa Hekpo3y U251 hesmja

Umajyhu y Buay pa yartpactpyktypHe npoMeHe U251 hesnuja Tpetupanux AK+M/|
yKa3yjy Ha HEKpo3y, YIIOTpeOboM NPOTOUHE [UTOPJyOpPHUMETPU]e je AeTa/bHUje UCTPAXKEH TUI
hesnujcke cMpTH KoOjy H3a3MBa KoMOHMHOBaHM TpeTMaH AK u M/l. henuje cy o6ojeHe
dayopoxpomrmMa aHekcruHoM V-FITC u Pl, HakoH TpeTMaHa Koju je Tpajao 8 h.

' 8h KOHTPona | .gh AK 8h MO 8h AK+MA

kacHa anontosa/

Hekposa . 1.6% 1.1%

'paﬂa
o anontosa ~ 3.7%

nponuaujym jogup (FL2)

4.6% 29 5.6%) 26.9%  45%

AHekcuH V-FITC (FL1)

Cauka 5. AK+M/l uzasuBa Hekpo3y U251 henwnja rimo6sacroma. U251 hesnuvje cy TpetupaHe AK
(1 mM), M, (20 uM) u wuxoBoM KoMmbuHauujom (AK+M/]) TokoM 8 h U aHasIM3UMpaHe Ha NPOTOYHOM
UTOQJIyOPUMETPY HAKOH 6ojewba Puyopoxpomuma aHekcuHoMm V-FITC u npomujujym joaugom.
Pe3ysiTaTu cy nprKa3aHU Kao MPOLeHTya/lHa 3aCTYII/bEHOCT cybnonyaanuja henuja y BUgy Tadykactor
JUjarpama u3 jeJHOT, 0/ TPY HEe3aBHCHO CIIPOBeJieHa eKCllepUMeHTa.

Y cksiafy ca OpeTXoJHO JA0OWjeHUMM pe3yJTaTMMa, aHaau3a hesauja NPOTOYHOM
nUTOQJIyopuMeTpUjoM je nokasasa fa AK u M/l, npuMemweHHU NojeJMUHAYHO, HUCY YTHLIA/IM Ha
npoMeHy mnoJioxkaja ¢ochaTugunicepyHa Ha heawjckuM MeMOpaHaMa, HUTH Ha HUXOB
uHTerputeT (Cauka 5). Kom6unanuja AK+M/] je 3HauyajHo noBehasia 6poj henuja 3a koje
cy ce Be3aJsia o6a ¢psayopoxpoma (aHekcuH*/PI* henuje), onHocHO hesnja Koje ce Haznase y
KacHOj a3y anonTo3e/HEKPO3UW U NO3ULUOHHPAHE Cy y TOPHEM JeCHOM KBaJ|paHTY
TaykacTtor rpaduxkoHa. bpoj henmja ca ekcrepHasn3oBaHUM QocPaTUIUICEPUHOM U
O4yBaHOM hesijckoM MeMb6paHOM, OJHOCHO hesinja y paHoj anonTo3u (aHekcuH*/Pl, jomwmu
JleCHY KBa/I[paHT) Y KOMOMHOBAaHOM TPETMaHYy OCTAO je HeNPOMEHEH Yy OJHOCY Ha KOHTPOJY.
OpcyctBo anekcuH*/Pl- hennja HakoH TpeTmaHa kom6uHanujom AK u M/| uckspydyje
MoryhHocT npesiacka hesivja U3 paHe y KacHy alloNTO3y U MPUCYCTBO CEKYHJAapHe HEKPO3e,
IITO yKasyje Ha To Ja koMbuHauuja AK+M/| uzasuBa npuMapHy Hekpo3y hesuja xymaHor
ravo6aactoma U251.

4.5. Komounanuja AK 1 M/l He yTM4ye Ha akTUBHOCT Kacna3a y U251 hesimjama

[TorBpAa ga kom6buHanuja AK+M/]| n3asuBa npumapHy Hekpo3dy U251 henuja no6ujeHa
je uCUTHUBakeM aKTUBHOCTH Kacmnasa IoJ yTULlajeM HaBeJeHOr TpeTMaHa. HakoH ucTeka
4h TpermaHa, hesnuje cy o6esexaBaHe MaH-Kacna3HMUM UWHXUOUTOpoM ApoStat-om
KOmyroBaHuM ca ¢uyopecueHTHUM MoJiekysoM FITC. LlutodsayopumeTpujcka aHa/usa je
nokasasia Aa AK u M/], Hu nojeJUHA4YHO, HU Y KOMOWHALIUjH, HE YTUYY HAa aKTUBHOCT Kacnasa
y U251 henujama rsiuvo6sactoMa. [IpoanonTOTCKU areHc CTaypoCHOPHH, KOjU je CIYKHUO Kao
NO3WTHBHA KOHTpOJIA 3a HHAYKIMjYy anomnTo3e, ApacTU4HO je moBehao 6poj hesauja ca
aKTUBHUM KacmnasaMma (Cimka 6A). M3ocTaHak akTUBallMje Kacnase 3, IJIaBHe er3eKyTopcKe
Kacla3e Mpoleca anonTose, NoTBpheH je UMyHOO6JI0T aHa/AUu30M. CTaypoOCHOPHUH je M3a3Bao
aKTHUBAIMjy Kacrnale 3 U NMPOTEOJUTHUUKO Hceljatbe HeHor cyrnctpata PARP g0 usodopme
MoJiekyJsicke Mace 89 kDa. 3a pasnuky on craypocnopuHa, AK u M/l, HU He3aBUCHO, HU Yy
KOMOHWHaINKMjU, HUCY noBehaBa/iu HUBO uceyeHor ¢pparmenTa (17/19 kDa) akTuBHe Kacnase 3,
HUTU TNPOTEOJUTHYKY pasrpagwy PARP nportenna (Caumka 6B). [lopen Tora, kacnasHH
unxuobutopu Z-VAD-FMK u Q-VD-OPh nucy npegynpenunu cMpT henuja uzasBany AK+M/]
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(Cnuka 6B), iTo noTBphyje Aa kacnasHo-3aBHCHA aNoITO3a HUje MeXxaHU3aM heJsinjcke CMPTH
koju ce nokpehe y U251 hesinjama kao nocsieguna kom6uHoBaHor fejctBa AK u M/I.

A

50
2 *
%:\‘; 40
E‘T 30
S 3
S8 5
2.6
=&
8 10
oL NEm | i
g AK MO AK CTC
+Ma
a Hoedena 25+ Cauka 6. AK+M/l He akTuBHpa Kacnase y U251
Xabrigaa 3 . hesmjama. U251 hesmje cy Tpetupane AK (1 mM),
10- M/J, (20 uM), mwuxoBoMm koMm6buHauujom (AK+M/)
PP — (A-B) wnm craypocnopudoMm (CTC; 1 uM; A, B), y
PARP 89- - 0JICYCTBY WJIM NPUCYCTBY Kacna3HUX UHXUOHUTOpA
Z-VAD-FMK u Q-VD-OPh (Z-VAD; Q-VD; 10 uM; B),
TokoM 4 h (A, B, B). AkTuBanja kacnasa npaheHa
— je uuTOQJyOpUMETpPHjCKOM aHaJu30M hesudja
AKTUH 42 S S——— — o6ejie)XeHUX  MaH-KaclMa3HUM  HUHXUOUTOPOM
KDA g AK MO AK CTC Apostat-om  (A), HMYHOGJIOT METOJIOM Cy
+Ma aHa/lM3UpaHd HUBOU ¢parMeHaTa HCeyeHe
B 140 Kacnase 3 ¥ MpoTeoJUTHYKa pasrpaama PARP (B)
oo JI0K je hesnujcka BHjaOUJIHOCT MepeHa KpUCTal
. 120 , Z-VAD BuoJieT TectoM (B). Pe3ysitaTu cy npuKasaHU Kao
%’Tg 100+ =_ o L. = Q-VD penpeseHTaTUBHU uMyHo6s0TOBU (B), cpeame
= :'Qj_ 80 BpeJHOCTU * CTaHJapZHe /[eBHjalyje TpU
55 6ol || . HE3aBUCHO clpoBeJieHa ekcnepuMeHTa (A)
{'s; : t L * % WM TpUIJIMKATa jeJJHOr OJi TPU He3aBHUCHA
a< 487 ' eKCIlepuMeHTa (B). *p<0,05 03HavyaBa
207 CTAaTUCTUYKHU 3HAYajHy pa3JjiuKy y nopebemwy ca
0- KOHTPOJIHUM, HeTpeTupaHuM (@) henujama.
o AK MO  AK+MA

4.6. AK+M/l noBehaBa mnpousBoawy PBK u m3asuBa jemnosiapusanujy MeMoOpaHe
mutoxoHgpujay U251 heaujama

[losanato je pma kombuHauuja AK u M/l mnokpehe cmpt henuja ycref
npekoMepHe npousBojwe PBK, okcupaTuBHOr cTpeca M HpeBep3ubuiHOr AucbanaHca
OKCHU/J0-peAYKLUOHOT mnoTeHuMjasa y henujama (Semkova u cap. 2020). HuBou PBK y
U251 hesnujama xymaHOr rjuo6JiacToMa Koje cy usioxeHe jejctBy AK, M/l u muxose
koMmbuHanuvje (AK+M/]) MepeHu cy UUTOPJyOpPHMETPUjCKH, aHA/JIM3OM hesvja 0060jeHHUX
pesiokc-oceT/bUBOM 6ojoM auxugpoposaMuH 123 (DHR). Huo ykynHux PBK y hesnujama je
6uo 6saro cHxeH ycuae[ TpetrMaHa AK, 6siaro moBehaH HakoH fejcTBa camor M/|, fok je
u3pasuto noBehamwe npousBo e PBK y U251 hennjama nocTUrHyTo KOMOMHALUjOM OBa ABa
TpetMaHa (AK+M/]) (Ciuka 7A). UMajyhu y BUZly YMbeHULY [la MUTOXOH/pHje UMajy K/bYYHY
yaory y npousBoawu PBK u okcugo-peaykuuonum npouecuma y henuju (Kang u Pervaiz,
2012), vcnuTaHO je HAa KOjU HAYMH HaBeJleHW TpeTMaHW yTUYy HA cTBapawe 02~ y
MHUTOXOH/IpYjaMa U Ha HUXOB MeMOpaHCKU MoTeHuujau. [lojefuHayHuM aejctBoM M/, a
noce6Ho weroBoM koMmb6uHauujoMm ca AK, cTtBapamwe 02~ y MUTOXOHJpHjaMa je I0jayaHO
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(Cnuka 7B), mTo je moka3aHo HUTOGIYOPUMETPHUjCKOM aHa/IU30M hesnja 060jeHUX 6GOjoM
MitoSox Red. Kao nngukaTop npoMeHe NoTeHIMjasa MeMOpaHe MUTOXOH/IpUja KopulliheHa je
KaTjoHcKa 60ja JC-1. AHa/nM3a Ha NPOTOYHOM LUTO(IYOPUMETPY je MoKasasa Jia je mocJje
u3jaramwa henuja mnojesruHadyHuM TpeTMaHuMa AK u M/l MeMOpaHCKM MNOTeHLHjas
MHUTOXOHJIpUja OCTa0 O4YyBaH, JOK je KoMOuHOBaHM TpeTMaH AK+M/| poBeo jo
Jlerosiapr3aliyje MUTOXOHApHUjcke MeMbpaHe (Ciuka 7B).

A b B ,.
i LI KoHTpona m M,
| RTpona KOHTpona | NAK B !AI&M}J
8 8 3 1
E‘E AK+MO 3 =
] AK N
= % £ Ty =11
2 2 -
© (e} 9’
" 0

DHR (FL1) MitoSox (FL2)
Cnauka 7. AK+M/l u3a3uBa OKCUJATHBHU CTpeC U JAenojiapu3anujy MeMOpaHe MUTOXOH/pHja.
U251 henuje cy Tpetupane 1 mM AK, 20 uM M/ 1 suxoBoM KoM6uHaujoM (AK+M/I) TokoM 4 h, HakoH
yera cy obGenexaBaHe ¢uyopoxpomuMa DHR (A), MitoSox Red (B) wau JC-1 (B). UHTeH3uTeT
duyopecueHue, kao UHAUKaTOp HUBoA YKynHUX PBK y hesnujama (A), Oz~ y MuToxoHaujama (B) wiaun
MeMOpaHCKOI MOTeHIUjasla MUTOXO0HApHUja (B), MepeH je moMohy mpoTo4yHOr uuTod yopuMmerpa.
Pe3ysiTaTu cy npuKasaHu y BUy pelipe3eHTaTUBHUX XUcTorpama (A, B) nin kao cpesitbe BpeJHOCTH *+
CTaHJapJHe JeBujaliije TpU He3aBHUCHO cHpoBejeHa ekcrnepuMeHTa (B). *p<0,05 o3HauaBa
CTAaTUCTHUYKU 3HA4YajHy Pas/MKy y nopehemy ca KOHTPOJIHUM, HeTpeTHUpaHuM hesnjama.

4.7. AK+M/] n3zasuBa cMpT U251 hesija mocpeACcTBOM OKCUAATHBHOT CTpeca

Ha koju HauMH OKCHUJATUBHHU CTpec, M3a3BaH koMb6uHauujom AK u M/l, yTude Ha
hesnujcky cMpT Koja HacTyna Kao HOC/Je[Ulla OBOT TpeTMaHa, HUCIUTAHO je YIOopesHOM
npuMeHoM aHTUOKcuZaHca N-ametus nucrernHa (NAC) 3ajegHo ca Tpermanuma AK, M/| u
AK+M/| u oapehuBamweM hesnujcke BUjabUIHOCTU KpUcTasa BUoJieT TecToM. NAC je sepuBaTt
aMMHOKHCeJIMHE LIUCTEUH U, Kao IPEeKypCcop IJIyTaTHOHA, yYeCTBYyje Yy OOHaB/bakby Jleloa OBOT
BOXXHOT AHTHUOKCHJAHCA WM JUPEKTHO YKJawa CJ000AHe pajuKasie y hennjama
(Aldini u cap., 2018).

120+
CIkoHTpona N AK mM[ = AK+M[J
100+ —/—= _ #

80-
60-
40+
20

|

KpucTan Buoner
(% KoHTpone)

NAC

Ciuka 8. OKCUZAaTUBHU CTPEC je Y3POK HUTOTOKCUYHOT AejctBa AK+M/l Ha U251 hesuje xymaHor
riamo6sacroma. U251 henuje cy Tpetupane AK (1 mM), M/ (20 uM) u AK+M/ Tokom 4 h, y oacycTBy
(@) wnu npucyctBy anTHOKcuAaHca N-anetus nucrernHa (NAC; 2 mM). Buja6unHoct henuja je MepeHa
KpUCTaJl BUOJIET TECTOM, a Pe3yJITaTH Cy IPUKa3aHU Kao CpeJiibe BpeJHOCTH  CTaHAapAHe JleBUjaLuje
TPUIJIMKATA jeJHOT OJ, TPU He3aBUCHA ekcnepuMeHTa. *p<0,05 o03HayaBa CTAaTUCTUYKH 3HAYajHY
pas/MKy y nopehewmy ca KOHTPOJIHUM, HeTpeTHpaHuM hesujama, a #p<0,05 y nopehewy ca hennjama
TpeTupanum AK+M/I.
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TecT BUjabUJIHOCTH je joll jeAHOM MOTBPAHO Aa caMOCTaJHO npuMeweHu AK u M/
HeMajy LMTOTOKCUYHO [1ejCTBO, JOK HHUXOBa KOMOMHAlMja 3HA4YajHO CMambyje Opoj KMBUX
henwuja. Bujabunnoct henuja koje cy ucroBpeMeno usnoxene zejctsy AK+M/l u NAC je octasna
ouyBaHa U HHje ce pasjiMKoBaJa oJi KOHTpoJsiHUX hesuja (Camka 8). C 063upom Ha To aa NAC
enuMmuHuiie PBK y nutomsasmu, Aob6ujeHH pe3yJTaT yKasyje Ha TO Jla MpPeKOMepHa
npousBoawa PBK u yHyTaphenujckh OKCHAATHUBHHM CTpeCc HMajy KJ/bY4HY VyJOry Y
LUTOTOKCUYHOM JejcTBY AK+M/I.

4.8. M/l u AK+M/l u3a3uBajy HaKylJbamke KHcCeJux ayrodarHux Besukyaa y U251
hesmmjama

YoueHe yATpacTpyKTypHe IpoOMeHe y BUJYy BakyoJsiu3dauuje nutomnadMe U251 henuja
Tpetupanux M/l u AK+M/l (Ciuka 4B) cy 6use MoACTHLAj 3a UCIUTUBAalbe CHOCOOHOCTHU
HaBeJleHUX TpeTMaHa Jia u3a30By ayTodarujy. henuje cy usnoxeHe TpodyacoBHOM JAejcTBy AK,
M/l u AK+M/I 1 HaKOH Tora je ’BbHUX0Ba yATPACTPYKTypa aHaJIUu31upaHa NOMONy TPaHCMHUCHOHOT
eJIEKTPOHCKOT MHUKpockomna. CXOJHO TMpeTXOAHO JA0OHWjeHUM pe3yaTaThMa, U3rjiae] U
eJIEKTPOHCKa I'yCTHMHA LJUTOIJIa3Me U MUTOXOH/pHja ¥y hennjama TpetupanuM AK Hucy 6uiu
npoMmeweHH (Ciauka 9). Ca pyre cTpaHe, y [UTOM/Ia3Mu hesdja TpeTHpaHUX MOjeJTUHAYHOM
fo30M M/l, kao 1 BeroBoM KoMbuHanujoM ca AK, yodeHe cy BaKyoJie UCIyHbeHe JieJIOBUMa
LMTOIJIa3Me Koje Ccy u3rJjenoM nozcehase Ha aytodarHe Be3ukyse (ayTodarozome U
ayToJIM3030Me).

KOHTpona AK ma AK+M[
3h 3h 3h 3h

Cauka 9. M/l u AK+M/] n3a3suBajy Hakyl/bamwe ayTodparHux Besukyaa y U251 henmjama. U251
henwuje cy Tpetupane 1 mM AK, 20 uM M/| u ,wuxoBoM koM6uHaIujoM (AK+M/]) Tokom 3 h, HakoH Jera
je I’UX0Ba YJATPACTPYKTypa aHa/JM3WpaHa TPAHCMUCHOHOM eJIEKTPOHCKOM MUKPOCKOMHUjoM. [lyHUM
CTpesiMIlaMa Cy O3Ha4yeHe [IUTOMNIa3MaTCKe BaKyoJie, 10K je/JHOCTaBHE CTpeJIMIle 03HAYaBajy BE3UKYJIe
HaJUMK ayTrodarosoMuMa U ayTOJM3030MHMa, HCIyHeHe Hepa3rpaheHUM LHUTOMJIa3MaTCKUM
MaTepujasioM. [Iprka3aHe cy penpe3eHTaTUBHe MUKporpaduje.

[lojaBa ayTodarHux Be3WKyJa je Jabe MOCPeAHO aHAJM3WpaHa NOMONy MPOTOYHOT
nutodayopuMeTpa, 60jereM hesnuja pH-ceH3UTUBHUM PJIyOpOXPOMOM JIM30TPEKEP LPBEHO
(LTR), koju ce ceNleKTHUBHO aKyMy/Jupa VY Ju3030MHUMa/ayTosn3o3oMmuma. [loBehan
nHTeH3uTeT ¢ayopecieHile LTR neTekToBaH je Beh HAaKOH caT BpeMeHa UHKyOaluje hesuja ca
AK+M/] u weroB nopacr je 3abesiexxeH HaKOH 2 h TpeTMaHa, Ka/ia je U 0jeiIMHAaYHU TpeTMaH
M/] u3asBao 3Ha4yajHO noBehamwe nHTeH3UTeTa payopecuenue LTR (Cauka 10).
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JlobujeHu pe3yJsITaT yKasyje Ha TO Aa Cy BaKyoJie yodyeHe y yuronaasmu U251 henuja
u3J0eHuX JiejctBy M/l u AK+M/] 6usie ucnymweHe KUCEJIUM caipKajeM, OJTHOCHO Jla HaBe/leHU
TpeTMaHu noBehaBajy Opoj/BoJiyMeH KHCeJHUX BaKyosJa HaJMK ayTOJU3030MUMa U
auszo3oMuMa. OBaj pe3syaraT Takobe ykasyje Ha TO Ja ce ayrodarHe Be3UKyJse Y
KOMOMHOBAHOM TpeTMaHy I10jaBJ/byjy paHHUje y 0JHOCY Ha TpeTMaH caMuM M/I.

Cmuka 10. MJA wu AK+M/I noBehagBajy

3 . 6poj/BoiyMeH KHCeJIMX Be3ukysa y heawmjama.
c§ | L koHtpana M MA 3 1T U251 hesnje cy Tpetupare 1 mM AK, 20 uM M/] u
EL & AK 8 AK+MO BUX0BOM KoMOuHanujoM (AK+MJ). [pucyctBo u
%E 2 BOJIyMEH KHCeJUX yHyTaphesujckux Be3uKyaa Cy
':s': o B npahenu HakoH 1 h u 2 h, nutodayopumerpujckom
sz a”Hasu3oM hesuja obesiexkeHUX 60joM JIU30TpeEKep
E § 1| npeeHo (LTR). PeaysTaTu cy nprkKasaHu Kao cpe/iibe
&S BpeJHOCTU + CTaHJapAHe [eBUjalidje TpHU
E)_E‘ L HE3aBHCHO CIpoBeZieHa eKcrnepuMmeHTa. *p<0,05 y

& OZHOCY Ha KOHTPOJIHE, HeTpeTHpaHe henuje, unja je

0- BpEe/IHOCT apOUTpapHO y3eTa Kao 1.

Bpeme

4.9. Ml u AK+M/l yTu4y Ha HMBO NPOTEUHCKHX MapKepa aytodaruje

C o63upom Ha To Aa M/l u AK+M/l umajy noteHuyujan aa nosehajy 6poj U BeJUUYUHY
ayTodarHux Be3nKyJa, bUXoBa ClIOCOOHOCT Aa u3a3oBy ayTodarujy y U251 henuvjama je game
MCIIUTHBAaHA MMYHOOGJIOT aHAJU30M NPOTEeHHA KOjU NMpeJCTaB/bajy TUIIMYHE MapKepe OBOT
npoieca.
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Cauka 11. MJI u AK+M/] noBehaBajy HuBO 6ekyinHa-1, npenasak LC3-1y LC3-11 u pa3srpaamwy p62.
Bekaun-1, LC3-I, LC3-II u p62 cy aHanu3upaHu UMYyHOGJIOT METO/IOM HAaKOH TpeTMaHa hesvja 1 mM
AK, 20 uM M/l u vbuxoBoM koM6uHanujoM (AK+M/), ayrux 1 h u 2 h. PeiaTUBHU HUBO aHATM3UPAHUX
MpOTerHa je HU3pakeH y OJHOCY Ha aKTHUH KOjU je OMO IMOKasaTes/b jelHAKe KOJUYHHE YKYITHUX
NpPOTEeMHAa Yy CBMM HCIHUTHBAaHUM y3opuuMma. [Ipuka3aHu Cy penpe3eHTAaTHBHU HWMYHOOGJIOTOBU U3
jeiHOr oOJ, TpM He3aBHCHAa eKCIlepUMeHTa, 3ajeJlJH0 ca pe3yJTaTUMa JeH3UTOMeTpHjCKe
KBaHTUUKaALMje KOjU Cy NpeJCTaB/beHU Kao Cpejiba BPeJHOCT * CTaHJapjAHa JeBHjaluja TpHU
He3aBUCHA ekclepuMeHTa. *p<0,05 o3HauyaBa CTAaTUCTHYKK 3HA4YajHy pasjiuKy y mnopehemy ca
HeTpeTHpaHUM hesijamMa KojuMa je ap6uTpapHO JojesbeHa BpegHocT 1; #p<0,05 y nopehemwy ca
henuvjama Tpetupanum M/L.
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HuBo 6eksuHa-1, mpoTerHa ca BaXXHOM YyJIOTOM y HUHAYKLUUjU ayTodaruje, 6U0 je
noBehaH y henujama Tpetupanum M/l u AK+M/I. [loBehawe HUBOa 6ekynHa-1 je youeHo Beh
HaKOH npBor cata TpeTMaHa U251 henuja ca M/[ u 6ui0 je uspaxkeHuje kaja je M/l npuMemeH
y kom6uHauuju ca AK. Hakon aBa cata TpeTMaHa, epekaT M/] Ha HUBO Gek/MHA-1 je JOCTUTAO
edekaT Koju je ocTBapuJ/a leroBa komouHanyja ca AK (Cimka 11). [[pyru BaxkaH Mapkep 3a
npahemwe ayTodaruje je konBep3uja nporernHa LC3 u3 LC3-1y LC3-11 popmy. [IpoTeosntuukom
pasrpajmoM coaybousiHe, nutomnaasmatcke ¢opme (LC3-1) nacrtaje LC3-11 dopma koja ce
yrpabyje y MmeM6paHy aytodarosoma, Te je noBehawe HuBoa LC3-II y nupekTHOj Be3u ca
noKpeTamweM Mpoleca ayrodparuje y heaunjama. M/l je noBehao npesnasak LC3-1y LC3-11 popmy
IpOTEUHa, WITO je M3pa3uTo mojadyaHo y npucyctBy AK HakoH 1h, mok cy ce HakoH 2 h
TpetMaHa edpektd M/l u komb6uHauuje AK+M/] Ha HuBo LC3-II mpoTenHa u3jegHauusiu.
Komb6uHanuja AK+M/] je Beh HakoH 1 h TpeTMaHa M3a3Bajia cMawbewe HUBOA p62, MpOTEUHA
KOju JolpeMa YOUKBUTHHOM oOesiekeHe MoJieKyJie [0 ayTodaro3omMa M ca mbUMa OHUBA
pasrpabeHn TokoM npoueca aytodaruje. [Iponec pasrpagwe p62 noj ejcTBOM KOMOUHaLUje
AK+M/| je HacTaBJbeH, Te je HUBO OBOT NpPOTeHHA OMO HWXMU HakoH 2 h, 10K je 3HauyajHa
Jlerpagauuja p62 nog aejcteoM M/| 3abesiexkeHa TeK y OBOM BPEMEHCKOM MHTepBasly (HaKOH
2 h tpermana) (Caimka 11). OBu pe3ysiTaTH yKa3yjy Aa u M/l u kom6uHanuja AK+M/l nokpehy
aytodarujy y U251 hesnujama, anu ga ce aytToparHu mnpoiec y henvjamMma M3/10)KEHUM CaMo
JaejctBy M/l oBUja pa3/IMYUTOM AUHAMUKOM y nopehemy ca TpetManoM AK+M/I.

4.10. Ml u AK+M/] ctumyauumy ayrodarau ¢paykcy U251 heaujama

Kao wmTo je paHuje HaBeJeHO, aKTHBalMja Impoleca aytodaruje je mnpaheHa
Junuaanujom uutocosiHe, LC3-1 opme u henuM npesackoM y LC3-11 popmy koja ce perpyrtyje
Ha parodpopHy MeMOpaHy U OCTaje 3aKayeHa 3a MeMbpaHy ayTodaro3zoma. HakoH HacTaHKa
ayTosin3o3oMa, ayrtodarozomanHu cazapxkaj u LC3-II mporemHu ce jgerpaayjy. Mepa
JlerpalallMoOHe aKTUBHOCTHU ayTodaruje Koja nojpasyMeBa O/iBUjalbe KOMILJIETHOT Npolieca,
noyeBuid oj dopmupawma darodope, npeko cadpeBamwa ayTodarosoma o Aerpajaiyje u
pelMK/IMpawka MaTepujasa y ayToJM3030MHMa, AedrHHCaHA je kKao ayTodarHu ¢ykc
(Klionsky u cap., 2021).
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Ciauka 12. M/l u AK+M/l nojadaBajy ayroparau ¢aykc y U251 hemamjama. U251 hesnuje cy
Tpetupane 1 mM AK, 20 uM M/ 1 ssuxoBOM KoM6HHaIujoM (AK+M/I), y oacycTBy (@) Wiu NIPUCYCTBY
amoHujyMm-xaopuga (NHiCl; 50 mM), unxubuTopa mnpoteosusde. KouBepsuja LC3 je ucnurtaHa
MMYHOGJIOTOM HaKOH 2 h TpeTMaHa. JaurHa ,061jeHUX Tpaka KBaHTUPHUKOBaHaA je JeH3UTOMETPHjOM,
a HuBO LC3-II popmMe npoTerHa U3paKeH je y 0JJHOCY HAa aKTUH, KOHTPOJIHU IPOTEUH KOjH je YKa3uBao
Ha jeJHOOOPA3HOCT KOJMYMHE YKYIHUX NpOoTerHa Mely UCIUTUBAHUM y3opuuma. [Ipukasanu cy
penpe3eHTaTMBHM UMyHO6JI0TOBU (JIeBO) U CpeJitbe BPeJHOCTH * CTaHJAapJHe JeBujalyje pe3yJaTa
JIeH3UTOMETPHje U3 TPU HE3ABUCHA eKCcllepuMeHTa (ecHo). *p<0,05 o3HayaBa CTaTUCTUYKHU 3HAYAjHY
pa3nuky y nopebemwy ca HeTpeTHpaHuM hesnjama KojuMma je apOGUTpapHO Joje/beHa BpeaHOCT 1;
#p<0,05 y nmopebewy ca henunjama Tpetupanum NH4Cl+M/l; & p<0,05 y nopebewy ca henujama
TpetupanuM camo NH4CI.
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Jla 6u ce noBehawe HMBOa LC3-II ca curypHouhy Morso WHTepnpeTHpaTH Kao
NoKasaTe/b IOjayaHe aKTUBaLuje ayTodaruje, OUJI0 je HEONXOJHO YpaAUTU aHAIU3Y
aytodarHor ¢Jiykca M Ha Taj HAaYMH eJMMUHHUCAaTH MOryYhHOCT Ja [0 HaroMuJjaaBamba
LC3-II mosasu ycnen 6JiokajJie HeroBe pasrpajikbe y ayToJiM3030MUMa. TO je MOCTUTHYTO
JIBOUaCOBHOM HHKyb6anujoM henuja ca AK, M/l 1 ’bMX0BOM KOMOHWHALIUMjOM Yy MPHUCYCTBY U
0/ICYCTBY JIM3030MaJIHOT UHXUOHUTOpa aMoHUjyM-xynopuga (NH4Cl) u ananusom LC3 npoTtenHa
uMyHo6s10TOM. CaM M/], a HapouuTo y KoMOMHauuju ca AK, moBehaBa HaromusiaBawe LC3-II
koje uszasuBa NH4Cl, mo norBphyje na M/l u AK+M/]| noBehaBajy ayTodaruu ¢psykc, oHOCHO
MMajy CIOCOOHOCT Jjla MHAYKYjy npolec ayTodaruje y henunjama xymanor riavo6saactoma U251,
a He Jia 6y10kupajy pasrpagwy LC3-1I (Cauka 12).

