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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

e Napraviti otopine nerolidola i farnezola poznatih koncentracija prema
literaturnim izvorima koje ¢e se primijeniti u eksperimentalnom radu

e Pravilno uzgojiti stanicne linije potrebne za rad

¢ Primijeniti napravljene otopine na stani¢ne linije

e lzdvojiti proteine iz stanica te izvrsiti njihovo razdvajanje koristenjem tehnike
gel elektroforeze

o Koristeci se western blot tehnikom identificirati te kvantificirati p38 MAPK
proteine i ,,housekeeping* protein Cija se ekspresija ne mijenja u uvjetima pri
kojim je proveden eksperiment

e Kori$tenjem racunalnog softvera odrediti utjecaj nerolidola i farnezola na
ekspresiju p38 MAPK proteina u stani¢nom signalnom putu



SAZETAK:

Koriste¢i se western blot tehnikom kao metodom za identifikaciju i
kvantifikaciju proteina odredivan je utjecaj farnezola i nerolidola na ekspresiju p38
MAP kinaza kod tri stani¢ne linije raka: raka mokra¢nog mjehura(T24, TCC SUP) i
glioblastoma (LN229). p38 MAP kinaze klju¢ni su dio p38 MAPK stani¢nog
signalnog puta koji je zaduzen za transkripciju, popravak oSte¢enja na stanici i
borbu protiv kancerogeneze. Na sve tri stani¢ne linije ispitivan je utjecaj
seskviterpenskih alkohola (farnezola i nerolidola) na ekspresijup38 MAP kinaza te
je rezultat usporeden s kontrolnim uzorcima ¢ime je ostvarena objektivna usporedba
aktivnosti ispitivanih spojeva. Iz dobivenih eksperimentalnih podataka moze se
zakljuciti da konstitucijski izomeri farnezol i nerolidol razli¢ito utje¢u na ispitivani
signalni put u razli¢itim stani¢nim linijama. Farnezol pokazuje slaba inhibitorska
svojstva za T24 i TCC SUP stani¢nu liniju dok kod LN229 pokazuje snaznu
aktivaciju signalnog puta. Nerolidol pokazuje snaznu inhibiciju kod T24 i LN229
stani¢ne linije dok kod linije TCC SUP pokazuje aktivacijsku sposobnost. Dobiveni
rezultati sugeriraju na razli¢ito vezivanje farnezola i nerolidola na stani¢ne receptore
kod istih 1 razli¢itih stani¢nih linija $to je veoma zanimljiv rezultat za daljnja
istrazivanja. Detaljan opis eksperimentalnog rada prikazan je u radu zajedno s
rezultatima eksperimenta.

Kljucne rije¢i: T24, TCC SUP, LN229, p38 MAPK, farnezol, nerolidol, rak



SUMMARY

Using the Western blot technique as a method for identification and
quantification of proteins p38 MAP kinaze quantity was determined in three cancer
cell lines: urinary bladder cancer (T24, TCC SUP) and glioblastoma (LN229). p38
MAPKSs are key molecules in the p38 MAPK cell signaling pathway which is in
charge of transcription, damage repairs and anti-cancer activity. All cell lines were
tested for sesquiterpene alcohol (farnesol and nerolidol) activity on p38 MAPK
quantity and the results was compared with control samples to gain an objective
conclusion on their activity. Experimental data shows that constitutional isomers
farnesol and nerolidol show different effect on tested pathway in different cell lines.
Farnesol shows low inhibitory activity for T24 and TCC SUP but it shows high
activation ability for LN229 cell line. Nerolidol shows a high inhibitory activity for
T24 and LN229 but it shows activation for TCC SUP cell line. Experimental data
suggest that farnesol and nerolidol bind differently on the cell receptors within the
same cell line and on the different cell lines making the results of this thesis
interesting topic for future research. Detailed description of the experiment is shown
in the thesis as well as experimental results data.