4.11. M/l u AK+M/l nojayagajy TpaHcKpunuuyjy ayroparaux resa y U251 heaujama

[Topen aHaM3e ayTodparHux Mapkepa Ha IOCTTPAHC/IALMOHOM HUBOY, aHaJIM3UpaHa je
Y TPAHCKpHUIILMja reHa KOju KOAUpajy NpoTerHe YK/bydeHe y peryaauujy ayroparuje. Epekar
AK, Ml u AK+M/l Ha HuBo uHpopMmanuoHe PHK oxpeheHux rena ucnutan je RT-qPCR
MeTon0M. Cama AK Huje uMasia yTULaj Ha eKCNIPECH]Y aHAJIM3MPaHUX T'eHa, 0K je M/ mojadyao
TpaHckpunuujy BECN1 u GABARAP. Komo6uHoBaHu TpeTMaH AK+M/l je, nopeas BECN1 u
GABARAP, ctumyaiicao v ekcnpecujy reHa FOX01 n FOX03 koju Kogupajy TPpaHCKPUIILUOHE
dakTope yK/byUueHe y peryaanujy ayrodaruje, kao u ekcrpecujy ATG13, BIF, UVRAG u VPS34,
reHa 4vju NpOTEeMHCKU NPOJAYKTH MO3UTUBHO peryauuly aytodarujy. Excnpecuja rena 3a
ATG3 u p62 Huje 6uia MpOMeHeHa NOJ, YTHLAjeM UCHMTHMBAaHUX TpeTMaHa (Caumka 13).
JlobujeHu pe3yaTaTH yka3dyjy Ha To Aa M/l, a noce6Ho kom6uHanuja AK+M/l, HakoH JiBa caTa
JlejcTBa MO3UTUBHO pery/auvily ayTodardjy U Ha TPAHCKPUILMOHOM HUBOY, aKTHUBAIUjoM
TpPaHCKpUILMje TeHa 3a TPaHCKpUNLMOHe GaKTope U IpPOTEMHE KOjU YYeCTBYjy Yy
WHUIUjallMj|, eJIOHTalMju U 3aBpIIHUM pa3ama npoiieca ayTodaruje.
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Cauka 13. Ml u AK+M/] nnojayaBajy TpPaHCKPHUIILUjy FeHa YMjU NPOAYKTHU UMaAjy BaXKHY YJIOTY Y
npouecy ayrodarmje. U251 henuje cy usnoxene gejctsy 1 mM AK, 20 uM M/] u ’suxoBe KOMOUHaLUje
(AK+M/I) ToxoM moJia caTa, HAaKOH 4era je aHaJIu3upaHa eKCIipecyja reHa IoBe3aHuX ca ayTodarujom
RT-qPCR w™MeTtomom. IlpukasaHu pe3yaTaTH MNpejCTaB/bajy Cpelre BPEeAHOCTU * CTaHZapAHe
JleBUjaliyje pe3yJsTaTa Ao0OUjeHUX y TPU He3aBUCHA eKcnepuMeHTa. *p<0,05 o3HayaBa CTaTUCTUYKHU
3HauajHy pasJ/IMKy Y 0HOCY Ha BPeAHOCT 4,06HjeHy aHaJINu30M KOHTPOJIHUX, HeTpeTUpaHuXx hesnja Koja
je apbuTpapHO noAelieHa Kao 1, a Ha rpaduKy je 03HaYeHA XOPU30HTATHOM UCIPEKUJAHOM JIMHjOM.

4.12. AK+M/l y U251 hesinjama aKTUBHUpa CUTHAJIHe NMyTeBe NoBe3aHe ca ayrodarujom

Y ycaoBuMa 6oratuM HyTpujeHTUMa, mMTORC1 omeTa ¢popMupawme PyHKIMOHATHOT
ULK1 xomMnJyiekca MW Tako MWHXUMOMpa TMOYETHU KOpaK CTBapawa ayTrodarozoma
(Amaravadi u cap., 2019). ¥ ctamwy eHepreTckor ctpeca, AMPK nmokpehe npoiuec ayTodaruje
UHAUPEeKTHO — uuxubuuujom mTORC1, uau gupektHo - dpochopusnauujom ULK1 (Ser317) u
6ekJiMHa-1, npoTerHa KOju Y4eCcTBY]y y MHULIMjaldju ayTodaruje (Amaravadi u cap., 2019).
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Y HapeHUM KopalMMa UCTpaKWBama je UCIIMTUBAHO Ha Koju HauyuH AK, M/l u AK+M/]
yTU4y Ha cteneH ¢ocopuianuje (Mapkep akTuBHOCTH) npoTenHa AMPK/mTOR curnanHor
nyta. UMyHo6/10T aHanu3a je ypaheHa HakoH TpeTMaHa Ayrux 1 h u 2 h. Kao n y npetxoanum
ekcriepuMeHTUMa, epekaT AK Ha cTteneH pochopuianyje MCIUTUBAHUX IPOTENHA je U30CTao,
ok cy MJl u AK+M/| 3HauyajHo noBehanu ¢ocdopuanujy AMPK. UHTepecaHTHO je To Ja je
jeainHo koM6buHoOBaHU TpeTMaH AK+M/l cmawuo HUBO ¢ochopuiucane ¢opme mTOR u
HBeroBor HUcxoaHor cyncrpata S6K u crumynrcao AMPK-3aBucHy ¢pochopunanuujy ULK1 Ha
no3unyju Ser317 (Cauka 14). OBu pe3ysTaTHU cyrepuily jAa je cjaab aytodparHu oAroBop
vM3a3BaH TperMaHoM M/l noBe3aH camo ca aktuBanudjoMm AMPK, moxk AK+M/] nokpehe
aytodarujy jader wuHTeH3uTera Yy U251 hesujama nocpefcTBOM — CcTUMyJalLdje
AMPK/mTOR/ULK1 curnassor nyTa.
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Cauka 14. AK+M/l aktuBupa AMPK/mTOR/ULK1 curHasnnu myTt y henujama ramo6siacroma
U251. henuje xymaHor rauvobsacroma U251 cy uHky6upane ca 1 mM AK, 20 uM M/l u wuxoBoM
kombuHanujoM (AK+M/l) TokoMm 1h u 2 h. Husou ¢pocdo-AMPK (p-AMPK), AMPK, docdo-mTOR (p-
mTOR), mTOR, ¢pocdo-S6K (p-S6K), S6K, pocdo-ULK1 Ha nozuiuju Ser317 (p-ULK1 Ser317), ULK1 u
aKTHHA Cy aHaJU3MpPaHU UMYHOOJIOT MeTOJOM W KBaHTUQHUKOBAHU JEH3UTOMETPHUjOM. AKTUH je
MOCJIY»HO0 Kao KOHTPOJIHU IPOTEHH KOjU yKa3yje /ia je y CBUM y30plMMa NPUCYTHA UCTa KOJUYHUHA
YKYNHUX NpoTenHa. [[pykasaHu cy penpe3eHTaTUBHU UMYHOOJIOTOBU U Pe3yJITaTH J€eH3UTOMETpHje
(auBO dochopunucane popMe y 0HOCYy HA YKYNHHU HHUBO NMPOTEHHA), NPEJCTAB/LEHU KAO CpeJihe
BpPEeJHOCTH * CTaHAApJHE JeBujaluje pesysTaTa JoOHMjeHUX Y TPU He3aBUCHA eKcniepruMeHTa. *p<0,05
03HayaBa CTATUCTUYKH 3HA4YajHy Pa3/IMKy ¥ mopehermwy ca KOHTPOJHUM, HeTpeTHpaHUM hesnjama yuja
je BpeaHOCT ap6uTpapHo y3eTa Kao 1; #p<0,05 y nopehemwy ca hesnujama tpetupanum M/

4.13. OKCUAATUBHM CTpec u3a3BaH KomMoOuHanujom AK+M/l akTUBHpa CUTHA/IHM NOyT
AMPK/mTORC1/ULK1 u aytodarujy y U251 heaujama

C 063upom Ha To Aa PBK umajy BaxHy ysory y uHaykuuju aytodaruje (Ornatowski u
cap., 2020), kao ¥ yuweHuly Aa AK u M/l y koMOMHaLMjU UMajy CHa*KaH NPOOKCUJATUBHU
NOTeHLHja/l U U3a3MBajy OKCUIaTUBHU CTPEC Y 0BOM eKCllepUMeHTalIHOM cucteMy (Ciimka 7A,
7B), ucnutaHa je Be3a uaMehy oBa JiBa forahaja kojay U251 hesnmjama usasuajy M/l u AK+M/L.
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Cauka 15. Aytodarmja nmocpejoBaHa akTuBanMjoMm curHajaHor myra AMPK/mTOR/ULK1 je
nocjeAvna OKCUAATUBHOT cTpeca. henuje xymaHor rano6aactoma U251 cy Hajnpe UHKyOHpaHe ca
N-anetunuucrternHoMm (NAC, 2 mM) 30 MuHyTa, a notoM TpetupaHe 1 mM AK, 20 uM M/| u AK+M/L.
AntepHaTuBHoO, henuje cy nHky6upane camo ca AK, M/l u AK+M/l (@). HuBou LC3-I, LC3-II, p62,
¢docho-AMPK (p-AMPK), AMPK, ¢dochpo-mTOR (p-mTOR), mTOR, ¢ocdo-ULK1 Ser317 (p-ULK1),
ULK1 u akTWHa Cy UCOUTAaHA HMYHOOJOTOM HakoH 2h TpeTMaHa. JauuMHa [J06UjeHUX Tpaka
KBaHTHU(UKOBaHa je JeHauToMeTpujoM. HuBou LC3-1I u p62 (A) M3pakeHU Cy y OAHOCY HA aKTHH,
KOHTPOJIHM NPOTEUH KOjU je yKa3uBao Ha jeJHOOOPA3HOCT KOJMYMHE YKYNHUX NpPOTeMHa Mehy
“cnuTUBaHUM y3opuuMma. CteneH pochopunanuje AMPK, mTOR u ULK1 uspaxkeH je kpo3 ogHOC HUBOA
docdo-popMu ¥ ykynHor HuUBoa ojroBapajyhux npoteuHa (b). [IpukasaHu cy penpe3eHTaTHBHU
MMYyHOOGJIOTOBU (JIEBO) U Cpe/ilbe BPEeJHOCTU * CTaHJAap/iHe JAeBHjalivje pe3y/aTa AeH3UTOMeTpHje
M3 TPU He3aBHUCHA eKcnepuMeHTa (mecHo). *p<0,05 o3HayaBa CTATUCTUYKH 3HA4YajHy PaA3JIUKY Y
nopebhemwy ca HeTpeTupaHuM hesnujama (KOHTpoJIAa) KOjUMa je apOUTpapHO JoJe/beHa BpeJHOCT 1;
#p<0,05 y nopehbemwy ca henujama tTpetupanum M/l; &p<0,05 y nopehewy ca hennjama TpeTHupaHum
AK+M/I koje Hucy usnoxeHe npe-tpetrmany NAC (0).
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UcnutuBanu tTpetmanu (AK, M/l u AK+M/l) nprMeweHU Cy y MPUCYCTBY U OZCYCTBY
a"nTuokcruaanca NAC ¥ HakoH 2 caTa BbUXOBOT JiejcTBa je ypaheHa ynopeZHa aHa/iM3a HUBOA
ayTodarHux Mapkepa uMyHo6si0T MetogoM. NAC je npeaynpeguo npesnasak LC3-1 y LC3-II
dopMy KojH, y 0CYCTBY OBOT aHTUOKCHAAHCA, u3a3uBajy M/l u AK+M/l. Takobhe, cnoco6HOCT
kombuHanyje AK+M/l na mojaya pasrpajmy p62 6una je cupedeHa y headjama Koje cy,
nope/i OBOT TpeTMaHa, 6use usoxeHe U JejctBy NAC (Commka 15A). UMyH06J10T aHa/iM3a je
Takohe mnokasasa ga NAC cMmamyje akTuBanujy AMPK kojy uzasuBajy MJ u AK+M/L.
OBaj aHTHOKCHAaHC je npeaynpeuo U uHxubunujy mTORC1 u aktuBanujy ULK1 koje usasuBa
koMbuHanyja AK u M/ (Caimka 15B). U3 f06ujeHUX pe3ysiTaTa MOKe Ce YOUUTH MOCTOjambe
y3pO4HoO-Ilocaeiu4He Be3e uaMehy npekoMmepHor crtBapawa PBK u aktuBanuje ayrodaruje
nocpegctBoM AMPK/mTORC1/ULK1 curnansHor nyta noj yruuajeM kom6uHanuje AK u M/L
Takobe, oBu pe3ysTaTu ynyhyjy Ha To fja 6s1aro noBehawe HUBoa PBK koje je nsazsao M/l Huje
6uJ10 0BoJbHO 3a akTUBanujy ULK1, HuTty 3a muxubunujy mTORC1 y U251 hesnujama.

4.14. Aytodarmja uszaspaHa komouHauujom AK+M/l cmamyje HuBo PBK y nutocosy u
MmutoxoHapujama U251 heawmja

WUMajyhn y BuAy 4umbeHULy Ja ce ayTrodarvja akTHBHpPa Kao MeXaHU3aM
aHTUOKCHJATUBHE 3alUTUTe Yy oArosopy hesnuje Ha mnpekomepHe kosuyMHe PBK
(Ornatowski u cap., 2020), ucnuMTaHO je Ha KOjU HA4MH ayTodaruja n3a3BaHa KOMOUHAIMjOM
AK+M/l yTuue Ha KoimuuHy YKynHUX U PBK npucytHux y Mutoxonapujama U251 henuja.
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B » (siRNA) 3a LC3 u Gekaun-1 (BCN) (A)
:;_,E LlkoHTpona N AK EIMA E AK+M[ WIM Cy Ipe TpeTMaHa WHKyOupaHe YV
§ > o " # " NpUCYCTBY 3-MeTunaJieHnHa (3MA; 5 mM),
=) : = == 6a¢unomunuHa Al (BAF; 10 nM) wam
E - L4 = % % amonujym-xnopuza (NH4Cl; 12 mM) (B, B),
s = = B = anoroM Tpetupade 1 mM AK, 20 uyM M| u
E g of = = = = BUX0BOM KoMOuHanujoM (AK+M/l) TokoM
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2 3MA BAF NH.CI MEeTO/I0M NPOTOYHE LUTOPIYOPHUMETPU]E,
B no o6enexaBawy henuja 6o0jama DHR

(A, B) u MitoSox (B). Pesyatratu cy
npeJCcTaB/beHN Kao Cpe/itbe BPEJHOCTH *
CTaHJap/He JieBUjallkje  TPUIIMKaTa
jeHOT O] TPY He3aBHCHA eKCIIepUMEHTA.
*p<0,05 o3Ha4yaBa CTAaTUCTHUYKHU 3HA4YajHY
pas/suKy y nopebemwy ca HeTpeTUpPaHUM
henujama  (koHTposa), #p<0,05 'y
nopehewy ca henujama TpeTupaHuMm
AK+M/.

penaTuBHU UHTEH3UTET
¢dnyopecueHue MitoSox (FL2)
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henuje xymanor ruauo6siactoma U251, kox kojux je mpolec aytodaruje
komnpomuToBaH PHK wuHTepdepeHnujom U npuMeHoM ¢GapMaKoOJOUIKUX HWHXUOUTOPA,
u3Jio)keHe cy 4veTBopodacoBHOM JejctBy AK, M/l u AK+M/l, a moToM cy obGesexeHe
dayopoxpomuma DHR u MitoSox. ®dayopeclieHja 0BUX peJOKC CEH3UTUBHUX 00ja MepeHa je
IPOTOYHOM LUTOpJyopuMeTpUjoM. Pe3sysTaTu mnokasyjy jAa yTullaBamwe reHa 3a LC3 u
6exyMH-1, nocturnyto PHK nnTepdepenuujom, 3a nocineauny nma noehamwe HuBoa PBK y
hesnunjama TpeTupanuM koMbuHanyjom AK+M/], ok je kosimunHa PBK y hennjama koje cy 6use
usJoxeHe JiejctBy M/l octasna HenmpoMmeweHa. Takohe, unxubuTopu ayroparuje 3MA, BAF u
NH4Cl Hucy ytunanu Ha yHyTaphenujcky npousBoawy PBK 3anaxeny y npucyctBy M/l, ok je
akyMyJsanyja mutoxonzapujckor Oz~ u PBK y henujama Tpetupanum AK+M/[ 6ua 3HadajHO
noBehaHa KUXOBUM Jl0/laBaweM. M3 06ujeHUX pe3yJsiTaTa MOXe ce yBU/JIeTH a ayTodaruja,
aktuBupaHay U251 henujama ycies kom6uHoBaHoT fiejcTBa AK 1 M/l, Ma yJioTy y yK/Iatbhamwby
PBK koje ce cTBapajy y LLMTOCOJY U Y MUTOXOHJpHjaMa, OJHOCHO Ja IOCTOjU HeraTUBHA
NoBpaTHa crnpera M3Mehy okcHaaTHBHOT cTpeca M ayTodaruje Koje n3a3uBa KoMOWHalWja
AK+M/| (Cniuka 16).

4.15. Uaxuounyja ayrodparuje mrutH hesmje oa puToToKCU4YHOT AejctBa AK+M/]

C 063upoM Ha To Jia je ayTodardja npolec Koju MoXke UMaTH JIBOjaKy yJsory y henuju,
O/IHOCHO MOXe JleJIOBaTH UUTONPOTEKTUBHO, Kao BUJ, aJlanTalyje hesuje Ha ycioBe cTpeca,
WM TMaK MOXe MpeJACcTaB/baTH aJTepHAaTUBHU NyT hesMjcKe CMPTH, UCIMTaHA je yJjora
aytodaruje y cMpTH hesvja riavob61acTtomMa Kojy usasuBa komouHanuja AK+M/l. [Ipe npumene
TpeTMaHa KOju Cy Tpajajid ocaM caTH, ayTodaruja je y hesnvjama mHXxubUpaHa yTHUIIaBakeM
ekcnpecuje reHa 3a LC3 u 6eknunn-1 PHK untepdepenuujom (Cauka 17A), npuMeHom 3MA
KOjU UHXUOHMpa CTBapawe ayTodarosomMa 3aBUCHO oJi akTUBHOCTH PI3K wnaum npumeHom
JIN3030Ma/IHUX UHXU6HUTOpa aytodaruje BAF u NH4Cl (Cimka 17B).

A B 120
° [1 @siRNA K LC3siRNA H BCN siRNA ° 0o
8 100+ I : 6100 L
o [ 1 : a
£ 1R LC3-] z
g 80 LC3-II 2 80
2 aKTUIH —-——— 2
g LC3 -
E 60 SIRNA 2 60
[5) ' 5]
= =
0 40 BeKnnH-1 | - o 40 -
E SKTUH | —— E
O 20+ @ BCN Q 20
= =
o siRNA o
-3 x
0 [ | | 0 N \
KoHTpona AK MO AK+Ma KoHTpona AK MmO AK+M[

Ciuka 17. ®apMakoJiolIKa U reHeTHYKa MHxMOUIMja ayTtodaruje mtute U251 henuje on
nuToTOKCMYHOr aejcrBa AK+M/l. Thenuje xymaHor rumo6sactoma U251 cy TpaHcdeKoBaHe
KoHTpoJsIHOM (@) uiau manoM uHTepdepupajyhom PHK (siRNA) 3a LC3 u 6ekaun-1 (BCN) (A), unu cy
npe TpeTMaHa UHKyOupaHe ca 3-MeTunajieHuHoM (3MA; 5 mM), 6adpunomuniuaom Al (BAF; 10 nM)
nian amonujym-xiaopuaom (NH4Cl; 12 mM) (B), a notom Tpetupane 1 mM AK, 20 uM M/] 1 ®uxoBoM
komb6uHanujoMm (AK+M/). Bpoj xuBux hesvja HakoH TpeTMaHa ayror 8 h oapebeH je kpucTas BHONET
TecToM. Pe3ysiTaTu cy npeAcTaB/beHU Kao cpe/ilbe BpeLHOCTH * CTaHJap/He JeBUjaliyje TPUILJIMKaTa
jelHOr oJ TpU He3aBHUCHa ekcrepuMeHTa. *p<0,05 o3HayaBa CTATUCTHMYKM 3HA4YajHy PaA3JIHUKYy Yy
nopebhemy ca KOHTPOJHUM, HeTpeTupaHuM hesnujama; #p<0,05 y nopehemwy ca hesmjama TpeTupanum
AK+M/] koje cy TpancdekoBaHe @ siRNA (A) nnu HUCy npe-TpeTupaHe papMaKoJIOMKUM HHXU6HpUMaA
aytodaruje (@, b). EukacHoct TpaHcdekuje (A) je oapeheHa UMyHOGJIOT METOZ0M; IPUKA3AHU CY
penpe3eHTaTUBHH UMyHOOJIOTOBHU.
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TecToBY BUjaOUJIHOCTHU Cy NOKa3aJiM Jja yTUllaBawe reHa 3a LC3 u 6ek/nnH-1 cMamyje
cmpT henuja y tpetmany AK+M/], nok ce ytuuaj M/l Ha 6poj kuBUX hesuja He Mewa y
ycnoBuMa HedyHKUuoHasHe ayTodaruje (Camka 17A). Takobhe, 3MA, BAF u NHaCl cy
JeJquMu4YHO cnpedyrsd cMpT U251 henuja kojy usasuBa AK+M/l, nok y caydajy M/l, koju per se
HUje OMO TOKCHMYaH, OBU (apMaKOJIOIIKU HHXUOUTOpPU ayTodarvje HUCYy YTULAIM Ha
BUjabuaHocT hesnuja (Commka 17B). /lo6ujeHu pe3yaTaTH yKasyjy Aa ayTodaruja Kojy u3a3uBa
M/l (Cnuka 11, Ciuka 12) HuUje TOKCHMYHA, a Jla y npucycTBy AK mocTaje UTOTOKCUYaH
npotrec.

4.16. Uuxuounuja ayrodaruje cunpedyaBa Hekpo3dy U251 hesmja tpetupanux AK+M/|

Ynora aytodaruje y henujckoj cMptu kojy usaszuBa AK+M/l netabHUje je ucnutaHa
HUTOQJIyOPUMETPUjCKOM aHaJU30M hesvja H3/10)KeHUX Ipe-TpeTMaHy (papMaKoJIOLIKUM
MHXUMOUTOpUMa ayTodaruje. AHaiu3a hesnuja obenexxenrnx anekcuHoM V-FITC u PI nokasyje
fa cy 3MA u NH4Cl cnpeuynnu owtehewa henujcke membpane u Hekpo3y U251 henwuja
TpeTupaHux AK+M/l TokoM 4 h, 0lHOCHO CMakUJIM Cy MPOLIEHTYa/IHY 3acTyll/beHOCT hesnja
Koje cy 6uJie o60jeHe 1 aHekcuHOM U PI (Camka 18). /lakiie, HeQyHKIIMOHAMHOCT ayTodaruje,
O6uJIo Ja je M3a3BaHA OMeTaweM CTBapawa ayTodarozoma (3MA) uau 6JsokazoM ¢y3uje
aytodaroszoma u 1u3o3oma (NH4Cl), kao ncxon umMa cMawbeHy quToToKCHU4YHOCT AK+M/]. OBUM
je moTBpheHo Aa je aytodaruja uszazBaHa AK+M/l UMTOTOKCHYHA, OJHOCHO /ia AOMPHUHOCH
Hekpo3u U251 hesuja. Y3aumajyhu y 063up npeTxoZHo fob6ujeHe pe3syaTtaTte (Ciimka 16), Moxe
ce U3BeCTH 3aK/byyaK [a, YIpPKoC ToMe WTO ykaawa PBK u cmamyje okcuZaTUBHU CTpec,
aytodaruja usa3BaHa komOHHanujom AK+M/l npejcraB/ba MexXaHM3aM KOjU JOMNPUHOCHU
cmptu U251 henuja.
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)
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w .
- pata
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Cauka 18. Ayrodaruja kojy usasuBa komouHanuja AK+M/l gonpuHocu Hekpo3u U251 henwja.
henuje cy tperupane kom6uHanujom 1 mM AK u 20 uyM M/J| (AK+M/l), 6e3 uiu ca NpeTXOAHUM
vu3narameM JejcTBy 3-MeTwinajeHvHa (3MA; 5mM) uau amonujym-xiaopuzaa (NH4Cl; 12 mM).
HakoHn 4 h TpeTmana henuje cy o6enexxeHe aHekcuHoM V-FITC v nponuujyM joagui0M, a UHTEH3UTET
dayopecuentie (FL1 u FL2) je MmepeH mpoToYHOM LHUTOQJIyOpUMeTPHjoM. [IprKa3aHUu Cy TadKacCTH
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JUdjarpaMyd U3 jeJJHOT 0] TPHM He3aBHCHA eKCIepHMEHTA Ha KOjuMa je Ha3HaYeHa MPOIEHTyasIHa
3aCTyIJbeHOCT cybnomnynaiuja henuja.

4.17. AkTuBaTtopu ayrodarmje CTUMYJHUINY LUTOTOKCUYHO AejctBo MJ u AK+M/l Ha
U251 henuje XxymaHOr rjimo6/acromMa

KoHauHo, UIMTOTOKCHYHA IPUpoOAa ayTodaruje je noTBpheHa MepemeM BUjabUIHOCTH
henuja Koje cy TpeTupaHe HakOH ¢apMakoJIOlIKe aKTUBalLMje ayTodaruvje MNpPUMeHOM
Jucaxapuga Tpexasiose (Sarkar u cap., 2007) uiaM reHeTH4YKe aKTHUBaldje ayTodaruje
IpYMEHOM IJIa3MUJHOr BeKTopa Koju Hocu reH 3a TFEB (Cimka 19). U Tpexanosa
(Cuka 19A) u TFEB (Ciamuka 19B) cy fesioBasu Kao CTUMYJIaTOPU LUTOTOKCHUYHOT /iejCTBa
AK+M/l. AkTuBanyja ayrodarvje Tpexajo3oM U IJIa3MUJHHUM BEKTOPOM KOjU HOCU T€H 3a
TFEB n3sa3Baza je cMpt U251 hesuja TpeTupanux nHade HeTokcuuHuM M/L. [lopep Tora mwto
je 1 Ha 0oBaj Ha4yMH noTBpheHo Ja ayTodaruja kojy uzaszuBa AK+M/| nonpuHocu henujckoj
CMPTH, OBU pe3yJTaTH yKa3yjy Ha TO Ja [A0JAaTHA aKTUBaluja ayTodaruje y3pokyje
TOKCUYHOCT M/], KOjU per se HUje IUTOTOKCUYaH.
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Cauka 19. PapMaKoJIOIIKU U FreHeTUYKH aKTUBAaTOPH ayTodaruje HHULHUPAjy BUTOTOKCUYHOCT
M/l u nojayaBajy nuTOTOKCMYHO AejctBo AK+M/I. U251 hesnuje cy Hajupe TpetupaHe 50 mM
Tpexaso3oM (A) uiu cy TpaHcheKoBaHe KOHTPOJHUM (@) WM MIa3MUAHUM BEKTOPOM KOjU HOCH I'eH
3a TpaHckpuniuodu paktop Eb (TFEB; b), a notoMm cy unkyoupase ca 1 mM AK, 20 uM M/l u ssuxoBOM
komb6uHanujom (AK+M/]) TokoMm 4 h. BujabunHoct henuja je mMepeHa KpUCTajJ BHUOJIET TECTOM.
Pe3ysTaTu cy npuKasaHu Kao CpeJiibe BPEJHOCTH * CTaHZAp/HE JeBUjalyje TPUIIMKATA jeJHOT Of
TPU He3aBHCHa ekcnepuMeHTa. *p<0,05 03HauaBa CTAaTUCTUYKHU 3HA4YAjHY pas/iMKy y nopebhemwmy ca
KOHTPOJIHUM, HeTpeTHpaHuM henujama; #p<0,05 y nopehewy ca henujama Tpetupanum AK+M/l koje
HUCY Npe-TpeTHpaHe Tpexasno3oM (A) uau tpancdekoBane @ miazmugom (B); &p<0,05 y nopehemwy ca
henujama Tpetupanum M/J| koje Hucy npe-TpeTHpaHe Tpexano3oM (A) wuau TpaHcheKoBaHe
@ nnasmugom (B). EdukacHocT TpaHceknyje (B) je ogpeheHa UMyHOGIOT MeTO/I0M; IPHUKA3aHU Cy
penpe3eHTaTUBHY UMyHOOJIOTOBH.

4.18. AK+M/l uuxuo6upa AKT u aktuBupa MAPK curnasiHe nyreBe y U251 hesimjama

Y nabeM TOKy McTpakuBawa ucnuTubaHe cy yaore AKT u MAPK y oxrosopy U251
henuja rnno6aacroma Ha TpermaH M/l u AK+M/l. Ilopen BaxkHe yJiore y henujckom
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MeTabosM3My, pacty U npoaudepauuju, AKT je KMHa3a Koja UHAUPEKTHO WJIH JUPEKTHO
aktuBupa mTORC1 u nmocineauyHo aoBoAu o HXxuOULMje ayTodaruje (Kma u cap., 2021).
MutoreHoMm akTuBupaHe npoTeuH kuHasze (MAPK) - ERK, JNK u p38 y oarosopy Ha
ekcTpahesnjcke cUrHajie peryJuily pasjMydTe OUOJIOIIKE Mpolece, Kao WITO cy hesnjcko
npexuB/baBawe, MNposaudepanyja, audepeHuujanyja, anonto3a U aytodaruja (Sui u
cap., 2014). Ytunaj HaBegeHux TpeTMaHa Ha akTUBHOCT AKT u MAPK je Hajnpe ucnutan
MMYHOOJIOT aHaJIM30M cTeneHa pochopuiianyje oBUX KMHA3a.
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Cauka 20. AK+M/l uaxu6upa AKT u aktuBupa MAPK. U251 henuje cy unkybupase ca 1 mM AK,
20 M M/l ¥ ®UX0BOM KOMOHHAIMjOM TOKOM Ha3HA4YeHUX BPEMEHCKUX HHTepBasa. Pocdo-AKT
(p-AKT), AKT, dpocdo-]NK (p-JNK), JNK, pocdo-ERK (p-ERK), ERK, docdo-p38 (p-p38), p38 u akTuH cy
aHaJIM3UPaHU UMYHOOJI0TOM U KBAHTUPHKOBAHH JIeH3UTOMETPUjOM. AKTHH je CIY»KHO Ka0 KOHTPOJIHU
NPOTEUH KOjU yKasyje Ja CBU Y30pLM cajp:Ke UCTYy KOJMYMHY YKYIHUX NpoTeuHa. [IpukasaHu cy
penpe3eHTaTUBHU MMyHOOJOTOBU U pe3y/aTaTH AeH3uToMeTpHje (HUBO dochopuincanux y ogHOCY
Ha YKyIHH HHUBO OJAroBapajyhnx mpoTeuHa) jefHOr OJ TPU He3aBHUCHA ekclepuMeHTa. *p<0,05
03HayaBa CTaTUCTHUYKH 3Ha4ajHy pa3/iMKy y nopehemwy ca KOHTPOJIHUM, HETpeTHpPaHUM hesivjaMa yuja
je BpeJHOCT apOUTpapHO y3eTa Kao 1.
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MUMyHO0610T aHanu3oM akTUBHOCTU AKT KMHa3e mokasaHoO je NpoJia3HO moBehame
dochopunauuje AKT HakoH 1 h u 2 h TpermaHa kom6uHanujom AK+M/l, koje ce HAaKOH Ayxe
MHKyOauuje (4 h) nperBapa y cHaxkHy uHxubunujy. AktuBauuja AKT noz ytunajem M/] ce
jaBWsIa KacHUje (HakoH 2 h) U BpaTuJia ce HA HUBO NPUOJIMKAH KOHTpoJsik Beh HakoH 4 h.
UctoBpemeHo, M/l je nsa3zBao 6s1aro noBehamwe pochopunanuje JNK Hakon 2 h u 4 h, 1ok je
AK+M/l uza3Bana jaky aktuBauujy JNK koja je u HakoH 4 h TpeTMaHa 6uJia BHUIIECTPYKO
noBehaHa y ojHocy Ha KOHTpoJy U akTUBHOCT JNK y Tpermany M/I. ¥ cayuajy ERK, u M/| u
AK+M/| cy 3Ha4yajHO aKTUBUpa/IM OBy KWHa3y HakoH 1 h u 2 h TpeTMana. Beh HakoH 4 h, HUBO
docdopunucanux ¢opmu ce 3HadajHo cMawuo UM ERK je octao 6s1aro akTuBUpaH camo mnop,
fejctBoM AK+M/, 11To yKasyje Ha npoJiasHy aKTHBaLHMjy OBOT npoTerHa. HajBuimu creneH
docdopunanuje 610 je JOCTUTHYT HAKOH 2 h TpeTMaHa, kaja je u AK aktuBupana ERK kuHasy.
O6pa3zan, pochopusnanyje p38 HakoH 2 h 6uo je civyaH kao ko ERK: cBa Tpu npumemeHa
TpetMaHa (AK, M/l u AK+M/I) cy n3a3Bajia aKkTHBaLUjy OBOT IPOTEUHA, Koja ce KacHHje (4 h)
3ap>kajia caMo y henuvjama usnoxxkenuMm aejctsy M/l u AK+M/| (Cauka 20). [laknae, AK+M/]
Hajnpe u3a3uBa akTuBaunujy AKT koja kacHMje mpesiasu y CHaXKHy MHXUOUIHM]y, fok MAPK
ocTajy akTUBHe U HakoH 4 h fejctBa AK+M/l. Ca apyre cTpaHe, caMm M/] u3a3vBa akTUBaLUjy
CBUX UCTIUTHBAHUX KMHa3a Beh HakoH 2 h, anu je y caydajy AKT u ERK oBaj edpekaT npoJiasaH,
Jok JNK u p38 ocTajy akTHBHe ¥ HaKOH YeTBopo4yacoBHOT TpeTMaHa U251 henuja.

4.19. Pasznuuut ytunaj uaxuounuje AKT m MAPK Ha Buja6uaHoct U251 hesmja
TpeTupanux M/l u kom6uHanujom AK+M/]

Ouursenna aktuBauuja U AKT u MAPK (JNK, ERK, p38), nusasBana tpermanom M/|
NpUMelkEHUM CaMOCTaJHO M y KoMmb6uHanuju ca AK, ycMepusa je ucTpakuBamwa Ka
oapebuBamy ysore AKT u MAPK y oarosopy U251 henuja Ha M/l u AK+M/l. Ca TUM LjusbeM,
aktuBHOCT AKT, JNK, ERK u p38 y hesnjama je Hajnpe cMambeHa NpUMeHOM (papMaKOJIOMKHUX
MHXUMOUTOpPA OBUX KMHA3a, HAKOH 4era cy hesuje usnoxkeHe tpermanuma AK, M/l u AK+M/l y
Tpajamwy of, 16 h. Bujabunnoct hesuja je MepeHa KpUCTas BUOJIET TECTOM.
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Cauka 21. Uuxu6utopu AKT, JNK, ERK u p38 Ha pa3zinyuTe Ha4YuHe yTU4YY Ha oceT/bUBOCT U251
hesmmja Ha Ml u AK+M/. U251 henuje cy Tpetupane 1 mM AK, 20 uM M/| u kom6unauujom (AK+M/I)
6e3 (@) wu ca npeTxo HUM u3jaraweM nHxu6uTopy AKT - 10-DEBC (DEBC; 10 pM), nuxuouTtopy JNK
-SP600125 (SP; 10 uM), uaxuutopy ERK - PD098059 (PD; 10 uM) miu uaxubutopy p38 - SB203580
(SB; 5 uM). [Ipe-TpeTMaHu UHXUOUTOpPUMA Cy Tpajaau 30 MuHYTa, a TpeTManu AK, M/l u AK+M/l 16 h.
TpeTMaHu caMUM UHXUOUTOpPUMA Cy Tpajasu Takohe 16 h. henujcka BUjaGUIHOCT je MepeHa KpUCTal
BHOJIET TeCTOM. Pe3ysnTaTu Cy MNpUKa3aHU Kao Cpejilbe BPEJHOCTH * CTaHJapAHe JieBHjanuje
TPUIVIMKATaA jelHOr OJi TPU He3aBHCHA ekcnepruMeHTa. *p<0,05 o3HayaBa CTAaTUCTUYKHU 3HAYAjHY
pasiuKy y nopehemy ca HeTpeTupaHuM henujama; &p<0,05 y nopehemwy ca henujama Tpetupanum M/I,
a #p<0,05 y nopehemwy ca hesujama Tpetupanum AK+M/] Koje HUCY ITpe-TpeTUPaHe HHXUOUTOPUMA.
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Muxuoutop AKT (10-DEBC), kao u uuxubuTtop JNK (SP600125), 3HayajHO cMawyjy 6poj
henvja koje cy Ouie xuBe HakoH TpeTMaHa AK+M/|, 3a pa3iuky oJ HWHXUOUTOpa
ERK (PD098059) koju Huje MMao HMKakaB yTHLAj Ha hesujcKky cCMpPT M HMHXHUOUTOpA
akTuBHOCTHU p38 (SB203580), ycsen udmjer je fejcTBa 6poj KUBUX hesivja HAaKOH TpeTMaHa
AK+M/| 6uo 3HavyajHo noBehan (Ciuka 21). I[lopey ytunaja Ha epexkatr AK+M/l, 10-DEBC u
SP600125 cy n3a3Ba/ii 3Ha4ajHO CMamEebe 6poja )XUBUX hesivja U HAKOH TpeTMaHa M/|, koju
CaMOCTaJIHO HHje OCTBAapMBa0O LIMTOTOKCUYHO [JejcTBO. M3 noOujeHHX pe3yJsTaTa ce MOXe
yBuzetu ga AK+M/l cBojy TokcuyHocT mpeMa U251 hesnujama ucno/baBa HE3aBUCHO Of
aktuBHOCTU ERK, nok p38 kuHa3za gonpuHocy uurtotokcuuHoctu AK+M/l. Ca apyre cTpaHe,
aktuBauujom AKT u |JNK henuje ce cymporcraB/bajy IUTOTOKCMYHOM JejcTBY AK+M/L
3HayvajHo je HarsacuTH Ja unxuounuja AKT u JNK, nopep Tora mto nojayasa fejctso AK+M/],
noBehaBa u oceT/bUBOCT henuja Ha M/l, ogHOCHO oMoryhaBa M/ fja Uco/bU LUTOTOKCUYAH
edpexat Ha U251 henuje ramob6s1acToma.
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Cnuka 22. llepudo3uH u reHeTndyka nHxu6mnyja JNK norennupajy tokcuanoct M/l u AK+M/.
AKT kvHa3za je uHXHb6UpaHa IpUMeHOM npe-TpeTMaHa nepudosuHoM (10 uM) (A), a uaxubunuja JNK
je ypabeHna renetuuky, TpaHcoekiyjom henuja MmanoM untepdepupajyhom PHK 3a JNK (JNK siRNA)
(B). Tpermanu AK (1 mM), Ml (20 uM) u AK+M/l cy Tpajanu 16 h. Bujabunnoct U251 henwuja je
oapeheHa KpucCTaJl BUOJIET TecTOM. Pe3ysnTtatu (cpefre BpPeJHOCTH * CTaHZApJHe JeBUjaluje
TPUIJIMKATA jeJHOT O/ TPHU He3aBHUCHA eKCIIEpUMEHTA) Cy MpUKa3aHu y BuAy rpadukona. *p<0,05
03HayaBa CTAaTUCTUYKH 3HA4ajHy pasJMKy y nopehemy ca KOHTPOJHHUM, HETpPeTUPaHUM hesnjama;
&p<0,05 y nopehemwy ca henujama tTpetupanum M/] a #p<0,05 y nopehewy ca henvjama TpeTrupaHum
AK+M/l koje Hucy nmnpe-TpeTupaHe neprudo3uHoM (@) wuau TpaHcPeKoBaHE KOHTPOJHOM
siRNA (@ siRNA).

CnocobHOoCcT Manux MoJsiekyJyackux uHxuobutopa 10-DEBC u SP600125 pa mojauajy
nejctBo AK+M/I u 1a 6y1y OKMJauM 32 UCIIOJbaBakhe TOKCUYHE npupoe M/l, koja je mokalaHa
y NPeTX0JHOM eKCIepUMeHTY, YKa3yjy Ha BaxHy yJory unxubuuuje AKT u JNK kuHaza y
MOJyJIalijU, OAHOCHO NMojavyaBawy nuToToKCcu4HOCTH M/] 1 AK+M/l npema U251 henujama.
WUmajyhu y BUAy fa HaBeJjeHU peHOMEH MoKe GUTHU M3y3eTHO KOPUCTAaH y NMOTEeHIMjalHoj
Tepanuju riaMobyacToma, y IM/by beroBe NoTBpAe hesuje cy usJjoxeHe [ejCTBY joll jeHOT
unxubutopa AKT kruHaze - ankuia-pochonunuaHor uHxubUTOpa NepudosnHa (Camka 22A),
a ekcrnpecuja reHa koju koaupa |NK je yrumana npumeHom PHK wuHTepdepenuuje
(Cnuka 22B). MepeweM hesnvjcke BUjabUIHOCTH KPUCTaJ BUOJIET TECTOM, HAKOH TpeTMaHa
ayror 16h, go6ujeHM cy CJAUMYHU pe3yJaTaTHd Kao y MPETXOJHOM eKCIepUMEHTY:
putoTokcuyHocT M/l u AK+M/| je nojauana kazia ce y henvjama unxu6upajy AKT u JNK kuHasze.
Ha oBaj HauuH je noTBpheHo fa youeHu peHOMeH HUje noBe3aH camo ca npuMeHoM 10-DEBC
u SP600125, Beh ga cMawmHBambe aKTUBHOCTH OBe JiBe KMHa3e MpeJCTaB/ba MeXaHU3aM 3a
noTeHUUpawe TokcMYHOCTU M/] u koMmbuHanuje AK+M/ly kyatypu U251 henwja.

67



Ana P. /lecnoToBuh JOKTOpCKa JucepTaluja

4.20. 10-DEBC u SP600125 yruuy Ha mop¢osiomike npomeHe U251 hesmja TpeTupaHux
M/l u kom6uHanujom AK+M/]

Y OoKBUpY JAeTa/bHUjer UCNUTHUBaba NOTeHLHjasa MaJuX MOJIEKYJCKUX MHXUOUTOpA
10-DEBC 1 SP600125 y moaynanuju epekata M/l u kombunanuje AK+M/], nomohy cBeT/iocHOT
MHUKPOCKOIIA je IOCMaTPaHO KaKO OBU MHXMOUTOPH yTUYY Ha MOP(OJIOIIKE KapaKTEePUCTHUKE
U251 henuja Tpetupanux M/l u AK+M/I. ¥V ckiagy ca npetxoaHuM pesyatatuMa (Cauka 4),
HaKOH IIeCTOYAaCOBHOT TpeTMaHa je OWJa BU/JJ/bMBA BaKyoJM3alMja LMTOIJIa3Me U3a3BaHa
koMbuHanujom AK+M/], a 3amaxeHo je U cMameme Opoja kUBUX hesuja. McToBpeMeHH
TpeTMaH UHxMbUTOopuMa kMHasa u AK+M/l je 3Ha4ajHO cMawuo 6poj *kuBUX hesnja y ogHOCY
Ha KyJITYpy TpeTHupaHy caMo koMbuHanujoM AK+M/l. CamocTtanHo, M/l Huje ucnosbro edpekar
Ha Mopdouiorujy hesnuja, anu je y KyJatypama Koje cy uikyoupane ca M/ u 10-DEBC, ogHocHO
SP600125, gouwio [0 nojaBe UUTOIJIa3MaTCKUX BaKyoJia U 3HAYajHOT CMambEeha 6poja X KUBUX
henuja. BaxxHo je HanomeHyTH Aa HU 10-DEBC Hu SP600125, npuMemeHH caMOCTaJIHO, HUCY
yTHLIAJIM Ha MOpQOoJIOlIKe KapaKTepucTUKe hesinja HAaKOH 6 caTu HHKyOanuje (Cauka 23).
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Cauka 23. 10-DEBC u SP600125 noBehasajy ocersbuBoct U251 henuja Ha M/l u AK+M/I: yTunaj
Ha heamjcky mopdosormjy. U251 henuje cy Hajnpe nHKy6upaHe (mnpe-tpetmMaH 30 MuHyTa) ca
10-DEBC (DEBC; 10 uM) u SP600125 (SP; 10 uM), a 3atum Tpetupane M/ (20 uM) u AK+M/l
(1 mM+20 pM). Renuje cy nocMaTpaHe U doTorpaducaHe HaKOH 6 caTu TpeTMaHa noMmohy ypebhaja 3a
civkKame hesuja.

4.21. 10-DEBC u SP600125 noBehaBajy ocetrsbuBoct U251 henuja Ha M/J u AK+M/]
NOTeHIlMpawkeM HeKpo3e, 6e3 yTUIaja Ha aKTUBALMjy Kacnasa

[losnato je ma AKT kwuHasza y henujama pesyje Kao aHTHAMONTOTCKU CHUTHAaJ
(Nitulescu u cap., 2018), miTo cyrepuiie fa 64 cMakbeHa oTOpHOCT hesnuja Ha M/ u AK+M/| y
npucyctBy uaxuobutopa AKT, 10-DEBC, morsia 6uTH noBe3aHa ynpaBo ca MOKPeTakheM OBOT
tuna henujcke cmptu. Ca apyre crtpade, JNK, 3aBucHo ox Tuna hesnuja, BpcTe U JyKUHe
CTUMyJIyCca Y aKTHUBallMje APYTUX CUTHAJIHUX IyTeBa, MOXe MO3UTHBHO WJIU HeraTUBHO
peryaucatu anonto3y (Liu u Lin, 2005).
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Cauka 24. 10-DEBC u SP600125 noBehaBajy yaeo HekpoTuyHux hesmja y Tpetmanuma M/l u
AK+M/I, 6e3 yTHiaja Ha akTHMBauujy kacmnasa. U251 henuje cy uHky6upaHe ca AK (1 mM), M/|
(20 uM) u AK+M/I Tokom 6 h, y npucyctBy uau oacyctsy 10-DEBC (DEBC; 10 uM) uau SP600125 (SP;
10 uM), npuMerweHUX Kao npe-TpetMmaHa (30 munyTa). hesnuje cy obenexxeHe aHekcuHoM V-FITC u
nponujujym joauaom (A) wau Apostat-om (B, B), a untensurter ¢uayopecnenne (FL1 u FL2) je
aHaJIM3UPaH NPOTOYHOM IIUTOdIyopruMeTpHjoM. [IprKasaHu Cy TaYKacTH AujarpaMu, U3 jeJHOT O/l TPU
He3aBUCHA eKCIIepMMEHTa, Ha KojuMa je Ha3HavyeHa MPOLEHTyasHa 3acTyIJbeHOCT oJpeheHux
cybnonysanuja hesnuja (A), wau cpedre BPeAHOCTH * CTaHJapAHe JeBHjallkje TPU HE3aBUCHO
cnpoBejieHa ekcriepuMenTa (b, B).
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[lpuMeHOM mnpoTOYHe UUTOPJIyOopUMeTpUje hesnja, MNPETXOJHO 0b6esieKeHUX
aHekcuHoM V-FITC u Pl niu Apostat-oM, ucnuTaHo je fa Jiv MojayaBawkbe LUTOTOKCUYHOT
edpexkta M/l u kombuHanuje AK+M/l koje ce nemaBa y npucyctBy 10-DEBC uau SP600125
3aBMCH 0] peryJialuje npoieca anontose. [[pumewenu camoctasno, 10-DEBC u SP600125
HUCYy yTHLAAd Ha Opoj henuja y paHoj M KacHoj anonTo3u. HHade HeTOKcH4YaH,
M/ je y cagejctBy ca 10-DEBC, ogHocHo SP600125, apactuuyHo nmoBehao 6poj henuja ca
omrreheHoM MeM6paHoM (aHekcuH*/Pl*). CinuyaH edekaT je 3abesieXxeH U Yy KyJTypama
M3JIOKEHUM /JiejcTBY KoMmOuHauuje AK+M/l, rje je, HaKOH NIECTOYAaCOBHOI TpeTMaHa y
npucyctBy 10-DEBC nau SP600125, 3actynsbeHocT aHekcuH*/PI* henuja noBehana Bule of,
fBa nyta (Cnuka 24A). /labe, npoToyHa LUTOMeTpHja hesuja 0060jeHUMX NaH-Kacna3HUM
uHxubuTopoM ApoStat-om mnokasana je ga Hu 10-DEBC (Cimka 24B), nutu SP600125
(Cnuka 24B), HeMajy clIOCOOHOCT Jja aKTUBUPAjy kacnade y U251 hesnujama Tpetupanum M/
u AK+M/l. JlobujeHu pe3yaTaTH joul jeAHOM MNOTBphyjy [Aa amomTo3a HUje jeflaH O/
MexaHM3aMa LUTOTOKCMYHOCTU kKoMmb6uHanuje AK+M/l u wuckmydyjy moryhHocT pa je
noBehawe ocetrsbuBocTH heswja Ha M/l u AK+M/| y npucyctBy 10-DEBC wau SP600125
II0OBE3aHO Ca aKTHUBALMjOM OBOT THIIa hesJHujcke CMPTH.

4.22. HeraTuBHA noBpaTHa cnpera usmeby npoussogmwe PBK u aktuBanuje AKT u JNK 'y
U251 hesaujama TpeTtupanum M/l u AK+M/]

Y nmasbeM npoyyaBakby MeXaHHW3Ma KOjUM MaJik MoJieKyJacKd nHxuouTopu 10-DEBC u
SP600125 noBehaBajy ocetsbuBocT U251 hesnuja Ha M/l u AK+M/l, ucnuTaHu cy napameTpu
OKCUJIATUBHOT CTpeca Kao Ba)kKHe MoJiyre NOMohy Koje HaBeJleHU TPeTMaHU OCTBapyjy CBoje
ZejctBo. C 063upoM Ha To Aa PBK mory yTunatu Ha curHajHe nyTeBe y Koje CY yK/bydeHe
AKT u JNK kuHaze (Zhang u cap., 2016; Koundouros u Poulogiannis, 2018), Hajnpe je ucnuTaHa
nose3aHocT akymyJsaauvje PBK ca akTuBanujoM 0BMX KMHasa NOJ, yTHILAjeM TpeTMaHa
M u AK+M/I.

MMyHO06/10T aHa/u30oM cTeneHa pochopuanuje AKT, jour jerHoM je moTBpheHo aa ce
OBa KMHas3a akTHBUpa noJj ytunajem tpetmaHa M/l u AK+M/] (Cauka 25A). Y npucyctBy
aHTuokcuaadHca NAC, 3Ha4yajHO je cMambeHa akTuBanuvja AKT kMHa3e vM3a3BaHa HaBeJEHHUM
TpeTMaHuMa. Ca Apyre cTpaHe, kaJia je AKT kuHa3a unxu6upana npumerHom 10-DEBC, a notom
npuMeweHu JBodyacoBHU TperMaHu AK, M/l u AK+M/l, y henujama koje cy TpeTupaHe
M/l u AK+M/] netekToBaHa je noBehaHa kosnynHa PBK (Cimka 25B). Uctu deHOMEH youeH
je ny caydajy JNK krnHase. Bunectpyko noBuiieHa ¢pocpopuianuja oBor npoTerHa, U3a3BaHa
JiBoyacoBHUM TpeTMaHuMa M/l u AK+M/], 3Ha4ajHo je cMameHa Kaja cy hesuje npe TpeTMaHa
6usie usnoxeHe fejctey NAC (Camka 26A). UcTtoBpeMeHO je cesieKTUBHU UHXUOUTOP JNK,
SP600125, y kom6unauuju ca M/l u AK+M/l nogatHo noBucro HuBo PBK unja je nporusBoamwa
Beh 6usa moBehana y tpetmanuma M/l u AK+M/l (Cauka 26B). U3 06ujeHux pe3y/aTaTa MoXe
ce yBujetu caenehe: moBuimieH HUBO PBK y U251 hesnujama rauo6sacToma, HM3a3BaH
TperMmanuMa M/l u AK+M/l, aktuBupa AKT u JNK kunHase. Ca gpyre ctpane, aktuBauuja AKT u
JNK ce cynpotcraBmba npousBoawu PBK, jep je y mpucycTBy MHXMOGUTOpA OBUX KHHasa
3abesiexxeHO 3Ha4YajHO noBehawe HUXOBe KoMYMHe. Takohe, 0BU pe3ysiTaTU Cyrepuily ja
10-DEBC u SP600125 wu3a3uBajy TOKCHYHOCT HWHaye HeToKcuyHor M/l U moTeHuupajy
TokcudyHocT AK+M/l, HajBepoBaTHUje 3axBa/byjyhu CIOCOGHOCTH Ja Mojayvyajy NPOU3BOAHY
PBK u okcugaTuBHU cTpec y hesnunjama riavobsiactoma.
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Ciuka 25. PenunpoyHa perysanuja aktTuBHocTH AKT u npousBoame PBK moa yrunajem M/l u
AK+M/. U251 henuje cy Tpetupane 1 mM AK, 20 uM M/l u souxoBoM koM6uHanujom (AK+M/]) Tokom
2 h, 6e3 w1y ca npuMeHOM npe-TpeTMaHa aHTUoKcuAaHcoM N-anetunuucterHoM (NAC) (2 mM) unu
cesnekTuBHUM MHXUO6UTOpOM AKT, 10-DEBC (DEBC; 10 uM). Huou ¢pocdo-AKT (p-AKT), AKT u akTuHa
Cy aHaJU3UpPaHU HUMYHOOGJIOTOM. [IpHKasaHU cy penpe3eHTaTUBHM HMYHOOJOTOBU U pe3yJaTaTH
JleH3UTOMeTpHjCKe KBaHTUUKalMje, JaTH Kao Cpefibe BPeJHOCTU * CTaHJAapJHe JeBHjaluje TpHU
He3aBUCHO crpoBefieHa ekcriepuMeHTa. CteneH pochopunauuje AKT rckasaH je Kpo3 0JHOC HUBOA
¢docho-AKT ¢popme u ykynHor HuBoa AKT (A). UuTensuteT dayopecuenne DHR (FL1), kao nokasartesb
konnuyrHe PBK y henvjama, MepeH je mpoTo4HOM LHUTOPJIyOpUMETpPHUjoM. [IprKka3aHu cy XUCTOrpamMu
W3 pelpe3eHTAaTUBHOT, OJ, TpU He3aBUcHa ekcnepuMmeHTa (B). *p<0,05 o3HauyaBa CTAaTUCTHUYKHU
3HauyajHy pas3JiuKy y nopehemy ca KOHTPOJIHUM, HeTpeTHpaHUM henujama; #p<0,05 y nopehemwy ca
henujama Tpetupanum M/], a &p<0,05 y nopebemwy ca henujama Tpetupanum AK+M/| koje Hucy
usJjoxKeHe npe-tpermMany NAC.
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Cauka 26. PenunpoyHa perysanuyja aktuBHocTd JNK u npoussoamwe PBK nmog yrunajem M/l u
AK+M/J. U251 henuje cy Tpetupane 1 mM AK, 20 uM M/ u sbuxoBoM koM6uHanujoM (AK+M/]) Tokom
2h, y oacyctBy uau npucyctBy N-anetunuucrtenHa (NAC; 2 mM) wunum SP600125 (SP; 10 uM).
®ocdo-JNK (p-JNK), JNK ¥ aKkTUH cy aHaqM3UpaHH HUMYHOOJOT MeToAoM. Ilpukasanu cy
penpe3eHTaTUBHH HMMYHOOJOTOBU U pe3y/aTaTH AEH3UTOMETPHUjCKe KBaHTUPHUKaALUje, JATH Kao
CpeAime BpeJHOCTH * CTaHZJAapAHe JeBHjalidje TPU HE3aBHCHO CIpOBeJieHa ekcrnepuMeHTa. CTeneH
docdopunanuje JNK uckasaH je kpo3 ogHoc HuUBoa ¢ocho-]NK dopme u ykynHor HuBoa JNK (A).
WuTtensuter dpayopecuenne DHR (FL1) mepeH je npoTouHoMm nurtodayopumetrpujom. [lpukazanu cy
XUCTOTPAaMU M3 peNnpe3eHTAaTUBHOI, 0/ TPpU He3aBUcHa ekcrnepumenTa (B). *p<0,05 osnavaBa
CTAaTUCTUYKHU 3HA4YajHy pas3JiuKy y nopehemy ca KOHTPOJIHUM, HeTpeTHpaHUM hesnujama; #p<0,05 y
nopehewy ca henvjama tpetupanum M/|, a &p<0,05 y nopehemy ca hennjama tpetupanum AK+M/] koje
Hucy npe-tpetupaHe NAC.

4.23. 10-DEBC nojayaga, g0k SP600125 He yTuye Ha npeTrBapame LC3-1y LC3-II popmy
u Aerpaganmjy p62 y U251 hesmmjama tpetupanum M/l u AK+M /L

Jlocajjalikby pe3ysaTaTy cy nokasaau aa u M/l u AK+M/l uzasuBajy ayrodarujy kao
nocJeAuiy nojayaHor crapawa PBK (Caimka 15A), kao u Jja foZilaTHA aKTUBalMja ayTodardje
NOTEHIIMpa TOKCUYHOCT o06a TpeTrMmaHa (Ciauka 19). [lpuMeHOM MajiuX MOJIEKYJICKUX
unxubutopa AKT (10-DEBC) uaum JNK (SP600125) y3 M/l u AK+M/l, npousBoawa PBK y
henujama ce fogatHo noBehaBa, JocTHKYhH HUBO KOju TpeTMaH M/l YMHM LIUTOTOKCUYHUM,
a kom6buHauuju AK+M/| fnaje jolr cHaxkHUjU TOKCcUYHU edekaT. [lakie, akymynanuja PBK u
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noBehamwe Mapkepa ayTodaruje cy IpUCyTHHU U y hesimjama TpeTrupaHuM M/ 1, y 3HaTHO Behoj
Mepy, y hesnujama Tpetupanum kom6uHanujom AK+M/], a nogaBamwe 10-DEBC nau SP600125
OBHUM TpeTMaHHuMa je BUllecTpyKo noehasno crBapamwe PBK. C 063MpoM Ha To, mocTaBJ/ba ce
NUTakbe Ja JKM U npouec ayroparuje ydyectByje y cMptd U251 hesuja Koja je nmocneuieHa y
npucyctBy 10-DEBC u SP600125. UMyHO6JI0T METOJOM Cy aHAJIM3UPAHU TJIaBHU MapKepu
aytodaruje u creneH pochopuianuje Bcl2, npoTernHa Koju je yk/bydeH y JABa IJIaBHA MyTa
nporpaMupaHe hesujcke cMpTH, a weroBa ¢ocdopunanmja of, crpaHe JNK Moxe oOuTH
npeAycJoB 3a akTuBanujy ayrodparuje (Wei u cap., 2008).
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Cnuka 27. 10-DEBC nojayaBa koHBep3ujy LC3 u gerpaganujy p62, sok SP600125 Hema yTULaj
Ha oBe gorabaje y U251 heaujama rpetupanum M/l u kom6unanujom AK+M/L. U251 henuje cy npe
TperMmana 1mM AK, 20puM M/l u mwuxoBoM kKom6GuHanujoM (1h) TpeTupaHe cesleKTUBHHUM
unxubutopom AKT — 10-DEBC (DEBC; 20 uM; A) unu cenektuBHUM uHxubutopom JNK-— SP600125
(SP; 10 uM; B). Huou LC3-I, LC3-1I, p62, ¢pocdo-Bcl2 (p-Bcl2), Bcl2 u akTHHaA aHa/IM3UpaHU CY
HMYHOOJIOT MeTO/ZI0M, a Zjo6UujeHe Tpake cy KBaHTUUKOBaHe AeH3uToMeTpujoM. HuBou LC3-11 u p62
U3paKeHU Cy Y OJJHOCY Ha aKTHUH, KOHTPOJIHU NPOTEUH KOjU yKasyje Ha YHUQPOPMHOCT KOJHUYHHE
YKYNHUX NpoTerHa Mehy ucnutuBanuM y3opuuma. CreneH ¢ocdopuianuje Bcl2 uspaxeH je kpos
ofHOC weroBe pochopusricane popMe U YKyITHOT HUBOA OBOT NpoTerHa y hesujama. [lpukasanu cy
penpe3eHTaTUBHU UMYyHOOGJOTOBU U PE3YJTATH JAeH3UTOMETPHUjCKe KBaHTUUKALMje jeJHOT OJf TpU
HE3aBUCHO CIIpoBeJieHa ekcrnepuMeHTa. *p<0,05 o3HavyaBa CTAaTUCTUYKMU 3HA4YajHy pasJiMKy y
nopehewmy ca KOHTPOJIHUM, HeTpeTupaHuM hesujama; #p<0,05 y mopehewy ca ozarorsapajyhum
TpeTMaHuMa 6e3 npe-tpermMaHa DEBC.

PesyntaTtu cy jou jejHOM NOTBpAuWJM A3, y oxacycTtBy 10-DEBC u SP600125, M/| u
AK+M/l HakoH 1h noBehaBajy nHuBo LC3-II usopopme koja je BesaHa 3a ayTodarosome u
CMambyjy HUBO ayTodarHor cyncrparta p62. [Ipe-tperman hesnuja 10-DEBC foBeo je 10 nopacrta
HuBoa LC3-Ily nopehemwy ca ogroBapajyhum rpetmanrnma npuMeweHuM 6e3 10-DEBC. Takobe,
HUBO cnenudu4HOr ayTodarHor cyncrparta p62 je 6M0 3HauajHO HIXKU Yy hesmnjama Koje cy
TpetupaHe M/l u AK+M/l y npucyctBy 10-DEBC, y oaHocy Ha hesuje KoJi KOjUx cy OBH
TpeTMaHU NpuMemeHU camocTasHo (Camka 27A). Ananuszom je Takohe yTBpheHo ga cy
u M/l u AK+M/] nojayanu ¢ocdopunanujy Bcl2, anu, usnenahyjyhe, ceieKTUBHU UHXUOUTOP
JNK - SP600125 Huje ucno/buo 3HauyajaH yTULLAj HA HUBO docdopuincaHor obsuka Bcl2.
Takobhe, SP600125 Huje yTunao HU Ha npoMmeHe HuBoa LC3-II u p62 koje cy usazBanu
TpetManu M/l u AK+M/l npumemeHu 6e3 oBor uHxubutopa (Camka 27B). Jo6ujeHu
pesyJsTtaTtu ynyhyjy Ha To Aa ce ayTodaruja kojy usasuajy M/l u AK+M/[ oaBUja He3aBHCHO 07,
aktuBHOCTH JNK, Te fa oBaj mpolec HajBepoBaTHUje HUje Jeo MexaHU3Ma KojuM SP600125
M3a3MBa, OJHOCHO MojayaBa nutotokcuyHoct M/l u AK+M/l. Ca gpyre ctpane, 10-DEBC 6u
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ynpaBo MoAayJaiujoM ayTodparuje morao nosehatu ocetsbuBoct U251 hesnnja Ha M/l u AK+M/,
TaKo /1A je Aa/bu TOK UCTPaXUBakha YCMepeH Ka J0JaTHUM NI0TBp/ZlaMa OBe MPEeTIOCTaBKe.

4.24. 10-DEBC noBehasa, ok SP600125 He yTh4ye Ha Opoj Kucesux Be3uKysa y U251
henujama Tperupanum M/l u AK+M/]

Ytunaj 10-DEBC u SP600125 Ha mnpouec ayrtodaruje mnpaheH je u nomohy
dJyyopeciieHTHOI MHMKpOCKOIA, nocMaTpamweM hesnja obesiexxeHUX CynpaBUTaJHOM 00joM
aKpuJuH opaHxk. Kao mTo ce Moxe BHUAETH Ha MNPUJIOKEHUM ¢QOTOMUKporpadujama,
3aCTYIJbEHOCT KHCeJMX LUTOIJIa3MaTCKUX Be3UKyJa Koje mnojcehajy Ha ayTOJM3030Me,
noBehaHa noj yTunajeM jegHo4acoBHor TpetMmaHa M/l u AK+M/], 6una je gonaTHo noBehaHna
y henvjama koj kojux je, HenocpegHo npe npuMene M/l u AK+M/l, AKT kuHa3a nHxubupaHa
ynotpebom 10-DEBC. ¥ cny4ajy kaza je kao npe-tpeTMaH npuMemeH SP600125, Huje youeHa
jacHa pasJ/iMKa y KOJIMYMHU KHCeJIUX Be3uKyJia y ogHocy Ha henuje koa kojux cy M/l u AK+M/]
npuMeweHu camoctaiHo (Cimka 28). OBu pesysnatu notBphyjy aa 10-DEBC nmo3uTuBHO
Jlesyje Ha npolec aytodaruje, 1ok SP600125 He yTuue Ha oBaj npouec y U251 henujama
Tpetupanum M/l n AK+M/L.

KOHTpona

DEBC DEBC+M[ DEBC+AK+M[

SP+MO ' SP+AK+MI

Cnuka 28.SP600125 He yTnue, 40K 10-DEBC noBehaBa 3acTyn/beHOCT KHCe/IMX BE3UKYJIa YHYTap
U251 hesnja tpetupanux M/l u AK+M/. henuje rauo6aactoma U251 cy npe Tpermana M/| (20 uM)
Y lberoBoM KoMbuHanujoM ca AK (1mM) usnoxeHe fejcTBy cesiekTuBHOT nHxuo6uTopa AKT — 10-DEBC
(DEBC; 10 uM) unu cenektuBHOT nHXub6mTopa JNK — SP600125 (SP; 10 uM). HakoH TpeTMaHa Jyror
1 h, hesnuje obenexxeHe 60joM aKpUUH-0PaHK CYy OoCcMaTpaHe moMohy ¢uiyopeciieHTHOT MUKPOCKOTIA.
[IprkasaHe cy penpe3eHTaTuBHe GOTOMUKpOrpaduje.

4.25. 10-DEBC u3a3uBa ToKcM4HOCT M/l 1 nojayaBa Tokcu4yHOCT AK+M/] noTeHIMpameM
IUTOTOKCHYHe ayTodaruje y U251 heaujama

Y 0BOj CTyAujU je MOKa3aHO Ja ce, HAKOH AojaBawa AK, ayTodaruja Kojy nsasuBa
M/l npeTBapa W3 HETOKCUYHOI y LUTOTOKCUYHU IPOILEC, OAHOCHO Ja JONPUHOCU CMPTH
U251 henuja nmog ytunajem kom6uHanuje AK+M/l. Cinyan ¢deHoMeH gorabha ce u kaja ce
henuje npe Tpermana M/l usnoxe fejctBy 10-DEBC: uHaukaTopu ayTodaruje cy u3pakeHuju,
a ucxof tpermana 10-DEBC+M/l je henujcka cmprt. Ilopen Tora, U251 henuje y npucyctBy
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10-DEBC nocTajy oceT/buBHje U Ha TpeTMaH AK+M/], iTo ce oapakaBa Kpo3 noBehamwe 6poja
MpTBUX hesuja y ogHocy HA kKoM6uHauujy AK+M/l npumemweny 6e3 10-DEBC. 3aTo je masbe
UCIMTaHa npupoja ayrtodaruje kojy msasuBa 10-DEBC y komMb6uHauUuju ca TpeTMaHUMa
M/ u AK+M/I. To je ypabeHo aHa/nin30M BHjabUIHOCTH hesvja KoJ Kojux npoiiec ayTodardje
HUje eKClIepMMEeHTaJHO KOMIPOMUTOBAH (TpaHcdekoBaHe KOHTPOJHOM SiRNA) u oHuUX KOz
KOjUX je oAaBHWjambe oBor mnpoimeca oHemoryheHo PHK wuHTepdepenuujom rena 3a LC3
(TpancdekoBaHe LC3 siRNA). Y okBUpY OBe JiBe I'pyIle, jeaaH Aeo hesnuja je Tpetupan AK, M/l
wan AK+M/l y Tpajamy of 16 h, nok je apyroMm Jeny y3 HaBeJieHe TpeTMaHe JoJaT U
10-DEBC. Pe3yataTu cy notBpauau Aa M/l noctaje TOKCHYaH U /1a Ce UUTOTOKCUYHHU edpeKaT
AK+M/| nojauaBa y npucyctBy 10-DEBC, kao u ga TokcuyHoct AK+M/l cnabu y ycioBuma
MHXxubUpaHe ayTodaruje. HajpaxkHuje, reHeTUYKO yTUlIaBawe ayTodaruje je Cipeyuio CMpT
henunja kojy wu3asuBa kom6uHauuja 10-DEBC+M/lI u omnopaBusio BujabusHOCT hesuja
Tpetnupanux 10-DEBC+AK+M/], y 0HOj MepH y K0jOj je TO NOCTUTHYTO Yy CJy4ajy TpeTMaHa
AK+M/l. /ipyruMm peuyrma, y ycioBuMa nuHxubupaHe ayrodaruje 10-DEBC ry6u cnoco6HOCT J1a
u3asoBe TokcuuHOCT M/ 1 nmoBeha henujcky cMpT Kojy usazuBa AK+M/] (Ciimka 29). Pesyatat
CIpOBeJleHOT eKcllepMMeHTa jacHo rosopu fa 10-DEBC nojayaBa TokcuyHOCT TpeTMaHa M/l u
AK+M/l noTeHIMpawkeM LIUTOTOKCUYHE ayTodaruje.
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Cauka 29. 10-DEBC noteHnupa nuToToOKCU4HY ayrodarujy y U251 henmjama tpetnpanum M/l
AK+M/JI. henuje cy TpaHcdekoBaHe KOHTpoJAHOM uau LC3 ™Manom wuHTepdpepupajyhom PHK
(siRNA) u npe-tpetupaHe ceseKTUBHUM uHxub6utopom AKT - 10-DEBC (DEBC; 10 uM), wau cy
6e3 nmpe-TpetMaHa (@) uHky6upane ca 1 mM AK, 20 uM M/l u wuxoBoM KoMbGuHanujom (AK+M[).
Hakon TpeTMaHa ayror 16 h mepeHa je henujcka BujabunHocT Kpuctas BuoJieT (sieBo) u MTT (gecHo)
TecToBUMa. Pesyatatu (cpefie BpeJHOCTHU * CcTaHJapjHe JeBUjalidje TPUIJIMKATA jeJHOT OJf TpH
He3aBHUCHA EeKCIepHMEHTA) Cy NpHKa3aHW y BuAy rpadukoHa. *p<0,05 o3HavyaBa CTATUCTHYKHU
3HauyajHy pasJIMKy y nopehemwy ca KOHTPOJHHUM, HeTpeTupaHuM hennjama; &p<0,05 y nopehemy ca
henujama Tpetupanum M/l, a #p<0,05 y nopehemwy ca henujama Tpetupanum AK+M/] koje Hucy npe-
tpetupane DEBC (@); $p<0,05 y nopehemy ca henujama Tpetupanum DEBC+M/], a *p<0,05 y nopehemy
ca henujama Tpetupanum DEBC+AK+M/] koje cy TpaHcdekoBaHe KOHTPOJIHOM SiRNA.

4.26. AktuBanuja AKT KkuHa3e cmamyje oceT/buBOCT U251 hestnja Ha AK+M/L

Kako 61 y moTnyHocTH 6uja pasjaumeHa yaora AKT kuHa3e y hesujckoj cMpTH Kojy
u3asuBa KoMmbuHanuja AK+M/l, nopesn umnxubunuje AKT, mapameTrpu hesnujcke cMpTH cy
npahenu u y yciaoBuMa kaja je AKT kuHasa ekciepyUMeHTa/JIHO aKTUBHpaHa. AKTHBalMja
AKT je mocturHyta Ha JBa HauuHa: ¢apMakoJIOlIKH, npuMeHoM mno3HaTtor PI3K/AKT
akTuBaTopa uHcysrHa (Camka 30A) wiav ybauuBawbeM MJa3MHU/HOT BEKTOpa ca TeHOM 3a
KOHCTUTYTUBHO akTUBHY MUpucTuioBaHy ¢opmy AKT (myr-AKT; Caruka 30B) y U251 henuje
(Bellacosa u cap., 1998; Nitulescu u cap., 2018). Kpucrtan Buosier u MTT TecTtoBH, paheHu
HakoH TpeTMaHa henuja AK, M| u AK+M/l ayror 16 caTty, cy mokasaju Aa je NPUCYCTBO
MHCYJIMHA JIeJTMMUYHO CIPeYnsio CMPT Kojy u3asuBa TpeTMaH AK+M/l (Ciuka 30A). henuje
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TpaHcdeKoBaHe NJIa3MU/HUM BEKTOPOM KOju HOocH reH 3a myr-AKT cy Takohe 6usie 3HauajHO
ornopHuje Ha AK+M/l y ofHOCY Ha OHe Koje cy 6uJie TpaHCPeKoBaHe KOHTpoJHUM pcDNA
nia3mMuzioM (Cimka 30B). PesystaTy oBor ekcnepuMeHTa N0Ka3yjy Ja ojayaHa akTUBHOCT
AKT, 6us10 fa je u3a3BaHa GpapMaKoJIOLIKK UM Ha HUBOY eKCIIpecHje reHa, y 3Ha4ajHoj MepH
npeaynpebyje cmpt U251 hennja nsaspany kom6uHanujom AK+M/], 0iHOCHO CMambyje BUXOBY
oceTsbuBOCT Ha AK+M/I.
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Cauka 30. PapMakoJioniKa U reHeTU4YKa akTuBanuja AKT cmamyjy oceT/buBocT U251 hesmja Ha
AK+M/J. U251 henuje cy npe-tpetupaHe uHcyJuHOM (40 mU/mL) (A) unu cy TpaHcdekoBaHe
KOHTPOJIHUM (pcDNA) miu n1asMuiHUM BEKTOPOM KOjU HOCH reH 3a MupuctuioBadd AKT (myr-AKT)
(B), a 3aTtum nHky6upane ca 1 mM AK, 20 uM M/[ u wuxoBoM KoMbuHanujom (AK+M/1) Tokom 16 h.
Bpoj :x1BUX, aixepeHTHUX hesnja ¥ henuja ca akTUBHUM MUTOXOH/JpHjaMa je MepeH KpUCTaJl BUOJIET
1 MTT TtecTtoBuMa. Pe3ysTaTu cy npukasaHu y BUy rpadpUKOHa, Kao Cpe/iibe BpeJHOCTH * CTaHAAp/He
JleBHjanvje TPUILIMKATA jeJHOT O[] TPYU He3aBHCHA ekcrnepuMeHTa. *p<0,05 o3HayaBa CTAaTUCTHUYKHU
3HauyajHy pas3JjiMKy y nopebhemy ca KOHTPOJIHUM, HeTpeTHpaHUM hesujama; #p<0,05 y nopehemy ca
hesnjama Tpetupanum AK+M/] Koje HUCY Tpe-TpeTUpaHe UHCYMHOM (@; A) uu cy TpaHcheKoBaHe ca
pcDNA (B). EdukacHoct TpaHcheknuje (B) je oapehena uMyHOGJO0T MeTOAOM; NPHUKa3aHU CY
penpe3seHTaTUBHU UMyHOO0TOBH (b, Hceyak y cpeAnHNU).

4.27.TeneTnuyka akTuBanvja AKT kuHase cnpeyaBa HeKpo3y U251 hesinja TpeTUpaHux
KoM6OuHanujom AK+M/]

JleTa/bHUje ucnuTuBamwe yTuilaja AKT kuHasze Ha Tun hesujcke CMpTU H3a3BaHe
komb6uHanujoMm AK+M/l ypabeHo je yutodiyopuMeTpujckoM aHaIM30M hesinja KoJ KOjuXx je
IpeKoMepHOo eKkcnipuMupaHa akThuBHaA ¢opMa AKT kuHase u hesvja koje cy TpaHcpeKkoBaHe
KOHTposiHUM pcDNA mnsasmuzoMm, HakoH obGesexaBawa 6ojama aHekcuH V-FITC u PL
Pesysntatu npukasanu Ha Caupu 31 nokasyjy ga kom6uHanuyja AK+M/l, HakoH 1LuecT caTu
Jlyror TpeTMaHa, 3HayajHO MoBehaBa 3aCTyNJ/beHOCT HEKPOTHYHUX aHeKcuH*/PI* hesuja
(ropwku JecHH KBaJpaHT) y KOHTPOJHO TpaHcdekoBaHUM hennjama. OBaj edekar
KOMOWHAIMje Ha ImpoleHaT aHekcuH*/Pl* henuja je 3HavyajHo mMawmu y hesnujama ca
eKCIIPUMHUPAHOM KOHCTUTYTUBHO aKTUBHOM popMoM AKT kuHasze. [[ponopuoHasHO TOME,
noBehaH je yfeo xkuBHUX hesirja Koje HUCY 000jeHe HUjeJHOM 0/ ABE PJiyopecLieHTHe 60je U Ha
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Jvjarpamy Cy I[O3UMLMOHHMpaHe y JOHeM JIeBOM KBaJApaHTy. Pe3yiTaTh crpoBeLeHOr
eKCcllepMMeHTa yKa3yjy Ha To Ja npekoMmepHa ekcnpecuja AKT kvHase y akTUBHOM OOJIMKY
cupeuana owtehewe henujckux MeMmbpaHa Koje HacTaje AesoBabeM AK+M/| u wtutu U251
hesivje o UUTOTOKCHUYHOT AiejcTBa KOMOUHauuje AK+M/I.

KOHT"p(.).n_a”" iy e — A E R M% e = T S
_| pcDNA i Hekposa | pcDNA - STaita | [IpPcDNA | pcDNA

2.2% 6.3%
paHa
"anonTosa 3

1.3%
|

R A e e S T R R

KOHTpoOna kacya anontosal/| | AK
i myr_AKT ; Hekposa |

nponuaujym jogua (FL2)

" 2.9% 3.9%
3 paHa
{+ anonTosa 3

3.8%

2.2% 88.2%
T Ll B

L B e e S e R

AHekcuH V-FITC (FL1)

2.3% |

L

Cnuka 31. Ekcipecuja KOHCTUTYTUBHO akTUBHe popme AKT KuHa3e cMambyje yJe0 HeKPOTUUYHUX
U251 henmja y kyarypu tpetupaHoj AK+M/. U251 hesnuje cy TpaHcpekoBaHe KOHTPOJTHHUM
(pcDNA) uad naasMUAHMM BeKTOPOM KoOju Hocu reH 3a MmupuctuiaoBaHu AKT (myr-AKT), a
3aTuM uHKy6upaHe ca AK (1 mM), M/ (20 uM) u wuxoBoMm koMm6buHauujom (AK+M/]) Tokom 6 h.
UctoBpeMeHUuM obenexaBaweM hennja anekcuHoM V-FITC u Pl u mepewem ¢ayopecuenue (FL1 u FL2)
Ha NPOTOYHOM IUTOdJIyopUMeTpy, npaheH je yAeo anmoNTOTUYHUX/HEKPOTHYHUX hesiMja HaKOH
TpeTMaHa. [IpukasaHu cy Ta4yKacTH AYjarpaMy Ha KOjUMa je Ha3HayeHa NPOLeHTyaHa 3aCTYII/beHOCT
oapehenux cyononyaanuja henuja, U3 jeJHOT O TPY HE3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA.

4.28. T'eneTnuka aktuBanuja AKT kuHaze cmamyje koimyuHy PBK y U251 heawujama
TpeTupanuM M/l u kom6uHanujom AK+M/]

PaHuje n00WjeHU pe3y/TaTH Cy Mokasaau Ja komOuHanvja AK u M/ [UTOTOKCHYHHU
edekaT ocTBapyje NOoCpeZiICTBOM OKCHAATUBHOT cTpeca (Ciuka 8), kao U To Ja MHXMbUIMja
AKT krHa3e Kao nmocjaefuiy uMa J0JaTHO Hakyn/bawbe PBK 1 noTenupame henujcke cMpTu
(Cnuke 21; 22; 24A; 25B). Ca nu/beM Ja ce AeTtabHUje npoyuu Be3a usMmehy AKT kuHaze u
OKCUJIaTUBHOI CTpeca, aHa/M3upaH je yTUlaj TpeTMaHa Ha HuBo PBK y henujama ca
eKCIIPUMHUPAHOM KOHCTUTYTUBHO akTUBHOM popmoM AKT kunHaze. utodyopuMeTpHjcKoM
a"HanuzoM U251 henuja o6ojenux DHR 60jom je mokazaHo ja aBodacoBHU TpeTMaHu M/l u
AK+M/| Hucy noBehanu HuBo PBK y hesnnjama y kojumMa je 6usia ekcnpuMHpaHa aKTUBHaA
dopma AKT, y oHoj mMepu y kojoj je HuBo PBK noBehan y henujama TpaHcdpekoBaHUM
KOHTpoOJIHUM maa3MuaoM (pcDNA). OBaj pe3ynaTaT je y KopeJjaluju ca pesyJTaTUMa
JlobUjeHHM y ycjaoBUMa Kajia je akTuBHOCT AKT muxubupana npumeHom 10-DEBC (Ciuka
25B). 3ajegHo, oBu pesyataTu ynyhyjy Ha To Aa aktuBayuja AKT penuMudHo 6/10KHpa
noBehawe konmurHe PBK y U251 hesnujama Tpetupanum M/l u AK+M/l 1 fa ce Ha Taj HAUUH
CYNPTCTaB/ba IUTOTOKCUYHOM edeKTy koMOMHanuje AK+M/I.
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Cauka 32. EKcnipecuja KOHCTUTYTUBHO akTUBHe popme AKT KkuHase cMamyje KosimuuHy PBK y
U251 henunjama Tpetupanum M/l u AK+M/. U251 henuje cy TpaHcpekoBaHe KOHTpoIHUM (pcDNA)
WM TJIa3MUJHUM BEKTOPOM KOjU HOCH reH 3a mupuctuiaoBady ¢opmy AKT kunHaze (myr-AKT), a
notoM uHKy6upane ca AK (1 mM), M/l (20 uM) u wuxoBoM kKom6uHanujoM (AK+M/]) Tokom 2 h. Ilo
HUCTeKy TpeTMaHa hesuje cy obesexxaBaHe ¢uyopecueHTHOM 60jom DHR u aHanusupaHe npoToO4YHOM
puTodJyopUMeTpUjoM. PesyataTu cy npejcTaB/beHU Yy BUAY XUCTOrpaMa W3 penpe3eHTATUBHOT,
0/l TPY He3aBHCHA eKCIIepUMEHTa.

4.29. T'eHetnuka akTuBauuja AKT kuHaze noHumraBa epekatr M u AK+M/| Ha
KoHBep3ujy LC3 u aerpaganujy p62 y U251 henujama

Wmajyhu y Buay na nosehan HuBo PBK y3pokyje akTuBanujy ayrodaruje, kao U aa
ceseKTUBHU UHXUOUTOP AKT - 10-DEBC n3asuBa TokcuuHocT M/l ¥ nojayaBa UTOTOKCUYHU
edpexkar AK+M/l ynpaBo mocnemrBameM LUTOTOKCUYHe ayTodaruje, npaheHo je Ha Koju
Ha4yMH npekoMepHa akTuBanyja AKT KMHa3e yTyu4ye Ha IpOMeHy HUBOA IPOTEMHCKUX MapKepa
aytodaruje.
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Cauka 33. Ekcipecuja KOHCTUTYTUBHO akTuBHe ¢popme AKT kuHase cnpeuyaBa M/l u AK+M/] ga
u3aszoBy aytodarujy y U251 hesnmjama. U251 henunje TpanchekoBaHe KOHTpoaHUM (pcDNA) miu
MJIa3MU/JHUM BEKTOPOM KOjU HOCH T'eH 3a KOHCTUTYTUBHO akTUBHY ¢opmy AKT kunaze (myr-AKT)
cy uHkybupaHe ca AK (1 mM), M (20 uM) u mwuxoBom komb6uHauujom (AK+M/]) Tokom 1 h.
Kouepsuja LC3-1 y LC3-II u gerpaganuja p62 cy aHaiu3upaHe UMYHOOGJIOTOM, a jauMHa J00HjeHUX
MMYHOpPEaKTUBHUX TpakKa je KBaHTUPHKOBaHa AeHsutoMeTpujoM. Husou LC3-11 u p62 uspaxenu cy y
OZITHOCY Ha aKTHH, KOHTPOJIHU NPOTEXH KOjU YKa3yje Ha YHUPOPMHOCT KOJIMUUHE YKYITHUX IPOTENHa
Meby ucnutuBaHMM y3opuuma. *p<0,05 o3HayaBa CTaTMCTUYKU 3Ha4yajHy pasjUKy y nopebemy ca
oArosapajyhuM TpeTMaHMMa IpUMeeHUM Ha hesyje Koje cy TpaHcdekoBaHe ca pcDNA.
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HUmyHO06/10T aHa/iu3a HUBoa LC3-II 1 p62 npoTernHa HAaKOH jeJHOYAaCOBHHUX TpeTMaHa
nokasaja je ga aktuBauuja AKT, mocturuyrta TpaHcdeknujom U251 henuja miasMuHUM
BEeKTOpPOM Koju Hocu reH 3a myr-AKT, cnpeyaBa koHBep3ujy LC3 u gerpagaumjy p62,
kojy M/l u AK+M/| usasuBajy y hesujama TpaHcPeKOBAaHUM KOHTPOJIHUM IJIa3MUJOM.
JlobujeHu pe3yaTaT noka3yje Aa aktuBupaHa AKT kuHa3a cnpeyaBa MHAYKLHjY ayTodaruje y
U251 henujama tpetupanum M/l u AK+M/l, miTo cyrepuiie Aa 6u 3alITUTa KOjy 0Ba KMHAa3a
npy»ka hesvjama rimo6sacToMa MorJia 6UuTH ocaeJula UHXUOUIUje ayTodaruje.

4.30. Uuxu6uTOopu KuHasa, AK, M/l 1 muxoBe KOMOUHAILMje He YTUYy Ha BUjaOUIHOCT
henujcke inHuje xymanux miayhaux ¢puopooéaacra MRCS

CeJIeKTUBHOCT Tepaluje IpeMa MaJIUTHUM Y OZJHOCY Ha MaJIMTHO HEU3MemweHe, 3/ipaBe
hesnuje opraHvM3Ma, OCHOBHHU je NpeAyCJOB 3a YCIEIWHOCT xeMUuoTepanuje. Ctora je 610
HEONXOHO YTBPAUTH Jia I TPETMaHU KOjU Cy OMJIM NpeJMeT UCTPaKUBakba 0Be LOKTOPCKe
JlucepTaliyje UMajy yTHIlaj Ha BUjaOUIHOCT MaJIMTHO HeM3MeweHuX hesuja.

DRSNS

A

O SR
o N
S @

%

[ee]
o

|
. \
T

§

IS
o

KpuUcTan BuMoner
(% KoHTpone)
N D
o o

7

MTT (% KoHTpone)
(o]
o

0 oL
[JkoHTpona NN AK Ml M = AK+M[ [JkoHTpona N AK Ml M E AK+M[
b
140 140
= 1204 CKoHTpona m20uM m10pM B5uM o 1204 C'koHTpona m20pM =10uM =5uM
30 8
6 & 1001 & " g 100+
s 0 G = * *
@ Q2 807 4 3 807
I x

85 601 < 60
= X >
S e 40 = 40
£~ 20 E 20
X 20 s

. DEBC SP . DEBC SP

B

. 1207 <
291007 . S
£ oo E
5 £ 607 g
lG g 40*: é
a2 20] E
g I

0 =

(7] DEBC SP 1%} DEBC SP

(JkoHTpona Ny AK ll MO £ AK+M[ [JkoHTpona N AK ll MO = AK+M[

Cauka 34. UcnuTUBaHM TPeTMaHU HUCY TOKCUYHM 3a 3/IpaBe, Heu3MemeHe henuje puoposaacra
miayha. henuje pubpo6sacta MRC5S cy Tpetupane AK (1 mM), M/l (20 uM) 1 ’bUXOBOM KOMOUHALIK]OM
(AK+M/) Tokom 24 h (A), paznuuntuM KoHneHTpayujama 10-DEBC (DEBC), ognocno SP600125 (SP),
WM cy Hajupe usnoxeHe AejctBy DEBC/SP (10 pM, 30 MuHyTa npe-TpeTMaH ), a IOTOM UHKyOUpaHe ca
AK, M/ uwiun AK+M/] (B). hennjcka BujabuHoOCT je MepeHa Kpucrtai BuoseT u MTT TecTtoBuMa.
Pe3ysTaTu cy nprkasaHU Kao cpefilbe BpeJHOCTH * CTaHJap/JHe JAeBUjalyje TPUIJIMKATA jeJHOT Of
TPU He3aBHCHa eKcllepuMeHTa. *p<0,05 o03HayaBa CTAaTUCTUYKU 3HauyajHy pas/MKy y nopehemy ca
KOHTPOJIHUM, HeTpeTUpaHUM hesnujaMa.
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Y Ty cBpXy cy ynoTpebsbeHe hesivje Be3uBHOI TKHUBa miyha, mayhHu ¢pubpobIacTu
MRC5, 4ynja je BUjabUJIHOCT, HAKOH TpeTMaHa Ayrux 24 cata, MepeHa U KpucTtaj BuosieT U MTT
TecToBMMa. OBa hesujcka JIMHUja ce PYTUHCKU KOPUCTH 3a NPOBEPY CeJIEKTUBHOCTH HOBMUX,
NOTEHIMja/IHUX JIEKOBA 3a Tepanujy MaJUTHUX 60JIeCTH, TAKO /Jla Ce 3a areHce KOjU He CMawbyjy
BUjabusHocT MRC5 hesnuja cMaTpa a MMajy NpyUxXBaT/bUB TOKCUKOJIOLKU NPOQUI U 1a HUCY
IITETHM 3a 3ApaBe hesuje opranusma (Duarte u cap., 2022). Hajnpe je ucnutuBan ytuiaj AK,
M/ u AK+M/], kao nosia3HUX TpeTMaHa KoOjUu cy KopuilheHHU TOKOM LieJie ctyauje. TecToBu
BUjabUIHOCTU KpUcTas BUoJsieT U MTT cy nokasanu fa HUjeJlaH OJf OBUX TpeTMaHa He yTHh4e
Ha BujabusaHoct MRC5 henunja (Ciuka 34A). Kaga cy unxuobutopu 10-DEBC u SP600125
IpUMEHEHU Kao CaMOCTaJHM TPeTMaHH, caMo je HbHUXOBa HajBeha go3a (20 pM) msza3Basa
cMamemwe BujabunHoctu MRCS5 henuja, 0k ocTasie KOHLiEHTpalUje HUCY OWJie TOKCUYHE
(Cruka 34B). KonauHo, ucnutasa je TokcuuHoct AK, M/l u AK+M/l y kom6buHanuju ca 10-
DEBC unu SP600125. be3 063upa 1uTo je panuje nokasaHo ja 10-DEBC u SP600125 nojauaBajy
UTOTOKCUYHO AejcTBo AK+M/l u nHuuMpajy TokcuyHocT M/l y Kyatypu henuja xymaHor
ravo6sactoma U251, HUjeiHA 01 MICIMTHBAaHUX KOMOWHAIMja HUje OWJia TOKCUYHA 32 3/ipaBe
¢ubpob6sacte MRC5 (Camka 34B). PesynTaTu cipoBefeHOT eKCIEpUMEHTA Cyrepuily ja cy
TpeTMaHU IMpPUMEHEHU y OBOj CTyAUjU ceneKTUBHUM npema U251 henujama XxymaHor
rJ1Mo6J1acToMa M HUCY TOKCUYHU 32 HeU3MeeHe, 3/ipaBe hesuje nayhHux ¢pubpobdacTa.
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Y oBOj #OKTOpPCKOj AUcepTauuju je npukaszaHo ga AK u M/l, y KoHiieHTpayujaMa Koje
NojeIMHAYHO HUCY TOKCHYHE, CUHEPTHCTUYKOM HWHTEpPaKLMjoM H3a3uBajy Hekpo3y U251
hesnuja xymaHor ravo6/1acToMa NMOCpeOBaHy OKCUJATUBHUM CTPECOM U JeloJiapu3alujoM
MeMOpaHe MUTOXOHJpHja. Mako npuMeweH NOjeJUHAYHO He OCTBapyje LUTOTOKCHYHU
edekat, M/] nojayaBa crBapawe PBK u Tume aktuBupa AMPK u aytodarujy y henujama U251.
Y npucyctBy AK, ucxon aytodaruje kojy musasuBa M/l ce mewa: koMbuHanuja AK+M/]
JpactuyHo noBehaBa kosnyuHy PBK, mito goBoau go nuxubuuuje AKT/mTOR, akTuBauuje
AMPK/ULK1 u nokpetama ayTodarvje Koja, Mako AONPHUHOCH ykjJawawy PBK, kao kpajwu
ucxos uma henujcky cMmpT. Takobe, cnpoBefeHO HCTpakKMBakbe OTKpPMBA 3Hadaj Maslux
MOJIEKYJICKUX MHXUOWTOpPA y MojayaBalkby aHTUIJ/IM006J1acTOMCKOT noTeHujasa M/l u AK+M/I:
unxubutopa AKT kunaze - 10-DEBC u unxubutopa JNK kuHaze - SP600125. [lonaBameM
10-DEBC wuau SP600125 noBehaBa ce ctBapawe PBK y henwujama, ycieg dera M/l ctuue
cnoco6HOCT Aa u3a3oBe hesnujcky cmpt, a AK+M/] ucnosbaBa joul jayy LUTOTOKCHUYHOCT.
HMako je noBehamwe oKCUJAaTUBHOT CTpeca MeXaHW3aM KOjUM 00a UHXMOUTOpa 0CTBAapyjy CBOj
edekar, pa3ivka y hesmjckoMm oAroBopy orJiesia ce y bUXOBOM yTUL@jy Ha Tpolec ayTodaruje:
10-DEBC uMa cnoco6HOCT Ja HEeTOKCUYHY ayTodarujy Kojy u3asuBa M/l npeTBopu ¥y
MexaHHW3aM hesiMjcke CMpPTH, Kao U Ja MOCHellM LUTOTOKCHYHY ayTodarvjy u3a3BaHy
kombuHanujoMm AK+M/], nok SP600125 cBoje AejcTBO ocTBapyje HE3aBUCHO O/ OBOT Mpolieca.
HujesnaH of vcnuTUBaHUX TpeTMaHa HUje UCNIOJ/bUO IUTOTOKCUYHU edeKaT Ha 34paBe hesuje
¢dubpobaacta MRC5, mTo je moce6HO BaKHO ¢ 063UpoM Ha TO Aa M/l, MHaYe HETOKCHUYaAH,
MMa crnoco6HocT fa noBeha ocetsbuBocT U251 henuja rimo6siacToMa Ha areHce ca Kojuma
je npuMerbeH y koMmbuHanuju (AK, 10-DEBC uau SP600125).

KoMm6uHanuja AK u M/|, kao u3y3eTHO jak peZjOKC aKTUBHM Map, OuJa je mpeaMeT
OpOjHUX MCTpaXKMBakba TOKOM MOCJAe/lbUX HEKOJIMKO JielieHHja. LJUTOTOKCHUYHU MOTeHHjal
OBe KOMOVHallMje, OCTBapeH y KyJITypaMa pa3/IMuYMTUX TUIIOBAa MaJIMTHUX heJuja, HUje youeH
y cay4ajy hesvja UcTOr MopekJia Koje HUCY MaJUurHo TpaHcdopmucane (Semkova u cap., 2020).
HuTtoTtokcuyHo fejctBo AK+M/] Ha henunje xymaHor rauo6sactoma U251, npukas3aHo y OBOj
JucepTalyjy, y CKJaJy je ca pe3yJTaTUMa JpPyrUX UCTPaKMBakba y KOjUMa je TOKCUYHOCT
AK+M/| nokasaHa Ha pa3/JIMYUTUM heJsMjcKUM JIMHWjaMa TIJ1M06J1acToOMa, NpHUMapHUM
henuvjckuM KyJsTypaMa U30J0BaHMM M3 MalUjeHaTa 000JieJIUX 0J] OBOT THIlIA MaJIMTHUTETA,
Kao U in vivo mojiesinma ravob6sactoma (Vita u cap., 2011; Ren u cap., 2019; Sumiyoshi u cap.,
2022; Sumiyoshi u cap., 2023). [IpexkxuB/pbaBabe MUlIEBA Ca IJIM06JIACTOMOM je MPOAYKEHO, a
pacT TyMmopa je cynpumupaH yciaen agMmuHuctpanyje AK+M/| (Sumiyoshi u cap. 2023).
BaxxHo je uctahu Ja je y NpeTXOJHUM HCTpaKMBakbUMa LUTOTOKCMYHOCT AK+M/| 6uia
CeJIeKTUBHA, jep, YIPKOC TOKCUYHOCTU KOjy je HCHo/bUa Ha hesidjcKy JIMHMjy TJMOMa
(DBTRG-05MG) u npumapHe hesuje rivo6sacToMa H30J0BaHe M3 OCaM MalyjeHaTa,
koMbuHanyja AK+M/l Huje yTunana Ha pemsivkaunujy JJHK y nesnoBuMa kopTekca 37paBUX
nanoBa KOjU Cy U3J10KeHU ’eHOoM JAejcTBy (Vita u cap., 2011).

Cuneprusam usmehy AK u M/l je mocienuia HU3a peakijija oKCUaluje U peaykuuje
KOje ce OCTBapyjy TOKOM HUXOBe HHTepakuuje y henujama. AK ynasu y henujy y
peaykoBaHoM 06siMKy npeko SVCT2, unu ce y Buay okcugoBaHe ¢opme, DHA, TpaHcnopryje
IyTeM IVIYKO3HUX TPaHCIOpTepa KOjU Cy BeoMa 3aCTyIl/JbeHU Y MeMbOpaHaMa MaJIMTHUX hesvja
(Ngo u cap., 2019). Ca ppyre ctpane, M/| 3axBasbyjyhu cB0joj xuzapodob6HOj NpUpOH,
npoJia3y Kpo3 IJla3aMaMeMbpaHy macuBHOM Judy3ujoM. Y yHyTaphesujckoM mpocTopy ce
O/iBHja je/lHOEJIEKTPOHCKA peayKuuja M/l y mpucycTBY ackopbaTa M cTBapa ce BeJHKa
konnunHa 02, koju ce pgasme npeBoau Ao H202. Yciaep Tora, henuja ynasu y crame
OKCHUJATUBHOI CcTpeca, NpaheHor HU30M oliTehewa Koja ce OKOHYaBajy hesujckoM CMpTH
(Ren u cap., 2019; Semkova u cap. 2020). buosomku edpexktu came AK, koja Moxe
MMaTH U AHTUOKCHAATUBHO U MPOOKCUJATHBHO [ejCTBO, JETEPMUHUCAHU Cy HEHUM
KOHLeHTpauujama. Haume, AK caMmocTa/iHO Mcnio/baBa NMPOOKCUAATUBHO [1€jCTBO YKOJIMKO Ce
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IpHYMEHH Y BUCOKMM KOHILleHTpauujama (g0 15 mM) koje omoryhaBajy keHy UHTEpaKIiijy ca
jOHMMa MpeJia3HUX MeTaJla NOPEKJIOM U3 KPBH, eKcTpahesivjcke TEUHOCTU HU/WUIU TYMOPCKOT
TkuBa (Pawlowska u cap. 2019). Mehytum, u Huxe KoHueHTpauuje AK, npumemeHe y
KOMOWHALMjU Ca jeJlbelbMMa XUHOHCKe CTPYKType Kao mwTo je M/, noBosbHe cy 3a
OTNOYMIbakhe HU3a PeJOKC LIMKJIyca y KojuMa ce npoussogu H202, 4ak U y 04CyCTBY NpesIa3HUX
MeTasia (Silveira-Dorta u cap., 2015). BpojHe cTyauje cy nokasase Ja ce y pasjiMUUTHUM
TUIOBMMa MaJMTrHUX henuja, Mmehy kojuma cy henuje seykemuje, KapiyuHoMa J10jKe, fAebesior
IipeBa, MaHKpeaca, NpocTaTe, Kao U hesuje rivobacToMa, TOKOM peJlOKC peakliuja usmehy
joHusoBaHor o6sinka AK - ackopb6ata u M/ ocnobaha Besnka kosinurHa PBK koje fa/be Ha
passiMuuTe HauuHe ouTehyjy henujcke cTpykType U J0OBOJe O CMPTU MaJMIHUX hesuja
(Verrax u cap., 2005; Verrax u cap., 2006; Beck u cap., 2009; Ren u cap., 2019; Semkova u cap.,
2020; Sumiyoshi u cap., 2022). Kombunauuja AK u M/| ocTBapyje Tepamnujcku edekart
y in vivo MoJieJlMMa U NIPU KOHIleHTpallMjaMa OBUX areHaca Koje ce MOry JOCTUhU opa/lHUM
YHOCOM, a Koje Cy HHKe o/ GapMaKoJIOIKUX KOHIeHTpalyja IOCTUTHYTUX UHTPAaBEHCKOM UJIN
MHTpanepuTOHeaJHOM aJMHHUCTpanujoM (Jamison u cap. 2001; Bakalova u cap., 2020).
EdukacHoct Huckux fgosza AK u M/l y in vivo cucteMuma Moxe OUTHU NOCAeULd, He
CaMO HUXOBOI KOMOHWHOBAHOT [iejcTBa IOCPeJ0BaHOT OKCHAATMBHUM CTpecoM, Beh u
nojefuHaYHUX aHTUHHpIaMaTopHUX epekaTa AK u M/| koju Mory Aa cy36ujy nporpecujy u
WHBa3ujy Maauruux hesuja (Bakalova u cap., 2020).

BaxkHa nocsenuna OKCHAATUBHOT cTpeca y hesujama je cMmameme MNOTeHLHjasia
MeMbpaHe MuToxoHzApHja (Wen u cap., 2013; Kosic u cap., 2016), opraHesia ca LleHTpaJJHOM
yJIOTOM y eHepreTcKoM MeTabosiM3My henuje. Y oBoj cTyauju je mokasaHo ga cama AK He
noBehaBa HuBo PBK y nutocony u O2- y mutoxoHgpujama U251 hesnuja rinobsaactoma.
HanpoTuB, aHTHOKcHAaTHMBHa cBojcTBa AK cy u3a3Basa 6/1aro CMamerme KOJUYUHE
nutocomHux PBK. Ca gpyre crtpaHe, camoctasiHo npuMeweH M/l je He3HaTHO moBehao
npoussoawy PBK, a mweroBo npookcuzaTuBHO JejcTBO je mnocneueHo y npucyctBy AK,
Tako Ja je HuUBO yHyTaphenujckux PBK y U251 henujama TpeTupaHUM KOMOUHALUjOM
AK+M/] Bumectpyko nosehaH. U3pasuTo Bucoka npousBogwa PBK y nutonsnasmu u 02~y
MUTOXOH/I[pUjaMa TMoJ, yTUllajeM KoMmbOuHauuje AK+M/| wu3a3Basa je JenoJsiapusaiijy
MeMOpaHe MUTOXOH/pHja. OKCHAATHUBHU CTpeC U Jemnojapu3alnyja MUTOXOHpHja LOBOJE [0
cMakewa mnpousBoawe ATP ycinen omrtehewa pecnupaTopHOr JaHLAa M TyOUTKa
eJIEKTPOXEeMH]jCKOT I'pajiujeHTa HeONXoAHOr 3a GpyHKUUOoHUCawe ATP-cuHTase U Mory 6UTu
rJIaBHU MeJidjaTopHu Mpolieca anonTto3e U Hekpo3e (Festjens u cap., 2006; Sinha u cap., 2013).
Omrtehemwa hesnujcke MeMbpaHe, eBUJEHTHO OJICYCTBO allONTOTUYHUX hesivja 060jeHHUX caMo
aHeKcMHOM (aHekcuH*/Pl), ka0 M 0JCYCTBO Kacla3He aKTUBHOCTU U NPOTEOJUTHUUYKOT
ucenlarba PARP npoTerHa, youeHU y 0BOj CTyAujH, ynyhyjy Ha To Aa koM6uHanuja AK+M/]
n3asuBa cMpt U251 henwuja Haiuk Hekpo3H, a He amonTo3u. LlutoTokcuuHoct AK+M[],
He3aBHCHa o yueltha kacnase 3 v ucenata PARP, onvcaHa je u y cTyaujama cipoBeieHUM Ha
hesnujama xenaTolesyJlapHOT KapLMHOMa U epUTpoMHUjesioniHe yeykeMuje (Verrax u cap.,
2004; Verrax u cap., 2006). Byayhu ga je anontosa Bpcta nporpamupane hesujcke cMpTH U ia
3axTeBa ytpouiak ATP, weH HM30cTaHak MoXe OUTH MOC/AeAulla UHXUOULIUje OKCHUAATHUBHE
docdopunanmje nsaspaue AejctsoM M/] uiu rybuTKa KacnadHe aKTUBHOCTH Y YCJIOBHUMA jaKoT
okcugaTuBHOr ctpeca (Azad u cap., 2009; Kushnareva u Newmeyer, 2010; Fukui u cap., 2012;
Majiene u cap., 2019).

[IpucycTBo BesMKOT Opoja owTeheHUX MUTOXOHJApPHja ca JAe3UHTEerpucaHoM
MeMOpaHOM U JJUCKOHTHUHYMPAHUM KpHUCTaMa, IopeJ] jaCHUX 3HaKOBa HapyllaBaka HBHUXOBe
XoMeocTa3e ycJjeJ, HaKyllJbakha BeJMKe KOJHWYMHE CyNepoKCHJa Y MAaTPUKCYy U pacullama
noTeHUMjasa usMelhy JBe cTpaHe yHyTpalllkbe MeMOpaHe, yKa3yje Ha TO Ja KOMOMHauuja
AK+M/] Moxe 3HauajHO Aa ocsabu eHepreTcKe pecypce y henujama ravo6saactoma. Haume, y
TYMOPCKMM TKUBHMaA, HAapO4YMUTO y LEHTPaJHUM MU cJabo BacKy/JapU30BaHUM peruvjama,
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BJIa/1ajy YCJI0BU XUIIOKCHje U cjabe JOCTYNMHOCTU HYTPUjeHaTa, a XUIIOrJIMKeMUjCKa cpeiuHa
je KapakTepuCTH4HaA W 3a ravo6saactoMe (Tanaka u cap., 2021). Y ycioBMMa orpaHU4eHOT
NpUCTyNa IJyKo3u, hesuje oBor TyMopa ce 0ocjiawbajy Ha MUTOXOH/IpUje, OJHOCHO CTBapajy
eHeprujy Kpo3 OKCHUJATUBHYy Gochopuianujy MU LIUKIYC TPUKAPOOKCHUIHUX KHUCEJIUHA
(KpebcoB nuk/IyC UM LUKIYC JUMyHCKe KucesauHe) (Griguer u Oliva, 2011; Oppermann
v cap., 2016; Miki u cap., 2022). YnpaBo oBe hesuje, npucyTHe y XMIOKCUYHUM 30HaMa TyMOpa,
KOje Kao NpHMapHU HU3BOpP €Hepruje KOPUCTe OKCHUAATUBHY docdopuialujy, MOry OUTH
OZTOBOPHE 3a pelUAMBUpame rJ1n061acTOMa M pa3Boj pe3uCcTeHIMje Ha CTaHJapAHY Tepanujy
(Wuwu cap., 2021). OkcugaTUBHU MeTaboJ/iM3aM Y MUTOXOH/ZpUjaMa je eHepreTcKu ePpUKaCHUjU
o/, MeTabOJIMUKHUX yTEBA KOjU Cce 0/]BHjajy y iuToI1a3Mu. Tako ce, y3 moBehaHy npou3Boiby
ATP, nokpehy yHyTtaphenujcku curHajHu nyTeBU Koju omoryhaBajy nporpecujy henujckor
nukKiayca, wro henujama rsvoma omoryhaBa BHCOK mNposrddepaTUBHU KanaluTeT U
mHBa3uBHOCT (Griguer u Oliva, 2011). MuToX0oHZApHUje, JaKJie, UMajy BaXXHY YJIOTY Yy pa3Bojy
PE3UCTEHTHUX U MeTa00JIMUKU XeTeporeHUX GpeHOTHUIIOBA IJIn0b1acToMa. 3aHUMJBUBO je U TO
Jla, TOKOM KOMYHHUKalluje MaJUrHux hesvja riamoma ca OKOJTHUM HEM3MEHEHUM acTPOLLMTHMA,
Jl0J1a3U 10 XOPU30HTAJHOI TpaHcdepa MUTOXOHJpPHja U3 3JApaBUX y MajvMrHe henuje u
MeTaboJIMYKOr periporpaMupama y cMepy oKkcuZaTuBHe pochopuiaiyje, LITO je joul jeHA Y
HU3Y aJAllITUBHUX CIOCOOHOCTU KOje 0Baj TYMOp YMHe HeusJsieunBuM (Watson u cap., 2023).
3ato 6u cBojctBo AK+M/l pa wu3a3uBa omrTehewa MUTOXOHAPUjA U, CJEACTBEHO,
6uoeHepreTcku AxcbasaHc, MOTJIO UMaTH NocebaH 3Havyaj 3a pa3Boj epuKacHe cTpaTervje y
60p6U NPOTHUB IJIM06IaCTOMA.

OKCUAATUBHM CTPeC Ka0 OCHOBHU MeXaHU3aM LJUTOTOKCUYHOT JlejcTBa KOMOUHalHje
AK+M/ npezncTaB/ba aKCMOM KOjH je oniITe npuxBaheH y Hay4YHO] IUTepaTypU. LUTOTOKCUYHO
nejcteo AK+M/l Ha U251 hesnuje XymaHor rjino6/iacToMa, MOKa3aHO y OBOj JOKTOPCKO]j
JiUcepTanyjy, NOTHYHO je eauMuHUcaHo y npucycTBy NAC. Tume je noTBpheHa k/byduHa ysiora
yHyTaphe/iMjcKOT OKCUJATUBHOI CTpeca y TOKCMYHOCTU koMb6uHauuje AK+M/l. [logyaapHo
OBOM pe3yJITaTy, U pe3yJTaTu CTyAuja ypaheHUX Ha JieyKeMUjCKUM U hesvjaMa KapyuHOMa
JlojKe nokasaJiu cy uctu epekar (Beck u cap., 2009; Bonilla-Porras u cap., 2011). Kao jegan of,
MexaHHW3aMa UUTOTOKcHu4YHOCTH M/l (Wiraswati u cap., 2016) u AK+M/| (Ren u cap., 2019;
Bakalova u cap. 2020) HaBoau ce cMaweme 3anuxa GSH y manuruum henujama. Crora,
cnoco6HocT NAC ia ce cynpoTCTaBU UTOTOKCUYHOM JiejcTBy AK+M/l Moxke 6UTHU npuUNKcaHa
IEr0BOj OCOOMHHU Ja, Kao M3BOp LIUMCTeHHa Koju je mpekypcop GSH, mocpegHo pomymaBa
yHyTaphenujcke pe3depBe GSH u TuMe nojauaBa pefaykuuoHy cHary heswuja (Aldini u cap.,
2018). [JloHolleme OBAKBOT 3aK/byyKa NOJACTAKHYTO je Beh mocrtojehuM mojaumuma Koju
cBeJjoye O KamauuTeTy Jpyrux JOHOpa THOJ Tpyna, HOmyT caMmor L-nucremHa H
JUTUOTPEUTOJIA, Ja MOHULITE I[UTOTOKCMYHU edekaT M/ y henujama kapuuHoma Jjojke U
rauo6sactoma (Delwar u cap., 2011; Yamada u cap., 2015).

[Topen Tora mrto je wrtutuo henuje ox TokcuuHor gejctBa AK+M/I, NAC je npenynpeauo
U pasrpaawy p62 u npenasak LC3-1y LC3-1I, koje y U251 henujama nokpehy u M/l u AK+M/I.
Haume, M/l u AK+M/], nopes Apyrux mnokasaTesba ayTodardvje, U3a3uBajy HaroMujiaBame
aunugoBaHe ¢popme LC3 npotenHa. Y3pok noBuiieHor HuBoa LC3-II pasjaummeH je aHaiuzom
aytodarHor ¢paykca. Hakynsbamwe LC3-1I nzasBano M/| u komb6uHauujom AK+M/] fofaTHo je
1ojayaHO MPHUMEHOM JIN3030MaJIHOT UHXUOUTOPA, YMME je HeJJBOCMHUCJIEHO NOTBpheHo aa cy
TpetmManu MJ], a moce6Ho AK+M/l, mnojayanu ¢aykc aytodaruje y U251 henujama
rauvo6aactoma (Loos u cap., 2019; Klionsky u cap., 2021). EpexaTt koju je NAC ucnosbro Ha
ayTodarHe MapKepe yka3syje Ha TO /ia je 3a 1ojaBy ayTodaruje noj, yruuajem tpermaHa M/l u
AK+M/] oaroBopHO HaroMuiaBawe yHyTapheaujckux PBK. CxonHo ToMe, fo1aTHO oBehamwe
npousBoamwe PBK nzasBano kombuHoBaHuM TpetMaHoM AK u M/l, y ofHOCYy Ha caMOCTaJIHO
npuMeweHu M/], npaheHo je nojayanuM ayTodparHuM oAroBopoM. Jlo6rjeHu pe3yaTaTu HUCY
u3HeHahyjyhy, umajyhu y BUAY UYMbeHULY [a je OKCUAATUBHU CTpec A06pO MO3HAT Kao
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NO3UTHUBAH peryJsaTtop npoijeca ayroparuje (Filomeni u cap., 2014; Ornatowski u cap., 2020).
CBoj yTuuaj Ha ayTodarujy OKCUJATUBHU CTpPeC MCIOJ/baBa HAa pa3/MYUTUM HHUBOUMA:
CcTUMyJaliMjoM popMupama paropopa, NOCTTPaHCIALUOHUM MoJUPUKaLMjaMa TPOTEUHCKUX
KHWHa3a Koje koHTpoJsuwy oBaj nponec (AKT/mTOR, AMPK, MAPK), kao u perynaanujom
TPAHCKPUNUOHUX PaKTOpa YK/bYYEHHX Y TPAHCKPHUIILM]jy FreHa YUjU Cy NPOJAYKTH BaXKHU 3a
oJiBHjakbe ayTodaruje, IITO je TOKA3aHO U Y 0BOj AOKTOPCKOj AucepTanuju (Cxema 5). [losnato
je na, y oaroBopy Ha TpeTrMmaH H202, uHTerpajHM MeMOpaHCKM NPOTEUMH KaBeOJIUH-1
HMHTeparyje ca 6ekanH-1/VPS34 kommiekcoM U nocneilyje cTBapamwe ayrodparoszoma (Nah u
cap., 2017). ErsoreHu OKCUJIaHCU WJIM MOBHIIEH HHBO MUTOXOHJApPHjckux PBK akTuBHpajy
KaHaJle Ha MeMOpaHH Jiu3030Ma Kpo3 Koje joHu Ca2* uzsaze y nquromiasmy, yciaen yera TFEB
npeJsia3uy jejpo U peryJivile TpaHckpunuujy ATG rena (Zhang u cap., 2016). PeakTuBHe BpcTe
KHCeOHUKa Mory fa yTudy U Ha MAPK na aktuBupajy AP-1, FOXO u NF-kB, TpaHcKkpunuyoHe
dakTope koju Takohe perynuimy ekcnpecujy ATG rena (Redza-Dutordoir u Averill-Bates,
2021). Takobhe, PBK cMmamyjy akTUBHOCT rJlaBHOT penpecopa aytodaruje, mTOR kuHa3ze,
yTUIAjeM Ha HeroBe YCXOJ/iHe peryjaTope — JUPEKTHOM OKCHUJATUBHOM MOAUGQUKALUjOM U
nHaktuBanyjoM AKT vau aktuBanujom AMPK kuHasze (Ornatowski u cap., 2020).
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henuja xymaHor —p akmueayuja

ravo6nactoma U251 —{ uHxubuyuja

PBK — AMPK

FOXO3, FOXO1, ATG13, BIF,
UVRAG, BECLIN, VP534, GABARAP

AYTODAINJA

Cxema 5. Yrunaj kom6unanuje AK u M/l Ha npouec ayrodaruje y U251 hesnmmjama xymaHor
rJino6/acroma.

llenokynHo ojBHjame ayTodarHor mnpoieca, no4yeBurd of ¢opMmupamwa ¢arodope,
IPEeKo HeHOr ca3peBama y ayTodarosoM M, HamocjaeTkKy, o ¢ysuje ayrodarosoma ca
JIN3030MOM, PETYJIMCaHO je NpoTeuHCKUM npoayktuma ATG reHa (Levine u Kroemer, 2019).
Edexkar AK+M/] Ha U251 hesuje eBUJeHTUpaAH je U HAa TPAHCKPHUIILIMOHOM HHUBOY: oj 11
a"HanusupanHux ATG reHa, cam M/l je mO3WTUBHO yTULLA0 HA TPAHCKPUIILUjy [iBa, [IOK je
KoM6HHOBaHU TpeTMaH AK+M/| 3Ha4yajHO noBehao ekcnpecujy yak ocaM reHa Koju KOAUPajy

86



Jvckycuja

NpOTeHHe YK/byYeHe Y MHULMjalHjy U peanusanujy aytodparuje (Cxema 5). Mehy wuma cy
renu 3a TpaHckpuniuoHe ¢paktope FOXO1 u FOX03 (Klionsky u cap., 2021), kao 1 reHu 3a
YyJlaHOBe WHUIMjanuoHor komiiekca (VPS34, 6exnun-1, ATG13, BIF u UVRAG) u npoTeune
KOju y4ecTBYjy y ¢asu esnonranuje ayroparuje (GABARAP) (Kirkin u cap., 2009). Cnoco6HoCT
camor M/ na u3zasoBe ayTodarvjy y MaJurium hesnujama Beh je JoKyMeHTOBaHa y Hay4HOj
autepatypu (Singh u Czaja, 2008; Wang u cap., 2010; Czaja, 2011; Yu u cap., 2012; Borgne u
cap., 2017; Galati u cap., 2019; Miyai u cap., 2019; Guizzardi u cap., 2020). Ca gpyre cTpaHe,
MamHU 6poj CTyAuja yKasyje Ha akTUBaLHMjy ayTodaruje noj yrunajeM kombuHauuje AK+M/]
(Beck u cap., 2009; Tomasetti u cap., 2012; Gilloteaux u cap., 2014). HaBeieHa ncTpakuBama
ce HUCy 6aBMJ/Ia acleKTOM TPaHCKpUNLMOHe peryJjanuje aytodaruje. Ctora, oTkpuhe Ja
AK+M/] no3uTUBHO pery.uiie ayTodarujy Ha HuBoy TpaHckpunuuje ATG reHa, 0JHOCHO /ia ce
edpekaT KOMOUHAIMje He oJipaXkaBa caMO Ha LIMTOIJIa3MaTCKe CTPYKType, Beh ce mpeHocu U y
jeapo, yInoTnywyje 3Haba O MeXaHM3MHMa [iejcTBa OBe KOMOHWHAllMje W OTBapa JloJaTHa
NUTaka 0 HauMHY Ha Koju AK+M/| nokpehe npouec ayrodaruje. [lo3HaTo je Aa, y ycioBuMa
eHepreTckor crpeca, AMPK koja ce ToM npuinkoM akTuBupa, pochopunuuie FOX03 (Greer u
cap., 2007) u fpyre TpaHCKpHUINILMOHe $paKTOpe KOjU NMOTOM IpeJia3e y jepo, rje yTU4y Ha
TPaHCKPUILHjy TreHa YyK/by4YeHUX y OHOoreHely Ju3030Ma W peryaauujy ayrtodaruje
(Tamargo-Gomez u Marifio, 2018). OBo 61 MOrJIO NOCAY>KUTHU Kao MOCPEJHO O6jalllbere
JloOUjeHOT pe3yJiTaTa, C 003MPOM Ha TO a y eKCIIEPUMEHTAJIHOj OCTaBL U OBOT UCTPAXKUBakha
v M/l u AK+M/l uzasuBajy aktuBanujy AMPK.

[loBuiieHn crteneH ¢ocdopuianuje eHepretrckor cerHsopa AMPK y mpucycty M/l
MOXKe OWUTU mocaefula ciab/bera eHepreTCKUX pecycpca y hesnuwjama mnoj yTuliajeM OBOT
TpetrmaHa (Fukui u cap., 2012; Majiene u cap., 2019). Cnoco6noct M/l na aktuBupa AMPK
3anakeHa je u y hesvjama sieykeMuje, KaplimHOMa npoctate U y hesujama 6ybpera Miagux
nanosa (Jin u cap., 2004; Jung u cap., 2008; Davies u cap., 2014). Mehytum, onpeunu cy
nojany o ytunajy AK Ha ¢docpopunauujy AMPK kojy unaykyje M/I: 3a pasivky of, Haja3a
fa AK y6naxaBa aktuBanujy AMPK kojy uszasuBa M/| (Davies u cap. 2014), pe3yataTtu
npeACTaB/beHU Y 0BOj IOKTOPCKO]j AW CepPTaLUjHU TOKa3asu Cy Ja cteneHd ¢pochopunanuuje AMPK
HUje 3Ha4yajHO NpoMemeH KoMOouHoBaweM M/] ca AK. YouyeHa HenoyjapHOCT 64 MorJia 6UTH
nocsjeauva cnequGUIHOCTH CUTHAIHOT NyTa KapaKTepPUCTUYHOT 3a TUI hesuje, moce6HO 360r
TOTa IITO Cy rJino6aacToMu, U3 Kojux notudy U251 henuje, conuaHu TyMopH, JI0K je CTyiuja y
k0joj je kombuHauuja AK u M/l aktuBupana AMPK y mawoj Mepu y ogHocy Ha cam M/] ypaheHa
Ha hesnnjama MoHouuTHe Jeykemuje. Takobhe, nmpruMemweHa KoHUeHTpauuja AK je 6uia
HEKOJIMKO JleCeTHHA NyTa HUXKa y 0JJHOCY Ha OHY Koja je KopullheHa Yy OBOM HMCTpaXKMBamy.
To moxe 6UTH joll jeaH of, pa3jiora 3a pa3JIMYUTOCT 400MjeHUX pe3y/TaTa, 300r Tora 1To
AK, y 3aBUCHOCTH 01 KOHLIeHTpal1je, ocTBapyje cynpoTHe epekTe Ha HUBO PBK y hesinjama. U
3aMCTa, Y HaBeJeHOj CcTyauju je koauyuHa H202 kojy je M/l mpousBeo y JieyKeMUjCKUM
hesinjama 3HauvajHo cMamweHa Ao/aBabeM AK (Davies u cap., 2014).

[ToBe3aHocT akTuBauuje AMPK u aytodaruje y oBoj JOKTOPCKOj AMcepTalUjyU HUje
JUPEKTHO NOTBpheHa UW/baHOM MaHUMyJALUjoM (aKTHUBALMjOM WJM WHXUOUIHAjOM)
akTuBHOCTU AMPK, anu nocroje nHAMKallMje HA OCHOBY KOjUX ce OBa JjBa Jiorahaja, u3a3BaHa
TpeTrMaHuMa M/l u AK+M/|, mory noBectH y Be3dy. M ayTodaruja u aktuanuja AMPK cy 6use
nocjeAulie HakylJbawba yHyTapheaujckux PBK nog ytunajem M/l u AK+M/l. [lo3HaTo je fa
AMPK, usmeby ocrtasior, Moxke akTUBUpaTH ayTodarujy agupekTHoM pocopunanujom ULK1
Ha no3uuju Ser317 (Kim u cap., 2011). ¥ oB0j JOKTOPCKOj AMCEPTALUjH je yOUEHO Jla caMOo
kombuHanuyja AK+M/] noBehaBa crenen ¢ochopunanuje ULK1 (Ser317), nako cy u M/l u
AK+M/l uza3zBasiu aktuBauujy AMPK (Cxema 5, Cxema 6). AuTuokcuaanc NAC je HeyTpasincao
aktuBayujy AMPK kojy je uzazBao M/l u penuMuyHo cMmawuo edpekat AK+M/l Ha
dochopunauujy AMPK u ULK1. Ha ocHOBY 0BUX pe3y/iTaTa MOXe Ce NPETIOCTAaBUTH /ia je CaMO
y hesnjama TpeTupaHuMm koMb6uHaljom AK+M/l, moJ yTHlajeM jakor OKCHUIATUBHOT CTpeca,
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jpouio a0 aktuBauuje AMPK/ULK1 curHanHor myTta. Joun jemaH of edpekata AK+M/l Ha
peryJiaTopHe NMPOTEeUHE YK/bYUeHe y npolec ayTodaruje, Koju je moBe3aH ca NPeKOMEPHUM
ctBapamweM PBK, 6una je nuuxubunuja mTOR/S6K. [To3naTo je na ULK1 mMoxe fa nHXu6Mpa
mTOR (Alers u cap., 2012), aau u ga mTOR, docdopunauujom ULK1 Ha nmosunuju Ser757,
oMmeTta uHTepakuujy AMPK 1 ULK1 (Kim u cap., 2011). ¥ ekciepuMeHTaJHOj IOCTaBLU OBe
JIOKTOPCKe AucepTaluje, 3a pa3iuky oj TperMaHa AK+M/| koju je uHXubupao, TpetMman M/|
HHMje yTullao Ha akTUBHOCT MTOR u weroBor HuUucxogHor cymncrpara S6K. Jlakie, noctoju
MoryhHocT fia je Ta 6a3asHa akTUBHOCT mTOR krHa3e y hesnujama usnoxeHuM JejctBy M/]
6usa foBoJbHA Ja cripeyd HHTepakiydjy AMPK u ULK1 u Tume onemoryhu aktuBanujy ULK1.
Ytuuaj kom6uHanuje AK+M/l Ha curHasnu nyT mTOR kuHa3e [0 cajla HUje MCIUTHUBAH.
Wnak, mnokasaHo je Ja NOCTOjU cUHeprusaM u3sMeby Huckux fgos3a AK+M/l u mosHartor
uHxuo6uropa mTOR - eBeposinMyca y u3a3uBamy CMPTHU JIEYKEMUjCKUX TYMOPCKUX hesnja
(Ivanova u cap., 2018). To yka3syje Ha 3Ha4aj uuxubunyje mTOR KMHa3e y HUTOTOKCUYHOM
noteHnyjany AK+M/l, oniHocHO y noBehaBamwy OCeT/bMBOCTH Ma/IMTHUX hesnja Ha JejcTBO
AK+M/l. Unak, y noMeHyTOj CTyAujU HUje aHanu3upaH ytunaj AK+M/l n eBeposinmyca Ha
npotec aytTodardje, Tako /ia HUje pasjallilbeHo Ja JiU je moBehamwe HUTOTOKCUYHOCTH AK+M/]
II0BE3aHO Ca aKTUBaLMjoM ayTodaruvje Uin yK/bydyje U HEKe J]pyre MeXaHU3Me He3aBUCHE O/
OBOI' mpoueca. Y 0BOj gucepTanuju, nopes axtuauuje AMPK (HeraTuBHOr peryJsaTopa
mTORC1), kom6uHauuja AK+M/l y noyeTKy noBehaBa, a 3aTUM CHa>KHO UHXHOHPA aKTUBHOCT
AKT kuHa3ze, Beoma BakHoT akTuBaTopa mTORC1. OapxkaBatbe mTOR y cTaTycy nHxubuuje
TOKOM KpaTKor nepuoja noBehaHe axktuBHoctu AKT wMoxe pga Oyzpe pe3syarar
koMneH3aTopHor AejctBa AMPK kuHaze. [lo6ujeHH pe3ysTaT HAaBOJAM Ha 3aK/by4dyaK Ja je
ayTodaruja uzasBaHa koMmOuHaunujom AK+M/] 3aBucHa oa AKT kKWHa3e Kao HeraTUBHOT
peryJjiaTopa, UITO je JIeJITMMUYHO NMOTBpheHo U uHxubUiUjoM ayTodaruje y henunjama koje
eKCIIPUMUPAjy KOHCTUTYTUBHO akTUBHY dopMy AKT, a TpeTupane cy kombuHanujom AK+M/I.
Cakako, otkpuhe fa AK+M/] uuxu6upa u AKT u mTOR/S6K, 6e3 063upa Ha MexaHHU3Me KOjU
Jl0 Tora JA0BOJle, UMa H3y3eTHY BaXXHOCT, C 003MPOM Ha HEOCHOPHY YJOTy HpPEKOMEPHO
aktuBupaHe PTEN/PI3K/AKT/mTORC1 curHanHe Kackajie y MHULMjalldju U NPOTPECHUjU
rauo6aactoma (Colardo u cap., 2021).

JenaH oz HajsHa4YajHUjUX peHOMeHa OTKPUBEHUX Y 0BOj JOKTOPCKOj AUCePTALUjU jecTe
cnoco6HocT AK f1a mpomenu ucxoj aytodaruje kojy usaszusa M/ (Cxema 6). Aytodaruja koja
ce jaBJba Kao oArosop Ha TpeTMaH M/l Huje MexaHusam koju U251 hesnuje Bogu y cMpT, jep
M/] per se nuje 6uo uutorokcruuaH. Kaga ce gejcrey M/l npuapyxu AK, ayrodaruja nocraje
Jle0 IUTOTOKCUYHOT MexaHU3Ma U JJoNpUHOCH HeKpo3u hesnuja. HacynpoT oBoM pesy.sitaTy, 10
caZla objaB/beHe CTyAuje cyrepuily Ja aytodaruja kojy nokpehy u M/l u AK+M/| npyxa
hesnjamMa 3alITUTY yK/akbakbeM MOTPELIHO CaBUjeHUX NPOTENHA, O/ip>KaBalkbeM UHTEerpuTeTa
JHK u o6HaB/bambeM OHOMOJIEKYJIA KOjU MpeJCTaB/bajy rpaJluBHe OJOKOBE U e€HepreTcke
pecypce y henujama (Wang u cap., 2010; Tomasetti u cap, 2012; Yu u cap., 2012; Galati u cap.,
2019). Y uctpaxkMBamy cipoBe/ieHOM Ha hesiMjaMa KapiiHOMa /10jKe, ayTodaruja u3aspaHa
komb6uHanyjoMm AK+M/l konHuuupa ca nojaBom hesvjcke cMpTH, aJiv je yTBpheHo Jja oBa ABa
npoueca Hucy Mmehycob6Ho moBesana (Beck u cap., 2009). dyHkIMOHaA/HA Pa3JIUYUTOCT
ayTodarHor npoiieca, NokasaHa y UCTpaKMBambUMa 4YHdju je npeaMmeT 6uo epexkat AK+M/l Ha
pa3He TUMNOBe MaJUTHUX hesvja, MOXKe OUTHU MOC/AeAMLIA yrpaBo cneyududHor hesujckor
O/TOBOpPA KOjU MOTHYE O Pa3JIMUUMTOCTH MOJIEKYJApPHUX, OJHOCHO IeHEeTUYKUX Npodua
MasUrHux hesnuja, passivke y kKoHeHTpanuyjama AK u M/, anv 1 ekciepuMeHTaJHOT JjU3ajHa
npUMemeHOr 3a oApehuBame yore ayrodaruje y oaroopy henuja Ha aejctBo AK+M/I. BaxkHo
je HAaOMEeHYTH Jia Cy y HaBeJleHUM CTy/iijaMa IPOTeKTHUBHA yJjora ayTodaruje Ui oJCcyCcTBO
weHor yuyenrtha y hesujckoj cMpTHu M3a3BaHoj koMbuHauujom AK+M/| u3BefeHU U3 pe3yaTaTa
JloO1jeHMX MHXUOULIMjOM OBOT MpOLieca UCK/bYYUBO MPHMEHOM papMaKoJIOLIKHUX areHaca Koju
MHXUOUpajy popmupamwe ayTodaro3zoMa (3-MeTUIaJleHUH) WJIM ayToparHy NpPOTEOIU3Yy
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(xsmopokuH) (Beck u cap., 2009; Tomasetti u cap, 2012). HujeaH o1 HaBeieHUX areHaca Huje
cnenudryaH HHXUOUTOpP ayTodaruje. llTaBuiue, 3-MeTUIaZeHUH MOXKe Ja HHAYKYje
aytodarujy y oapebenum ycaoBuma (Wu u cap., 2010), 0K XJOPOKHUH OCTBapyje
IIUTOTOKCHUYHO JIejCTBO He3aBUCHO o mpolieca aytodaruje (Harhaji-Trajkovi¢ u cap., 2012;
Stamenkovi¢ u cap., 2019). TakBa cyMma je y eKClepUMEeHTAIHOj MOCTAaBId OBe JIOKTOPCKe
JlUcepTalyje OTKJI0kheHa NIPUMEHOM reHeTUYKe MHXUOHIYje, yTUllaBakheM reHa 3a 6eKJIUH-1
u LC3, npoTernHe Koju npeAcTaB/bajy K/by4YHE KOMIIOHEHTe ayTodarHe MaumnHepuje. Ha Taj
HayMlH je HeJBOCMHUCJEHO MOKa3aHo Ja KoM6uHauuja AK+M/| akTUBHpa LUTOTOKCUYHY
aytodarujy y U251 henujama ramo6siactoMma. [lopes Tora, ¢dpapmakosionmika U reHeTUYKa
cynpecdja ayTtodaruje goBeJe cy A0 JoJaTHOr Hakymsbatka PBK y nurtocony wu
MUTOXOH/ipUjamMa hesnuvja TpeTupanux kombuHanujom AK+M/l. OBu pesynTtaTu ynyhyjy Ha TO
Jla Hajipe foJsasu fo akymysaydje PBK, a 3aTum ce HUucxoHO akTUBUpa ayTodaruja. Ynpkoc
ToMe WTO y ofpebeHoj Mepu ponpuHocu ykaawawy PBK, akTuBupana aytodarwuja
npezacTaB/ba Ae0 MexaHu3Ma quToTokcuyHor AejcrBa AK+M/L. [IpeTtnocTaB/beHU MexaHHW3aM
JienoBama kombuHauuje AK+M/l y kyatypu U251 henuja, moyeBUIM ofi OKCUAATUBHOT CTpeca
npeko mHxubunyje mTORC1, akTuBanuje ayrodaruje 4, Ha Kpajy, cMptd U251 henuja,
npezacTaBsbeH je Ha CxemMu 6. U npyru areHcu, kao mrto cy H202, ypcosmHcka KucesrHa,
XOHOKHOJI U CHHOMEHHUH XUJPOXJIOPUJ, UMaJU Cy CJUYaH obpasal] AejcTBa Y pasjMuUTUM
henujckuM MogesnrMma rJyvo6JsacroMma: nosuiieH HUBO PBK je m3azuBao mTOR-3aBuCHY
aytodarujy 4uju je ucxoj 6usa henujcka cmpt (Seo u cap., 2010; Shen u cap., 2014; Lin u cap.,
2016; Jiang u cap., 2017).

d AKYMYNIALMJIA
PBK
l !
AMPK

AKT J

AMPK \ ULK1
N
AYTO®ATMJA
HeTOKCH4YHa UMUTOTOKCHYHaA
HEKPO3A

l akmueayuja l uHxubuyuja

Cxema 6. [Ipukas riaBHuX aorahaja Koje usasusajy MJ u AK+M/l y U251 henujama 1 luxoBa
melhyco6Ha moBe3aHOCT.
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Kananutetr M/| na noBeha kosnnunny PBK Huje 610 goBosbaH 3a muHxuounujy mTOR,
Jlok je untepakuuja AK u M/ 6una npaheHa jakuM OKCUJJaTUBHUM CTPECOM KOjH je I0BEO 10
moayaanyje curHanHux nyteBa AMPK u AKT u cnegcrBene unxubunuje mTOR. Yeiaen oBux
IpoMeHa, ayTodarHu oATroBOp je ojayaH y MepU Koja npeBa3nia3yu rpaHULy HETOKCUYHOCTH,
ILITO MOXe OUTH OCHOBA 3a CUHEPTUCTUYKY uTOTOKCMYHOCT AK 1 M/] npema U251 henujama.
OBa mpeTnocTtaBka je MOTKpelJbeHa pe3yJTaThMa [A00UjeHUM MNPUJIMKOM CTUMYyJaluje
ayTodaruje Tpexaa030M, UM ojadyaBaweM ekcnpecuje reHa 3a TFEB, ycie yera je noHOB/beH
uctu GeHOMeH: HETOKCMYHa ayTodaruja usa3BaHa TpeTMaHoOM M/| Mewa CBOjy PyHKLH]Y,
n3a3uBajyhu henujcky cMpT. [IpoMeHa ncxoa ayTodaruje 3abesiexxeHa je Uy CTyAuju paheHoj
Ha hesujama kapuuHOMa J0jKe, TZe Ce Kao MocjeAulla 3padyea hesvja akTUBUpaa
ayTodaruja kao MexaHU3aM 3alITUTE, a JOAATHO U3Jlarakbe BUTAMUHY /I3 je y3pOKOBaJIO lbeHY
TPAH3UIYjy Y UMTOTOKCUYHU MexaHu3aMm (Wilson u cap., 2011). [lakse, cnoco6HocT AK fna
aytodarujy kojy uszasuba M/l ycmepu Ka hesujckoj cMpTH, MOKe GUTH Y OCHOBH HoUXOBOT
CUHEPTUCTUYKOT IUTOTOKCUYHOr JejcTBa. MehyTuMm, He OM Tpebaso y MNOTNYHOCTHU
UCK/bYYUTU MOoTYhHOCT f1a je AK okuia4 Hekux forahaja He3aBUCHUX 0] polieca ayTodaruje
KOjU y CcuHeprusMmy ca aytodarujoM, Beh mnokpeHyToM mnoJ yTuuajeM M/l, u3a3uBajy
hesujcky cMpT.

Kaza je ped o u3MeweHOM MOJIEKYJIapHOM Npoduiy henuja riavobaacTomMa KOju UM fiaje
NpeHOCT y NorJeay nposvdepalyje, MUrpaluje u npexxuB/baBama, nope PI3K/AKT/mTOR,
npomeHe y Ras/MEK/MAPK curnasnnom nyty cy Mehy Hajuemhe nomumwanuM (Nakada u cap.,
2011). Cryauja ypaheHa Ha hesnnjckoM Moziesty KapljMHOMaA Jl0jKe NoKa3aJia je 1a KOMOMHal ja
AK+M/l cmamwyje aktuBauujy ERK, nojayaBa aktuBauujy p38 u He yThde Ha akTUBHOCT JNK,
anu fa HU ERK HuTH p38 HeMajy yTruaj Ha npexuB/baBawbe MCF7 henuja (Beck u cap., 2009).
PesysitaTy npefcTaB/beHU y 0BOj OKTOPCKOj AUCePTALUjHU Ce LeJIMMAYHO pasnkKyjy: AK+M/]
u3asuBa aktuBanujy ERK, anu je To cekynHgapHu gorabaj y ogHOCYy Ha MeXaHHU3Me KOjU Cy
foBesu 1o henuvjcke cMpTy, 6yayhu na naxuo6utop oBe kuHase (PD098059) Huje yTuao Ha
henujcky BujabunHoct. Ca apyre cTpaHe, MoJ yTuiajeM uHxubutopa p38 - SB203580
BujabusHocTt U251 henuja Tpetupanux AK+M/] je 3HauajHo noBehaHa, ITO yKasyje Ha TO Ja
je akTuBanuja p38 6uJia 1e0 CUTHAJIHOT My Ta KOjH je ;oNpUHOCHO heslnjcKoj CMPTH M3a3BaHOj
komb6uHanujoMm AK u M/I. BaxkHo je ucrahu ga je koHueHntpanuyja M/l koja je npuMemeHa Ha
MCF7 henuje 6usa BOCTPYKO HMXKA Yy OJJHOCY HA KOHILIEHTPAIHjY Koja je kopuilheHa y 0BOj
JIOKTOPCKOj AucepTalyjy, Te 61 TO MOrao OUTH y3pOK pa3iMIMTUX obpasana pochopuianuje
MAPK, kao u wuxoBe yjsore y oaropopy hesnuja Ha gejctBo AK+M/l. [lopeg Tora, U251 u
MCF7 henuje noTu4yy M3 pas/MUUTHUX TKHUBA, TAKO Ja pas3jiMKe y HHXOBUM MOJIEKYJAPHO-
6u0JIOIIKUM NpoduJIrMa MOTy OUTH jOIUI jeJlaH pasJior 3a PasJHU4YUT OArOBOP HAa TpPeTMaH
AK+M/I. lasouMm ucniutuBameM ysore AKT u MAPK npoTerHa y oarosopy hesuja Ha TpeTMaHe
KopuilheHe y OBOj JJOKTOPCKOj JAuCepTalyju, youeH je BakaH edekaT uHxubdbutopa AKT
krHasze - 10-DEBC xuapoxnopuga u unxubutopa JNK kuHaze - SP600125: uHuUMpame
[UTOTOKCUYHOT JlejcTBA MHAYe HeTOKCUYHOr M/l u /1o/1aTHO MojayaBakhe Beh eBUeHTUPAHE
UTOTOKCMYHOCTU KoMObuHauuje M/l u AK. OBaj pe3ysiTaT je noce6HO 3Ha4YajaH 360T TOra IITO
je aktuBHOCT AKT u JNK nojayaHa y oAroBopy CTabU/IHUX U IPUMapHUX hesidjcKUX JIMHUja
raMo6/1acToMa Ha CTaHAap/HU TepalujCKu POTOKOJI, a I03HATO je /1a 0Be KWHa3e JJ0IPUHOCe
MaJIMTHOj TpaHCPOpMalUju, UTHBAa3UBHOCTHU U Pa3B0Ojy Pe3UCTEHIIM]e IIM06J1acTOMa Ha 3padyHy
u xeMuoTepanujy (Yacoub u cap., 2004; Li u cap., 2009; Munoz u cap., 2014; Ueno u cap., 2015;
Yu u cap., 2015; Singh u cap., 2021). 3aTo cy y Aa/beM TOKY OBOT UCTPaKMBakha UCITUTHUBAHU
MoJieKyJlapHu MexaHuW3Mu nyteM kKojux 10-DEBC u SP600125 yTHyy Ha KOHA4HU UCXOJ,
TperMaHa M/l u AK+M/l y U251 hesnvjama ravo6actoma.

[TocnemuBamwe cMptu U251 henuja yrumaBaweM akTUBHOCTH AKT u JNK kuHaza
ATP-komnetutuBHUM nHxubutopuma 10-DEBC u SP600125, penowm, y ckiaay je ca epekTuma
JIpyrMX MHXUOWTOpPAa OBUX KHMHa3a KOjU Cy J[JOKYMEHTOBAaHM Yy HAy4yHOj JIMTepaTypH.
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HUuxubutopu AKT kKuHaze, kao wTo cy asocTepHu wuuxuoutopu MK-2206 u SC66,
ankua-pochomunuaHu UHXUbUTOp nepudo3uH, ATP-koMneTUTUBHU HHXUOUTOP [V m
naH-AKT wunxubutop A-443654, cy wuau nojadyanud hesujcky CcMpT, WJIHA [eJIOBaIu
aHTUIIPOMpepaTUBHO Ha IJIM00JIacCTOMCKe henuje u TyMopcke hesvje mopekjoM U3 Jpyrux
TKHUBa Koje Cy CIy>XWJe Kao MoJiesl KpaHHujaJHux MeTacTtasa (Gallia u cap., 2009; Chautard u
cap., 2010; Cheng u cap., 2012; Narayan u cap., 2017; Ramezani u cap., 2017; Gao u cap., 2020;
Taniguchi u cap., 2021). [lepudo3uH je y 0BOj JOKTOPCKOj AucepTanyju KopuluheH Kao
notBpAa Aa unxuounuja AKT krHase nojayaBa epekat M/] u kombuHanuje AK+M/l, 1ok cy
epexktu 10-DEBC nertasmHuje uctpakeHu. CTyauje Apyrux ayropa Takohe cy mokasaje aa
ATP-komnetutuBHU uxubutopu JNK kunaze, AS602801 u SP600125 (koju je 610 npegMeT
HUCTpaXXUBakha OBe JIOKTOPCKe JUcepTalidje), ClpedyaBajy pacT M M3a3uBajy cMpT hesudja
ravoma (Vo u cap., 2014; Zhang u cap., 2021). Meby HaBejeHUM UHXMOUTOPUMA, OHU KOjU Cy
NpUMelkUBaHU 3aje[JHO ca APYruM OO6JMIMMa Tepamnuje, NonyT 3pauyHe Tepanuje, TM3,
repUTHUHNOa, BUHKPUCTMHA U OeBalu3yMaba, NOTEHLUpaJU Cy JejcTBa TepameyTHKa ca
KOjUMa Cy UCTOBpEMEHO NpUMewuBaHU. Tako cy, nmopeJ, ycnopaBama nposndepanuje henuja
U pacta Tymopa, uHxu6utopu AKT u JNK KMHa3a UCIMTUBAaHU y HaBeJeHUM CTyZAHjaMa,
yIJ1aBHOM M3a3BaJId allONTOTCKY heJsIujcKy CMPT y pasiIMuUTUM in vitro u in vivo MmojenrMa
ravo6sactoma (Cheng u cap., 2012; Vo u cap., 2014; Ramezani u cap., 2017; Gao u cap., 2020;
Zhang u cap., 2021). Ilojauawe edexkrta npumapHor tpermaHa (M/l u AK+M/]) npumMeHOoM
naxubutopa AKT u JNK KrHa3a mokasaHo je ¥ y 0BOj JIOKTOPCKO]j IMCEPTALUjU: TIOTEHI[UPAHE
Hekpo3e (a He anonTo3e) npuMmeHoM 10-DEBC u SP600125 HajBepoBaTHHje je mocjenuLa
eHepreTCKOr KoJarnca hesuje ycies jakor OKCUAaTUBHOT CTpeca U CHOCOOHOCTU XMHOHCKUX
jenumwea, KakaB je M/I, fa ocsiabe eHepreTCKe pecypce HEONMXO/AHe 3a O/iBUjarbe aloITo3e
(Majiene u cap., 2019). Takobhe, BaXkHO je UMaTH y BUAY JAa pa3JUuUTU UHXUOUTOpU AKT
u JNK ocrtBapyjy 6uosionike edpekTte y 3aBUCHOCTU OJi CBOjUX (apMaKOJOIIKUX OCOOMHA,
npodusia ceJeKTUBHOCTU U MeXaHM3aMa KOjUMa MHXUOHPAjy aKTUBHOCT OBUX KHMHasa U
HbUXOBUX HUCXOJHUX IM/bHUX MoJsieKyJsa (Kostaras u cap. 2020; Wu u cap., 2020). ¥3 To,
MOJIEKYJIapPHO-OUOJIOIIKKM U MeTaboJIMUKU NPoPUI CaMHUX IIM06JIacTOMa y BEJUKOj MepH
yTuue Ha epekTe Tepanuje. [I[pumepa paay, y TyMmopckuM hesnnjama y kojuma je AKT kuHasa
KOHCTUTYTHBHO aKTHBHA yOUY€EH je BUCOK CTeneH aepoOHe riavkosuse (Elstrom u cap., 2004).
Y raunobacromuma, AKT kuHasza ¢QyHKIMOHHIIE Kao MeTaboJMykd npekugad. Hauwme,
NOBHMIIEH YyHOC T[JIyKO3e U Il0jayaHa aepoOHa rJMKosu3a y hesnujama rsuvob6siacTtoMa
NIOCpeJOBAaHU CY OBOM KMHA30M, a lbeHY eKCIIEpUMEHTAJIHy MHXUOULUjy IpaTe CMambeH YHOC
rJyKo3e W npou3BoAmwa JyakTtaTta (Elstrom u cap., 2004). 3aTo 6u cMawmewme JOCTYNHOCTH
eHepreTCKUX CyncTpaTa usasBaHo uuxubunujom AKT, 3ajeHO ca UHXUMOUIUjOM TJIMKOJIU3E U
npolieca NpoOr3BO/Ikbe eHepruje Y MUTOXOH/ ipujamMa o, ytunajem AK+M/] (koja je mokasaHa y
CTyAMWjaMa JApYyrux ayTopa), MOrJIO OUTH pas3Jior 3a MOoTeHLUpame Hekpo3e hesuja
ravo6siactoma (Verrax u cap., 2006; Beck u cap., 2009; Semkova u cap. 2021). Manu
MoJiekysicku naxuouTopu 10-DEBC u SP600125 3anpaBo y6p3aBajy uiu nojayaBajy npoiece
koju cy Beh nmokpenytu y U251 henujama noj ytunajem M/l u AK+M/| kao npuMapHHUX
TpeTMaHa: M/] noctaje yutorokcuyat, a AK+M/l uzasuBa cmpt U251 henuja y jour Behoj mepu.
Jla/be UCIMTHBakbe MexaHU3aMa NyTeM KOjUX OBU UHXUOUTOPU yTUUY Ha UCXo[, TpeTMaHa M/]
u KkoMbuHauuje AK+M/] nogpasymeBasio je npahemwe riaBHux jgorahaja koje M/l u AK+M/]
nokpehy y U251 henujama, a To cy npousBogwa PBK u ayTodaruja (Cxema 7).

[Ipoy4yaBameM Be3e OKCUAATHUBHOT cTpeca ca pochopusianmoHum oopacueM AKT u JNK
youeHo je aa je akymy.sanudja PBK y U251 henujama okujad 3a akTHBal{jy OBUX KHWHa3a.
Hacynpor aktuBauuju JNK Koja je 6ua KOHTUHYMpaHa, HAaKOH IOYeTHE aKTHUBalHje
AKT kuHa3e HacTynuJa je uspasura gepocdopuianuja, 0JHOCHO UHXUOUIIMja lbeHe KHHa3He
akTUBHOCTU. AkTuBayuja JNK moxe OuTH nocieauna ryouTka ¢QyHKIMje HeraTUBHHUX
peryiaTtopa oBe KUHase oceT/bUBUX Ha okcuaaTuBHU cTpec (GSH-S Tpancdepasa u JNK
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docdaraza) (Martindale u Holbrook, 2002). Ca apyre cTpaHe, MO3HAaTO je Ja TOKOM
Hakymsbaba PBK y henujama AKT mogsexe koHpopManvoHOj MpOMeHU KoOja JOBOAU [0
IbeHe MpoJia3He aKTHBalje. Yciaes Tora, 0JIOKMpaHO je dopMupame KOMILJIeKca u3Mehy
AKT u manepona Hsp90 (enr.. heat shock protein 90 kDA) nu oMmoryheH je koHTakT AKT u
docharaze A2 (Cao u cap., 2009). Jlaknie, npoMmeHa y obpacuy pochopunanuje AKT, nop
yTUL@jeM jaKOT OKCUJATUBHOT CTpeca KOjU ce jaB/ba TOKOM Npojy:keHor TpeTMaHa AK+M/l,
MOXXe OUTH Npoy3poKoBaHa 6JiMCKOM HHTepaknyjoM uaMmehy AKT u docdaTaze A2 koja je
nebocdopunumie u uHaktuBupa (Cao u cap., 2009; Zhang u cap., 2016; Koundouros u
Poulogiannis, 2018). OBo ce He fewmaBa noJj yTuuajeM TpetMana M/|, rae fosasu o 6saror
nosehawa PBK y henujama. /JpyruMm peuumMa, y ycI0BHMa jaKor OKCHUJATHUBHOTI CTpeca,
HeraTuBHU perynatopyd AKT u JNK kuHaza cynpoTHo pearyjy: unxuounuja JNK ce ryou, a
nHxu6munuja AKT ce mojayaBa. YnpaBo 0BO MOe OMTH Y3POK pa3IMIUTOr pochopuiaguoHor
(akTuBayuoHor) ctatyca AKT u JNK kuHa3a, moka3aHOT Yy 0BOj JOKTOPCKOj AUCEPTALUjH.

B S0 3
o7 o S
(A'ﬁs

P [ AKYMYJIALUJA PBK ]

AYTOOATUNJA

HEKPO3A

poJ/iasHa

n noja4yasarbe
akmueayuja akmueayuja uHxubuyuja

]
]
v _ npoyeca

Cxema 7. YTunaj Mmaaux mojekyjackux uaxuouropa AKT u JNK kunaza (10-DEBC u SP600125) Ha
npouece koje kom6uHanuja AK+M/] nokpehe y heaujama xymanor riauno6aacroma U251.
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[lojauana aktuBHOocT AKT kuHase faje hesnuwjama rsvoma afanTUBHY NPeSHOCT U
MoryhHocT a u36erHy mreTHe epekTe XeMUOTepaneyTUKa peryjanujoM 4iaHoBa GpaMuivje
Bcl2 npoTerHa yK/by4eHUX y IpoOLeC aionTo3e, UM peryJ/ialujoM TpaHCKPUILMOHUX GpaKTopa
OZIFOBOPHUX 32 EKCIIPECUjYy reHa 3a eH3UuMe aHTUoKcuAaaTuBHe 3amtuTe (HIF-1, FOX03, NF-kB
u Nrf2) (Singh u cap., 2021). Kpatkorpajua aktuBayuja AKT nop ytunajem M/ u AK+M/],
youeHa y OBOj CTyAujH, noBehaBa aHTUOKCHUAATUBHU KanauuTeT hesnuvja. U pesysaratu gpyrux
UCTpakuBama cy nokasanu ga ce AKT cynpoTrcraB/ba ITeTHOM ePeKTY OKCUJAaTUBHOT CTpeca
(Koundouros u Poulogiannis, 2018; Goetting u cap., 2022). MehyTum, ybp30 HaKOH aKTHBaluje
AKT kuHase y oaroBopy Ha TpetMaH AK+M/| ycienuina je meHa MHXMOUIMja, TAKO Ja TOYeTHA
akTuBHOCT AKT Huje 6uJ1a JOBOJbHA /1A ClIpeYU OKCUJATHBHU CTPEC U lberoBe IITeTHe eeKTe.
Y ycnoBuma kaja je AKT kuHasza cesekTUBHO MHXHOupaHa npuMmeHoMm 10-DEBC, M/ je
MCII0JbMO TOKCUYHY NpUpoAy npousBoawoM PBK 1o HHMBoa Koju je npeBasuinao ogbpaMmbeHe
kanauurtete henuja. Y hennjama koje cy HakoH nuxuobunuje AKT Tpetupane AK+M/], nogatHo
Hakynbake PBK je ycioBuIo joil jayy UTOTOKCUYHOCT OBe KOMOUHanuje. O6paTHO, Kaja je
eKCIIepUMEeHTA/JHOM MaHMIIyJIallMjOoM NOCTUrHyTa xunepakTUBHOCT AKT KuHase, KoJIMYMHA
PBK je 6usa cMamweHa y 06a TpeTMaHa, a UMTOToKCcU4HOCT AK+M/] je cnpeuena. /lo6ujeHu
pe3yJTaTU yKa3yjy Ha NOCTOjalbe NOBpaTHe crpere u3Mehy OKCHUAATHUBHOr CTpeca U
aktuBauuje AKT kuHaze. Takohe, oBU pe3yiaTaTH [eJMMUYHO OTKPUBAjy MeXaHU3aM KOjUM
10-DEBC nojavaBa aejctBo M/l u AK+M/], ayiv cy HeonxoAHU AOJATHU eKCIIEPUMEHTH Jia O6U ce
pasjacHusio Ha Koju HauuH 10-DEBC peMeTu crucTeMe aHTHOKCUIaTHBHE 3alITHUTe Y hesirjama
ravo6/1acToma.

[Topen npetnocrtaBsbeHor yTunaja AKT Ha cucTeM aHTUOKCUAATHBHE 3alITUTE, ¥ OBOj
JUCepTalyju je NPBU NYT YyCTAaHOBJ/bEHO [Jia je cMawewe akTuBHOCTU AKT y Kopesanyju ca
HUTOTOKCMYHOM mnpupofoM AK+M/l. LIUTOTOKCUYHO [€jcTBO OpPOjHUX CUHTETUYKUX WJIH
NpUPOJHUX aHTUTYMOPCKHX areHaca Ha pas/IMuUTe TUIOBe MaJUTHUX henuja, Mmehy Kojuma
cy u henuje riimoma, 3acHoBaHo je Ha mHxubunuju AKT nop ytuuajem PBK (Cao u cap., 2009;
Li v cap., 2015; Aroui u cap., 2016; Wang u cap., 2018; Pang u cap., 2019; Wen u cap., 2019).
AckopbaT kKOMOMHOBaH ca ApyruM 1,4-HapToxruHoHMMa uHxub6upa AKT y henujama
KapliMHOMaA JI0jKe U Y in vivo MullljeM MoJiesly ajieHokapuuHoMa Jojke (Ourique u cap., 2015).
Kapa je y nutamy nojeguHaudHo aejcrBo M/|, aktuBayuonu npodus AKT kuHa3e 3a6esiexeH y
CTyAujaMa Jpyrux ayTopa Huje jegHooOpasaH. Y hesujama kapuuHoma jojke u 3T3-L1
MUIIjUM npeaaunonutuma, M/l je unxuobupao AKT (Sajadimajd u Yazdanparast, 2015; Funk u
cap., 2021), 0ok je y MaJIUTHUM heJsinjamMa npocTaTe ¥ NaL0BCKOT Mo/Jesia KapLiMHoMa Jiebesior
[jpeBa M3a3MBa0 yMepeHU OKCHUAATUBHU cTpec, npaheH mnposiasHoM akTuBanujom AKT
(Pandur u cap., 2007; Yoshikawa u cap., 2007). CynpoTHu edpekTH koje M/] uMa Ha aKTUBHOCT
AKT kuHa3e, mokKa3aHY y HaBeJeHUM CTyAWjaMa, HajBepOBaTHHje Cy IocjaejUlia IpUMeHe
pPa3/IMYUMTUX eKCIepUMEeHTaJIHUX YCJ0Ba U pa3/MYMTUX TUnoBa hesnuja. Ilopes Tora, oBe
CTyAuje ropope y mnpujor uyuwbeHunu ga ce AKT kuHa3za akTuBuMpa Kao of0paMbeHU
MexaHM3aM y 0[roBopy HeTpaHCHOPMUCAHUX U MaJIUTHUX heJsivja Ha OKCUJATUBHU CTPEC KOjU
uzasuBa M/|, a fa unxuobunuja AKT kopesupa ca nutoTokcudyHuM edpektuma M/| (Pandur u
cap., 2007; Lim u cap., 2008; Clark u cap., 2009).

Ynora JNK y cMpTH Ma/JMrHux hesiMja TOKOM OKCHUJATUBHOT CTpeca je CJ0oXKeHa. Jaka,
HenpekuHa akTuBauuja JNK usasBana BucokuM HMBouMa PBK nokpehe anonTosy, Hekpo3y
uau o6a tTuna cMpTu. Ca ipyre cTpaHe, HU>KU cTeneH akTUBHOCTU JNK omoryhaBa nonpaBky
owrtehewa JJHK 1 noBehaBa cuHTe3y MoJieKy/la aHTUOKCH/IaTUBHE 3alITUTE U Tako hesnjama
TyMopa o00e36ebhyje mpexuBs/baBamwe cTpecHUX ycioBa (Shaukat u cap., 2016; Checa u
Aran, 2020). Y 0B0j IOKTOPCKOj AUcepTalMju 3abesiexkeHa cy 06a ciaydaja: 6J1ara akTuBaluja
JNKy henujama Tpetupanum M/] Koje, npu TOMe, HUCY UCOJbUJIE 3HAKe hesiujcke CMPTHU U jaka
aktuBauuja JNK uzasBaHa kom6uHanujom AK+M/|, npaheHa Hekpo3oMm hesnuja. MehyTum,
cesekTuBHa uHxu6MLMja JNK kuHaze npumeHoMm SP600125 uiv yTullaBamkeM eKcHpecuje
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JNK reHa umaJsia je cJMYaH yTHUI@] Ha npexuB/baBatbe U251 hesnuja kao U TpeTMaH
10-DEBC - noacTuLiakbe TOKCUYHOCTU KHAYe HeTOKCUYHOTr M/ ¥ nojayaBambe [UTOTOKCUYHOT
JejctBa kombuHauuje AK+M/l. UcToBpeMeHo, npunukoM npuMeHe SP600125, yodeH je TpeH[,
noBehaBawa kosimunHe PBK y hennjama tpetupanum u M/l u AK+M/l. Cnoco6HocT SP600125
Jla nocnewy ctBapawe PBK fokymenTOBaHa je u y ApyruM cryaujama. [lokasano je ga ce JNK
cBOjoM akTUBHoOIIhy cynpoTcraB/ba akyMmyanuju PBK y hesnnjama mBanoma koje cy pacie y
OJICYCTBY cepyMa, Kao U y ¢pubpobaactuma o3padeHuM UV cBetsiom (Lépez-Sanchez u cap.,
2007; Courtial u cap., 2017). ¥ 0BOj JOKTOpPCKOj AucepTauujyu, npuMeHoM SP600125 wiu
MHXUMOULMjoM eKcrnpecuje JNK reHa NOCTUTHYT je unuToToKcuyHU edekat M/l. Takobe,
nonatkoM SP600125 je noBehana npousBogwa PBK y henvjama. Youenu edekTy HaBoJe Ha
3akJby4ak /a je aktuBauuja JNK noa yrunajem M/l 6uia feo mexanusma samtute U251 henyja,
Te Jla 6U ce lbeHOM UHXUMOUIKjoM MorJia noBehaTu oceT/buBOCT 0BUX hesnja Ha M/I. OBo je y
cksaaay ca ctyaujoM ypaheHom Ha U87 hesnmjama riimo6J1acToMa, Koja je mnokasaJsia aa SP600125
¥MMa [oTeHIYjas Ja nojaya TokcudHocT TM3 (Vo u cap., 2014). Ci1ivyaH pe3yaTaT J00OUjeH je U
y KyaTypu RALA nanoBckux xenaTouuTa, y Kojoj je SP600125 nojayao oceT/buBoCT hesvja Ha
M/l (Amir u cap., 2012). Ca gpyre ctpaHne, ysaora JNK y oaroopy U251 hesnuja Ha TpeTMaH
AK+M/l je mame jacHa. M3y3eTHO BMCOKa, npoAykeHa akTuBanvja JNK kvHasze 6u morJia
yKasuBaTH HA HeHy YyJOry y UHAYKLUjU Hekpo3e. CiuvyHOo ToMe, akTuBauuja JNK je
KopeJiucaja ca HWHAYKIMjOM CMpPTHU T[JHO6JacTOMCKUX hesvja Koje Cy TpeTupaHe
TPUNHPOJICKUM IHUTMEHTOM MNpPOJAUIrHMO3MHOM U HaHOYeCTHIlaMa pecBepaTpoJia, Kao U
HaKOH M3Jlarama NpPUMapHUX TJIM00JaCTOMCKUX hesnja 3payewmy U Tepanuju LUTOKUHOM
GST-MDA-7 (Yacoub u cap., 2004; Cheng u cap., 2018; Lin u cap., 2021). MehyTum, reHeTrnuka
u papMakoJsiomika nHxub6UMja JNKy cnpoBeieHUM UCTpakMBakbrMMa HUCY cipevyunsie heanjcky
cMpT, wTaBuile, nopehase cy je. [loctoju MoryhHocT Aa je paHa aktuBauuja JNK yk/bydyeHna y
MexaHM3Me 3aliTUTe hesnja, a Ja 6U ce y NOTIYHOCTU UCIOJ/bUO HeH JONPUHOC helnjcKkoM
IpeXHUBJ/baBamwy, HEONXO/HO je 1a UCTOBpeMeHO O0yie akTuBupaHa U AKT kuHasa (Lamb u cap.,,
2003). Uuxuobunuja AKT Koja HacTyma KacHMje TOKOM TpeTMaHa hesiMja KOMOWHaIHjoM
AK u M/], kao u nunxuobunyja JNK nomohy SP600125 nnu JNK siRNA, Mmory nopeMeTHUTH GasaHC
MexaHM3aMa Koju omoryhaBajy hesnujama ja mnpexuBe M JaTU NpPeJHOCT MeXaHU3MHUMa
henujcke cMmptH, Kao ¢uHanHOM ucxony pejcrBa AK+M/l. OpgHoc usmeby PI3K/AKT wu
MAPK/]JNK curHasHux nyteBa y MaJMrium hesnujama je caoxen. [lo3Haro je ja, y heaujama
ravo6sactoma tpetupaduM TM3, JNK docdopunume AKT kunazy Ha nosunuju Thr450 u Ha
Taj Ha4YuH oMoryhaBa ¢ocopunauujy AKT Ha pyruM MecTUMa, LITO je HEOMXOAHO 3a HeHY
cTabuu3anuyjy ¥ notnyHy aktusauujy (Vo u cap., 2014; Zhao u cap., 2015). Y3eBuu cBe
HaBeJleHO y 003Up, He MOXe Ce UCK/bYYMTH MoryhHoct MehycoOHe HHTepakljdje OBHX
CUTHa/IHUX NyTeBa, MaKO HbHUXO0BA NOBE3aHOCT OBJ/ie HUje UCIIUTHUBAHA.

Y 0BOj IOKTOPCKOj AUCEPTALUjU je TOKA3aHO Jla Cy OKCUJATUBHU CTpec, ayTodaruja u
hesujcka cMpT raaBHU Aorabaju koju npate TpetMadH AK+M/, kao u ga 10-DEBC u SP600125
nojayasajy kanauuteT M/l u AK+M/] na npousBeny PBK v TuMe cHMxaBajy npar oceT/bUBOCTU
U251 henuja (Cxema 7, Cxema 8). 3aTo ce HaMehe nuTame /1a JiY je, ¥ HA KOjU HAa4YHMH, [IPOLEC
aytodaruje yksbyueH y henujcku oarosop Ha 10-DEBC u SP600125. HacynpoT SP600125 koju
HUje u3aMeHuo ytuiaj M/l u AK+M/l Ha riiaBHe noka3saTesbe ayTodaruje, 10-DEBC je 3HauajHo
noBehao 6poj Be3uKyJia HaJIMK ayToparHuMm Be3sukysaama, HUBo LC3-II dopme aconupane ca
aytodarosoMuMa, Kao 4 pasrpaamwy pb62 nporerHa Koje cy usasBaiu M/l u AK+M/l. [lpyrum
peuuMa, JNK krMHa3a HUje yK/bydeHa y peryJaludjy ayrodarvje y oBOj eKCliepUMeHTaJIHO]
nocTtaBly, ok nuxubunuja AKT goBoau 1o nojadyawa aytodarsHor npoueca. [logynapHo Tome,
npekoMepHa ekcnpecuja akTuBHe popme AKT ocnabusa je ayrodparHu oaroop Ha M/ u
AK+M/l, mrTo noTBphyje f1a je y UCNUTUBAHOM CUCTEMY ayTodaruja nocjaeauna MHXUOULMje
oBe KMHa3e. C 063upom Ha To ga je AKT mosnatu uHxubuTtop aytodaruje, o ueMmy je Beh
JIUCKYyTOBaHO, Kao U fa cy y npucyctBy 10-DEBC edpextu M/l u AK+M/] Ha U251 henuje
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npeHarJialieHy, goJjasu ce Ao npetnoctaBke aa 10-DEBC uuxubunujom AKT y6p3aBa
CTBapawe ycjaoBa 3a ¢opMmupame aytodaroszoma. [loBehana mnpousBogwa PBK yciep
TpermaHa M/l u AK+M/| npezacTaB/ba [0JaTHU UMIYJIC 3a Nporpecujy ayrodaruje, IITO
pe3y/aTyje nojadaHuM aytodparHuM oaroopom U251 henuja Ha Tpermane M/l u AK+M/| y
npucyctBy 10-DEBC. IlocnemmuBamwe mnpoineca aytodarvje y hesnwjama riunobsacToma
ynotpe6oM pasindyuTux MHxuourtopa AKT krvHase je mo3HATO U M3 APYTUX CTYAHja, ald je
yjaora aytodarvje n3a3BaHe Ha OBaj HAUMH KOHTPOBEP3Ha, jep Ce jaB/ba U Ka0 NPOTEKTUBHU
Y Kao MexaHH3aM Koju uMa wrteTHU epekaT Ha henuje (Cheng u cap., 2011; Cheng u cap., 2012;
Qin u cap., 2013; Rios-Marco u cap., 2015; Feng u cap., 2019). Y 0Boj JOKTOpPCKOj JUcepTaLUjU
je ysiora nojadaHor aytodarsor oarosopa Ha M/l u AK+M/l y npucyctBy 10-DEBC onpebena
MHXUOULMjoM ekcrnpecuje reHa 3a LC3. biiokasa ayTtodaruje u3BplleHa Ha OBaj HA4YMH je
noHumtTuaa yruuaj 10-DEBC Ha npumapHe TpeTMaHe, ykasyjyhu Ha To ga je 10-DEBC
CTUMYJINCA0 LUTOTOKCUYHY ayTodarujy. OBaj pesyararT cyrepuule jga 64U HMHXUOUIM]aA
PI3K/AKT morJsia mocay>KMTHU Kao MOJIa3HW CUTHaJ 3a aKTUBauujy aytodaruje. Tume 6u ce
MOIJIM MojadyaTH edeKTH CTUMyJsayca Koju nocpefctBoM PBK um3sasuBajy hesnujcky cmpr,
OJIHOCHO CHM3UTHM Mpar oceT/bUBOCTU hesuja rauob6sacTomMa Ha npatehe TepameyTuke.
YnpaBo oBo 6M Morao 6uTHM MexaHu3aM KojuM M/, jenumemwe ca NPOOKCUAATUBHUM
CBOjcTBMMa 6e3 kamanuTeTa Aa usaszoBe cMpT U251 henuja, y npucyctBy 10-DEBC nocraje
nuToToKcuyaH. [lojayaHa ayTtodaruja kKoja npaTu oBaj edpekaT Morjaa OHW y4yecTBOBATH y
CeJIeKTUBHOj JlerpaJlaliiju eH3WMa aHTUOKCUJATUBHEe 3alITUTe Kao IITO je KaTajaa3a WU
ceJIeKTUBHUX ayTodaruux peuenrtopa p62 u BNIP3, a camum TuM 61 Morsa 6UTH pasJior 3a
cMameHy oTnopHocT Maiuraux hesuvja Ha PBK (Fulda u Kogel, 2015).

HETOKCHYHO UMTOTOKCHUYHO

P Ak,

AKYMYJALUMJIA PBK

Cxema 8. Tokcu4yHOCT pa3anuuTux komouHanuja M/, AK, 10-DEBC u SP600125 pacre ca
nosehamem npousBogme PBKy U251 heanjama.

YKoJMKoO ce yHyTaphesiujcky oAroBopu npaheHu y 0Boj CTYAUjH MOCMATPajy Kao jeZjaH
CUCTEM, T'Zle Cy yJla3He KOMIIOHEHTe IPUMeheHH TPeTMaHU, a KOHaYHU Ucxo/ hesujcka cMpT,
MOXe Ce yOYMTH TpeHJ, [a MNojeJJuHAauYHU TpPeTMaHU He OCTBapyjy yTHUIdj Ha hesujcky
BUjaOUJIHOCT, JIOK C€ HHUXOBUM KOMOMHOBaWkbeM IMOCTHKE LUTOTOKCUYHU edekaT Kao
noXkeJbaH MCXO/Jl MOTEHIMja/IHE aHTUTYMOpcKe Tepanuje (Cxema 9). To je Hajnpe youeHo y
caydajy M/l v AK, koju 3ajeJHUYKUM [1€jCTBOM CaMOCTAJIHO HETOKCUYHUX KOHLIEHTpaluja
n3asuBajy cMpT U251 henuja. CauyHo ToMe, Masiu MoJsieKyackd uHxuoutopu AKT u JNK
kuHa3za, 10-DEBC u SP600125, nojeanHayHO HUCY yTHULAAU Ha BujabuaHocT U251 henwja,
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anu cy oMmoryhuau jga M/l ucnos/bM TOKCH4YaH edekaT, nojayalyd OcCeT/bMBOCT hesMja Ha
komb6buHanujy AK u M/l, 1ok Ha TpeTMaH AK HUCy ocTBapu/iu HUKakKaB yTUlaj. OuuryaeHo aa
je y oBoM cuctemy M/l 6M0 KOMIIOHEHTa TpeTMaHa HEeONX0/lHa 3a M3a3uBawke CMPTHU hesuja
r1M06/1acTOMa, 300T yera 61 My ce MOrJia IPUIIMCATH 0COOMHA yCIEUIHOTI XeMOCEH3UTH3epa y
Tepanujyu MaJIMrHUX 6oJiecTy. be3 063vMpa Ha TUN UHTepaKLUje Mehy areHcMMa IpUMelbeHUM
y KOMOWHALM]jH, pe3yJITaTh OBe AUcepTalivje OTKPUBAjy NOTeHLUjal yapy»KeHor fejcTBa AK,
M/l u manux mosekysckux nHxuouropa AKT uau JNK kvHase kao ebpukacHe cTpaTeruje y
60p6u NpoTUB riavobsactoMa. OBa TBpAHa UMa 06py OCHOBY Y YMbeHULIM a U M/l u Manu
MOJIEKYJIU MOTY Zia Ipohy KpBHO-MOJaHy 6apujepy, kao 1 ga cy SVCT u GLUT TpaHcnopTepy,
nyteM kojux AK M3 KpBHU JocneBa [0 Lepebpo-CliMHaJIHe TEYHOCTH U Jla/be ce NMpey3uMa Of
ctpade henuja LIHC, npekoMepHO eKcnpuMMHUpaHHu y rauob6saactomuMa (May, 2012; Vita u
cap., 2011; Grasso u cap., 2014; Ngo u cap., 2019; Benn v Dawson, 2020; Renner u cap., 2021;
Wu u cap. 2023). [lopen BesuKOr 6poja NPEKJMHUYKHUX UCTPAXHUBama 4YWjU pe3yJTaTH
yKa3yjy Ha Tepanujcku 3Ha4daj SP600125 kao nunxubutopa JNK kunase (Wu u cap., 2020), oBze
ce npBU nyT uctuue noteHuujaa 10-DEBC, nnxubutopa AKT KrHa3e, Koju je BpeJjaH Jja/bUx
M3y4yaBamwa y LU/by pa3Boja eprKacHe aHTUTYMOPCKe Tepanuje.

BMJABUTHA
MAJZIUIHA REJMJA CMPT MAJIUTHE REJIUJE
AK _
A SYava
MmA ; |/\:\‘ ‘/ ) (/"
<
C (
- / 7\
DEBC \r\ . O ) -+
o J
SP
nojeduHa4yHU mpemmaHu KombuHayuja 2 azeHca

ma DEBC DEBC
AK AK
sp ‘ . sp

KoMBUHOBaHU mpemMaHu KombuHayuja 3 azeHca
- UHMeH3ueHuja heaujcka cMpm -

AK AK
p AKX pEBC

AK
DEBC sP ‘ ‘

Cxema 9. Kom6uHoBawem M/l ca AK u/uam mHxuoutopuMma AKT u JNK kunaza (10-DEBC u
SP600125) nocThKe ce HUTOTOKCUYHOCT IPUMEHEHNX TPeTMaHa.
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Jvckycuja

Conditio sine qua non y npoHaJlaXKewy YCHEIIHUX XeMUOTEPANHUjCKUX pelllema jecTe
CeJIEKTUBHOCT IpeMa MaJIMFHO TpaHcPopMucaHHMM hesvjama y ofHOCy Ha 3/paBe hesuje
opraHusMa. ATeHCHU KOjU Cy M3y4aBaHU y OKBUDPY OBe JOKTOpCKe AucepTaluje HUCY OUJIU
TOKCUYHM 3a 3JpaBe hesuvje ¢ubpobsacta miayha, y Jgo3amMa y KojuMa Cy HCHOJbHUJIH
ToKkcruyHOCT npeMa U251 hesnuwjama ramo6saactoma. Heusamemwene henwuje cy, camyno U251
hesnjama, 6uJie OTIIOpPHE Ha CBe MojeAMHAYHe TpeTMaHe. HajBaxkHuje, 3paBu prubp06IacTH
HUCY OWJIM OCeT/bMBU HU Ha MCIIMTHMBaHe KOMOMHaluje, 6e3 063upa Ha To wTo je M/ y
koMb6buHanyjama ca AK, 10-DEBC usau SP600125 61o TokcuyaH 3a hesuje riimo6s1actoMa, Kao
Y Jla ce LMTOTOKCUYHU ePeKaT nojayaBao TPOCTPYKUM KoMbuHoBaweM AK u M/l ca 10-DEBC
uan SP600125. bpojHe cTtyauje nokasyjy fa je kombuHauuja AK u M/ cesekTUBHa npeMa
pa3/IMYMTUM TUIIOBUMa MaJIMrHUX hesyja, ykbydyjyhu v henuje riavo6aactoMa (Sumiyoshi u
cap., 2021; Sumiyoshi u cap., 2022), y ogHOCy Ha HeU3Mel€eHe hesiMje UCTOT MOpeKJa
(Verrax u cap., 2005; Beck u cap., 2009; Beck u cap 2010; Bonilla-Porras u cap., 2011; Ivanova
v cap., 2018; Bakalova u cap., 2020; Semkova u cap., 2020). Cnoco6HocT Kom6HHauuje AK+M/|
Jla ceqiekTuBHO owTehyje ManurHe hesuje npumnucyje ce Npou3BOAHU BeJMKe KOJUYUHE
MUTOXOH/IPUjCKOT CYNMEPOKCHUJA YV TOKY OKCHUAO-peAyKIUOHOTr Lukiayca usmehy AK u M/
HUmajyhu y Buay aa u 10-DEBC u SP600125 cBoje edekTe ocTBapyjy CTUMYJaliMjoM
ctBapawa PBK wusasBanor tpermanuma M/l u AK+M/], mMoxe ce NpeTNnOCTaBUTU [Ja je
CeJIeKTUBHOCT OBUX KOMOMHalMja NpeMa MaJIMTHUM hesivjama nocjefuna CHUKEHOT mpara
IbUXOBe OCET/bUBOCTH Ha NMPOOKCUJATUBHE areHce. AKyMmyJanyja BesukKe kosnuuHe PBK
Y3POK je cMamema 3ajMxa eHepreTckux cymncrpata y Bugy ATP u NADH/NAD+, kao u
3a/iMxa CyKI|MHaTa, [JIaBHOT MeTaboJiuTa y TYMOPCKUM, ajlu He U Y Heu3MeweHUM hesjama
(Semkova u cap., 2020; Sumiyoshi u cap., 2022). Ilopeg, Tora, hesvje Tymopa, ykbyuyyjyhu u
rnuo6aactome (Grasso W cap. 2014), ceneKTUBHO Mpey3uMajy ackopbaT 3axBasbyjyhu
IpeKOMepHO eKCIPUMUPAHUM reHuMa 3a riaykosHe TpaHcnopTtepe GLUT1 u koTpancnopTtepe
HaTpujyMa u AK - SVCT1 u SVCT2 (Ngo u cap., 2019), yume je y MaJIMrHO TpaHCPOPMHUCAHUM
hesnjama oMoryheHo ofBUjame pefoKC IUKayca uaMmehy saunoconyounnor M/l u ackopbara.
Ca gpyre cTpaHe, mojaBa OKCUJATUBHOI cTpeca W hesujcke cCMpPTH y 3[paBuUM hesnujama
npeBeHUpaHa je npeHuaanyjom M/| o ButamuHa Kz, Koja ce fieliaBa HCK/by4MBO y hesvjama
KOje HUCY MaJIurHo u3MemeHe (Nakagawa u cap., 2019; Bakalova u cap., 2020). KouBep3ujom
M/l y ButamuH K2, cMamwyje ce goctynHoct M/] 3a npousBoawy PBK y kom6uHauuju ca AK
u/uau 10-DEBC u SP600125. Takohe, HUCKM HHMBOU AHTHOKCUJATUBHHUX €H3MMa, MOMYT
kaTtasiase (Beck u cap., 2010) u rnyratuoH nepokcugase (Ren u cap., 2019), Mmory gonpuHeTH
Behoj 0ceT/bUBOCTHM HEOMJIACTUUHUX hesnja Ha ouiTehewa U3a3BaHa OKCUJATUBHUM CTPECOM.
[lopen Tora, noctaBJ/ba Cce ¥ MMTake YTUIdja UCIMTUBAaHUX TPETMaHa Ha npouec ayrtodaruje y
3/ paBuM henujama. Panuje cTyuje cy nokasaJje aa aytodaruja nocpesgoBaHa OKCUJATUBHUM
CTpecoM HMMa pa3/IUYUT HMcxoJ, y hesnjama runobsacTtoMa, y OAHOCY Ha ojrosapajyhe
HeusMemeHe hesnuje (Matteoni u cap., 2021). I[lopen Tora, manurHe U 3apaBe hendje umajy
pa3/IMYMT KamalUTeT 3a aKTUBaLHUjy ayTodarvje y oAroBopy Ha OpojHe NPOOKCUJATHBHE
areHce (Chen u cap. 2007a; Chen u cap. 2007b). Ha ocHOBy oBHUX MNoOJlaTaka Ce MOXe
NpeTNOCTaBUTH Jia he u ayTodarvja 6UTU ycMepeHa y UUTOTOKCUYHOM CMEPY CaMO Y MaJIMTHO
TpaHcpopMucaHUM hesnjaMa. XsioprpoMasyH, IO3HATU HEYPOJIENTUK Ca NPOOKCUAATUBHUM
cBojctBuMa, y T98G, U251 u U87 henujama rsino6sacToMa uM3a3vMBa LUTOTOKCUYHY,
JIoK y HeTyMOopckuM RPE-1 enutesHum hesuvjama usa3uBa IUTONPOTEKTUBHY ayTodarujy
(Matteoni u cap. 2021). [la/be, HEKOJMKO MPOOKCUAATUBHUX areHaca, Kao 1mwTo cy Hz20g,
2-MEeTOKCHUECTPaZ Mo U UHXUOUTOPU TPAHCIOPTHOT JIaHLIA eJIeKTPOHA Yy MUTOXOH/IpHjaMa,
M3a3BaJiu Ccy hesujcky cMpT nocpezoBany aytTodarujom y U87 hesnujama rimo6JiacToma, aau
HUCY yCIleJId Jja YTUUY Ha PeJOKC XOMeOoCTa3y WM MHAYKYjy ayTodarvjy y npuMapHUM
muijum actpouutuma (Chen u cap., 2007a; Chen u cap., 2007b).
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ma *  HETOKCHMYHO
~—|:| * 6nara npomssogra PBK

* HeToKcuuHa ayTodaruja

DEBC
AK+MJ LIMTOTOKCHYHO
.7|:| * nojayaHa npoussoAra PBK
*  LUMTOTOKCMYHa ayTodaruja
DEBC+MA . UMTOTOKCHMYHO
07|:| * nojayaHa npomsBogra PBK
*  LUMTOTOKCM4YHa ayTodaruja
AK M4
SP+M/ *  LMTOTOKCHYHO
~—|:| *  nojayaHa npouwseogra PBK
* Hema JojaTHor yTuuaja Ha aytodarunjy Kojy usasmsa M/
DEBC+ * BeoMa LIMTOTOKCHYHO
AK+MJ Beoma nojavaHa npowssogra PBK
noja4aHa LMTOTOKCHYHaA ayTodaruja
Sp P+ *  BEOMa LIMTOTOKCHYHO
AK+MZ] BeomMa nojayaHa npomssogra PBK

Hema JojAaTHoOr yTuuaja Ha ayTtodarujy Kojy nsasmsa AK+MA

Cxema 10. IIpernen edpekara koje ocrBapyje M/l y kom6uHanuju ca AK u/vau uHXu6UTOpUMa
AKT u JNK kuna3sa (10-DEBC u SP600125) Ha hesauje xymaHor riauo6acroma U251.

OBa AOKTOpCKa JucepTalyja Nnoka3syje ga MoayJanvja akTUBHOCTM MTOR kuHase u
ULK1 npoTerHa, u3a3BaHa BesJMKOM KosimuuHOM PBK, akTuBHMpa jak ayTodarHu oAroBop y
U251 henujama. [lokpenyTta aytodaruja monpuHocu Hekpo3u U251 henuja kojy AK u M/]
CUHEPruCTUYKM u3a3uBajy. Jame, uuxubunuja AKT u JNK curHasHux nyteBa NpUMeHOM
dbapMakKoJ0MKUX UHXUOKUTOpA 0BUX KMHAa3a, 10-DEBC 1 SP600125, pesiom, 3HayajHo nmoBehaBa
NpooKcuAaTUuBHY noteHuujaa M/l u AK+M/l ¥ THMe UHMIUPA LUTOTOKCUYHOCT M/ U mojayaBa
nuToToKCMYHU edpekaT AK+M/l. lok 10-DEBC cTumysiuiie aHTUrano6actoMcky epexat M/]
u AK+M/l noTeHuupawmeM LUTOTOKCUYHe ayTodaruje, SP600125 cBoje aejcTBO HMcnospaBa
He3aBHUCHO oj; oBor mnpoijeca (Cxema 10). [logauu no6ujeHU HA MaJIMTHO HEU3MEHEHUM
henuvjamMa nokasyjy fja HUjeJlaH OJf MCIIUTUBAHUX TPeTMaHa HUje TOKCHUYaH 3a 3/ipaBe hesnuje
¢ubpob6sacta mayha. OB pesysnTaTH HyJe pellewme KOjUM OU ce MpeBasvllao NMpobseM
arpecMBHOCTU TJIMO6GJIAaCTOMCKUX heJsiMja pe3uCTeHTHUX Ha CTaHJApAHY Tepamnujy, Koju je
noBes3aH ca JAePpeKTHUM aloNTOTCKUM MeXaHu3MoM M uaMeweHUM PI3K/AKT u MAPK/JNK
curHajHuMm nyteBuma (Blahovcova u cap., 2015; De Los Reyes Corrales u cap., 2021; Liu u cap.,
2022). Takobe, pe3ysTaTh OBe AOKTOPCKe AMCepTalUje MpPeJCTaB/bajy U3y3€THO KOPUCHY
OCHOBY 3a KOHCTpyHCalke HOBUX O00JIMKa Tepanuje U JAedUHHUCAme MOTEeHUUjaTHUX
TepanujcKux MeTa 3a epUKacHy 60pOy MPOTUB IJIM06IaCTOMA.
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6. 3akK/by4ynu






3ak/by4uu

Y cknany ca gepUHUCAHUM LIM/beBUMA OBe JOKTOPCKe JAucepTalyje, U3 A00HjeHUX

pe3yisitaTa ce MOory uaBeCTu Cﬂeﬂehl/l 3aK/by4dlH:

[TojequHaynu TpeTManu AK u M/l HeMajy UUTOTOKCUYHO /1€jCTBO, IOK Y KOMOUHALUjU
AK u M/l cunepructuyku y6ujajy hesuvje xymanor ravo6sacroma U251 in vitro.

Komb6unanuja AK+M/l wu3asuBa owrtehewe henunjcke ™Memb6paHe, noBehamwe
yHyTtaphenujckux PBK v genonapusanujy meM6paHe MUTOXOH/APH]ja, LUTO pe3yJITHUpa
Hekpo3oM U251 hesinja 3aBUCHOM 0/ OKCUJATUBHOT CTpeca.

Komb6uHanuja AK+M/] nojayaBa TpaHCKpUIILMjy ayTOParHux reHa, u3asvBa IMojaBy
mapkepa aytodaruje 1 AMPK/mTOR/ULK1 3aBucHy aytodarujy y U251 hennjama.
M3a3BaHa ayTodaruja je mocjaeguiia OKCUJATUBHOI CTpeca U UMa IUTOTOKCUYHY
yJIoTy, OAHOCHO JonpuHocu Hekpo3u U251 hesnuja.

Manu monekyncku uaxubutopu AKT kuHaze — 10-DEBC u JNK kunaze - SP600125
noBehaBajy ocet/buBoCcT U251 hesivja Ha nprMeweHe TpeTMaHe U OACTUYY HEKPO3Y
y U251 henujama tpetupanum M/l u AK+M/l. 10-DEBC nojayaBa oKCHAATUBHU CTPeC
M MOTeHLUHUpa IUTOTOKCUYHY ayTodarujy y henujama rivo6sacToMa TPETHPAHUM
MA u AK+M/l. SP600125 norteHnupa TokcudHocT M/l u AK+M/| mnojayaBameMm
OKCHJIATUBHOT CTpeca, HE3aBHUCHO O/ Iipolieca ayTodaruje.

HujenaH o MCNUTUBaHUX TPeTMaHa He yTUYe Ha BUjaOUJIHOCT MaJIMTHO HEU3MeheHe
hesujcke iMHUje XyMaHux puobpobsacta MRCS.
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buorpaduja ayropa

Ana JlecnotoBuh je poheHa 12. ¢pebpyapa 1992. roguHe y Yxkuuy. OCHOBHY IIKOJIY je
noxahaJsia Ha 3;1aTU6OPY, a OC/Ie 3aBpllIeHe Y>XKU4Ke TMMHa3uje ynucyje buosiowku pakyater
YHuBep3uteTa y beorpaay, cMep MoJsiekysapHa 6uosioruja u ¢pusuosioruja. JuniomMmupana je
2016. rogrHe, HAKOH 4era je ynucaja MacTep akaJleMCKe CTy/iuje Ha brosiolmkoM gpakyaTery,
CTYyAMjCcKM nporpaM MoJieky/siapHa 6uoJioryja U ¢usnosioruja, Moays ExcnepuMeHTasHa
6uoMeauLMHA. MacTep Te3y Hac/J0B/beHY ,,CHHEPTUCTUYKM aHTUTYMOPCKU epeKaT BUTAMUHA
Il u K3 Ha henuje xymaHor rino6sactoMa U251 in vitro“ ogopanuna je 2017. roaune. Ucre
ro/ivHe je ynucasa JOKTOPCKe aKkaZieMcKe CTy/uje, Takohe Ha brosiomikoM pakyaTeTy.

Ox 2018. roauHe je 3amocjeHa Kao UCTPaXMBady y HMHCTUTYTy 3a 6OuoOJIONIKA
uctpaxkuBawa ,CuHuma CtankoBuh“ - UHCTUTYTY 0 HAaLlMOHAJIHOT 3Ha4aja 3a Peny6yuky
Cp6ujy. F'ogune 2021. cThye 3Bame UCTpaXMBay capaJHUK. buia je aHraxkoBaHa Ha
npojeKktTuMa ,Yjora aytodaruvje y peryjanuju cMpTd TyMmMopckux henuja“ (173053) wu
,MoJy/alnyja CUrHaJHUX MyTeBa KOjU KOHTPOJIMIIY MHTpaleayJapHA 6ajlaHC y Tepamnuju
TyMOpa M Heypo-UMYHO-eHJJOKpUHHUX mnopeMehaja“ (MMM41025). O6a mnpojekTa cy 6uja
duHaHcUpaHa o cTpaHe MUHUCTApCTBa IPOCBETE, HAYKE M TEXHOJIOLIKOT pa3Boja Penybsinke
Cpo6uje. Kao fieo aHraxxmaHa Ha NpojeKTy 6uiaTepasiHe capajie usamehy Penyosvke Cpouje u
Hapogne Peny6sauke Kune (451-02-818/2021-09/20) TokoMm anpusa 2023. roauHe je
60paBUJa Y UHCTUTYTUMa y OKBUPY MegunuHckor ¢akyatreta Pyhujan y Kunu. TpeHyTHO
CBOj] HAay4YHO-UCTPAXXUBAYKU paj, peanusyje noJ NOKpPOBUTE/bLCTBOM MuHKcTapcTBa Hayke,
TEeXHOJIOLIKOI pa3Boja M WHOBAllMja, y OKBUpY InpojekTa HHcTUTyTa 3a OHOJOLIKA
UcTpaxkuBama ,CuHuina CTaHkoBuh".

AHa [lecioToBuh je ayTop U KoayTOp NeT HAyYHUX pajZioBa 06jaB/beHUX Y YacONHUCUMa
MebhyHapoaHor 3Havaja (jesaH u3 kKarteropuje M21a, Tpu u3 kareropuje M21 u jegaH u3
KaTeropuje M22) u jeaHor paJZia 06jaB/beHOr Y BPXyHCKOM 4aCOMMUCY HAllMOHA/JIHOT 3Hayaja
(M51), kao ¥ 6pOjHUX KOHTPECHUX CAOMNIITEHA Ha CKynOoBMMa MehyHapoAHOT YU HallMOHAJIHOT
3Hayvaja. 36MPHU UMNAKT PaKTOp 06jaB/beHUX HAYYHUX PaJloBa U3HOCHU 26,784. U3 foOKTOpCKe
auceprtanuje ,MoJsieKy/JapHU MeXaHU3MHU LIUTOTOKCUYHOT /lejCTBa aCKOPOUHCKe KHUCEJMHE U
MeHaauoHa y kyatypu U251 henuja xymaHor rivo6JsactomMa“ npoucTek/a cy /iBa paja, oba
objaB/beHa y YaconvMcuma Kateropuje M21.

Ana JlecnotoBuh je unan Cprnckor 6uoJsiowIKor ApyuitTBa, Cprckor JpyuTBa 3a
MUTOXOH/IpUjaJIHy U CJ10060AHO-pauKaicKy ¢usnosorujy, Jpyumrsa 3a HeypoHayke Cpouje,
Cprnckor JApyuTBa 3a MoJieKyJapHy 6uoJsiorujy, Cprckor ApyuiTBa HCTpakMBaya paka,
denepauuje eBpONCKUX JpyliTaBa 3a HeypoHayke (Federation of European Neuroscience
Societies) u EBpoIICKOr ApyIITBA 32 MCTPaXKUBake CJ0O0JHUX pajaukana (Society for Free
Radical Research Europe).



MpwuJior 1.

H3jaBa o ayTopcTBYy

IMoTnHucauu-a AHa P. lecnoToBuh
6poj HHAeKCca 53024/2017
H3sjaBibyjem

Jla je JOKTOpCKa JucepTaliyija noj HacJl0BOM

® pe3yaTaT CONCTBEHOT UCTPaXKHUBAYKOTr paja,

® [a npejJioXeHa AucepTalyja y LeJIMHU HU Y Je/IOBUMa Huje GHIa peAioXKeHa 3a
Aobujare 6HMNO KOje JUIUIOME TpeMa CTYAMjCKHM NpOrpaMuMa JApyrux
BHCOKOILIKOJICKHX YCTaHOBa,

® Jla Cy pe3y/ITaTH KOPEKTHO HaBeJeHH H

® Ja HMCaM KpIIMO/Jia ayTOPCKa MpaBa ¥ KOPHCTHO//Ia MHTEJIEKTYaJHY CBOjJUHY
APYTHX JIALA.

IloTnuc JOKTOpaHZa

Y Beorpapy, 6. cenTem6pa 2024. _h O%C@m M




Ipunor 2.

HsjaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAaMIIAHE U €JIEKTPOHCKE
Bep3HUje JOKTOPCKOT paja

HWMe 1 npesume ayTopa AHa P. JlecnoToBuh

bpoj nungekca 53024/2017

Cryaujcku nporpam _Buosioruja—AHuMaIHa ¥ xyMaHa QHU3H0JIOrHja

HacnoB pajga _MosekynapHH MeXaHM3MH LHTOTOKCHYHOI JejCTBa acCKOpOHHCKe
KHce/nHHe ¥ MeHainoHa y kyaTypu U251 hennja xyMmaHor raxo6iacToMa

MenTop __ap l'opaana TorunoBuh Koeayeswh u ap Wea Jlakuh

[loTnucanu/a AHa P. JlecnoToBuh

WsjapbyjeM fa je mTaMmaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOT paZia HCTOBETHA €NeKTPOHCKO]
BEpP3UjU KOjy caM TmpeAao/na 3a o6jaB/bHBake Ha noprany JUrHTaJHOT
penosuTopHjyma YHuBep3uTeTa y Beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Ja ce o6jaBe MOjH JIMUHH NOJALM Be3aHH 32 A06Hjarbe aKaJeMCKOr 3Bama
AOKTOpA HayKa, Kao IITO Cy UMe ¥ Npe3uMe, roAuHa U MecTo pohemwa U AaTyMm onbpaHe
paja.

OBM JIMYHH NOJALM MOTY Ce 00jaBUTH Ha MPEXHHUM CTPaHHIAMa JUTHTaIHe 6GUbBIHOTEKE,
y e/1IeKTPOHCKOM KaTaJIory M y nybaukanujama YHuBep3auTeta y Beorpagy.

IMoTnuc AOKTOpaHaa

Y Beorpagay, 6. cenTemM6pa 2024, M/ & oLV




Ipunor 3.

H3jaBa o kopuimhemy

Oenawhyjem YnuBepsuTeTcKy 6u6auoTeKy ,CBeTo3ap Mapkoeuh” ga y JlururanHu

Peno3UTOpHjyM YHUBep3uTeTa y Beorpajy yHece Mojy AOKTOPCKY AMCepTaljy MOZ
HaCJI0BOM:

KOja je Moje ayTOpCKO ZieJio.

JAucepTanujy ca CBUM NpU/I03KMMa NPeJiao//ia caM y eJIEKTPOHCKOM GOopMaTy MOrojHoM 3a
TPajHO apXUBHpakbe.

Mojy noKTOpCKY AucepTanyjy MoXparmeHy y JIUTMTANHU PENO3UTOPHjyM YHHBEp3UTETA Y
Beorpaay mory aga Kopucre CBHM KOjH MOLITYjy ofipeAbe cafp:kaHe y ofabpaHOM THIY
nuueHle KpearueHe 3ajeguuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oajy4uo/ na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjaTHO
@AyTopCTBO - HeKoMepILujaaHo - 6e3 npepaje
4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLHjaJIHO — AENUTH N0/, KCTUM YCJI0BHMA
5. AyTopcTBO - 6e3 npepaje
6. AyTOpCTBO — J€IMTH N0/ HCTHUM YCI0BHMa

(MonuMo JAa 3a0KpYXKMTE CaMO jeJHy OJi IIeCT NMOHyDeHHX JIMLEHIH, KpaTak OIHC
JIMIEHLY JaT je Ha nonehuHH ucTa).

IMoTnHcC AOKTOpaHAA

Y Beorpaay, 6. centem6pa 2024. v géfq/ %w"&w



1. AyTopcTBo - /l03BO/bAaBaTE YMHOXaBakhe, JUCTPUOYLIH)Y U jaBHO CAONLITABame Ae/ia, U
npepajie, ako ce HaBeJie KMe ayTopa Ha Ha4WH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WM AaBaolna
JIMIIEHIE, YaK H y KoMeplijanHe cepxe. OBo je HajcioboAHMja O CBHX JIMIIEHIH.

2. AyTopcTBO - HeKoMepuHjaiHO. [03BO/baBaTE YMHOXaBakkhe, JUCTPUOYLH)Y M jaBHO
CaomnuITaBame /IeJia, U pepajie, ako ce HaBe/ie UMe ayTopa Ha Ha4uH oApeheH o cTpane
ayTopa M/¥ Jlapaona nauueHne. OBa JIMLEHIA He [J03B0/baBa KOMEpLHjaIHy yrnoTpeby
Jena.

3. AyTOopcTBO - HEKOMepLHMjaJHO - 6e3 mnpepajge. /lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBambe,
AUCTpUOYLIM)y ¥ jaBHO CaoMlITaBambe AeJia, 6e3 MpoMeHa, Npeo6/IHKOBaba WK ynoTpe6e
Jienia y CBOM JieJly, aKko Ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HauMH oJpeheH oJi cTpaHe ayTopa WU
JAaBaolia siuneHne. OBa JMIeHIa He J03B0/baBa KOMepIUjanHy ynoTpeby aena. ¥ ogHocy
Ha CBe OCTaje JIMIEHIe, OBOM JIMLEHIOM Ce oOrpaHM4aBa Hajeehu o6uM mnpaBa
Kopumhema Jesa.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLUMjaJIHO - [AEJIMTU I0J MCTHUM YyciaoBuMma. Jlo3BosbaBaTe
YMHOXaBakbe, JUCTPHOYLIHjY H jaBHO CaoNlITaBake Jea, H Ipepaje, ako ce HaBeJe UMe
ayTopa Ha HayMH oApeheH oj cTpaHe ayTopa H/H AaBaolla JHLEHLE H aKo ce Mpepaja
JUCTpUOyHpa MOJ HCTOM MM CAMYHOM JuneHunoM. OBa J1HIeHLa He [03BOJ/baBa
KOMepLUjaJHy ynoTpeby Aena ¥ npepaja.

5. AyropcTtBo - 6e3 mnpepaze. /lo3aBo/baBaTe YMHOXaBake, AUCTPHOYLHjy H jaBHO
caomiTaBame Aea, 6e3 npoMeHa, Npeo6/IMKOBaka HIIH YyIIoTpebe Aesia y CBOM ey, ako
ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HayMH ojpel)eH oJ cTpaHe ayTopa MM JaBaola Junenue. OBa
JIMLEHIIAa 03B0J/baBa KOMepIHja/IHy yoTpeby Aea.

6. AyTOpPCTBO - JeJIUTH M0J UCTUM yCcaoBKUMa. Jlo3BOJbaBaTE YMHOXaBake, JUCTPHOYLH]Y
¥ jaBHO CaoILITaBaK-€ [eJIa, ¥ Npepajie, ako ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HauyuH ojpeheH oj
CTpaHe ayTopa WM AaBaolia JIMIEHIe W aKo ce mpepaja AUCTPUOyUpa Moj UCTOM WK
CIMYHOM JiHLeHIoM. OBa JIMLIEHIA A03B0/baBa KOMEpLMjalHy ynoTpeby Aesia u npepaja.
CinyHa je cOPTBEPCKUM JIMLIEHLIaMa, OAHOCHO JIMI|eH[aMa OTBOPEHOT KOJia.



	Page 62
	Page 61
	Page 60
	Page 59