Keywords: T24, TCC SUP, LN229, p38 MAPK, farnesol, nerolidol, cancer
research
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1. OPCI DIO

1.1. Rak

Rak je naziv za skupinu bolesti uzrokovanih nekontroliranim dijeljenjem
tjelesnih stanica pri ¢emu dolazi do Sirenja bolesti u okolna tkiva. Rak moze nastati u
bilo kojem dijelu tijela. Stanice se u zdravom ljudskom tijelu dijele na nove stanice
samo kada su nove stanice tijelu potrebne. Kada se stanice ostete ili ostare one umiru, a
nove stanice zauzmu njihovo mjesto. Kod razvoja raka prirodni ciklus je poremecen.
Kroz nekoliko generacija stanica, nastala abnormalnost sve viSe napreduje pri ¢emu
stare i oSteCene stanice ne umiru nego se nastavljaju dijeliti povecavajuci Sansu
nastanka novih ostecenja genetskog materijala. Dijeljenje se odvija bez obzira na to $to
tijelo nije signaliziralo potrebu za nastankom novih stanica. Te nove stanice se mogu
dalje dijeliti bez prestanka pri ¢emu u tijelu nastaje tvorevina koju nazivamo tumor.
Vecina vrsta raka tvori ¢vrste tvorbe (tkiva), dok neke vrste raka, poput raka krvi (npr.
leukemija), ne stvaraju ¢vrsta tkiva. Kancerogeni tumori su maligni §to znaci da se
mogu S$iriti u ili napasti okolna tkiva tako povecavajuéi rakom zahvaceno podrucje u
tijelu. Osim ove vrste Sirenja raka, tijekom rasta i razvoja raka mnoge stanice bivaju
odcjepljene od originalne mase i nosene krvlju ili limfom putuju u druge dijelove tijela
gdje mogu stvoriti nove tumore. Za razliku od malignih tumora postoje benigni tumori.
Ove tvorevine nemaju tendenciju Sirenja ili napadanja okolnih tkiva no mogu izrasti u
tvorevine velikih dimenzija. Mogu se kirurski ukloniti i obi¢no nakon uklanjanja se ne
ponavljaju dok se maligni tumori mogu ponoviti i nakon izljeCenja. Veéina benignih
tumora nije opasna za zdravlje dok benigni tumori mozga jesu zbog ogranicenosti

prostora za rast te stvaranja pritiska na mozak. 2

1.1.1. Nastanak raka

Rak je genetska bolest, $to znaci da je uzrokovana promjenama na genima koji
kontroliraju funkciju stanice. Kao najvaznija mjesta oStecenja su geni zaduZeni za rast i
dijeljenje stanica jer da bi stanje raka nastalo mora do¢i do njihovog nekontroliranog
dijeljenja. Neke promjene na genomu su nasljedne $to znaci da ¢e se predispozicije za
nastanak raka prenijeti s roditelja na djecu no to ne znaci da ¢e i kod njih do¢i do
razvoja raka ve¢ da imaju veci stupanj rizika za njegov nastanak. Ovaj nain nastanka
objasnjava samo mali broj slucajeva raka. Drugi nacin nastanka raka, onaj kojim u

veéini slucajeva dolazi do njegove pojave, je ostecenje DNA uzrokovano okolisnim

1



¢imbenicima. Okoli$ni ¢imbenici poput izloZenosti raznim kemijskim spojevima koji
imaju kancerogenu aktivnost ili radijaciji dovode do oSteCenja DNA molekule.
Starenjem organizma dolazi do nakupljanja oSte¢enja na DNA S§to dovodi do povecanja
pojave raka u starijoj zivotnoj dobi. Svaki rak je uzrokovan specificnom kombinacijom
ostecenja na DNA, a tijekom njegova razvoja moze do¢i i do novih oste¢enja dovodeci

do razli¢itosti izmedu samih stanica raka. !

1.1.2. Rast i razvoj raka

Rak zapoc€inje iz normalne tjelesne stanice koja je diferencirana i obavlja njoj
predvidenu ulogu. Kancerogeneza pocinje trajnim oSteCenjem DNA, koje stanica nije
uspjesno popravila kroz vlastite stanicne mehanizme zaduzene za njen popravak, ¢ime
nastaje inicirana stanica. Takva inicirana stanica gotovo sigurno umire kroz stani¢ne
procese apoptoze (umiranja samo te stanice) ili nekroze (odumiranja oSte¢ene stanice i
okolnog tkiva). Specifi¢no oSte¢enje DNA na genima koji kontroliraju stani¢ni ciklus,
preciznije programiranu stani¢nu smrt, dovodi do prezivljavanja inicirane stanice. Drugi
stupanj kancerogeneze je promocija, Stupanj u kojem stanica dozivljava fizioloSke
promjene koje nisu zasnovane na daljnjem oste¢enju DNA. Promocija je kroni¢na, ali
reverzibilna. Promocijom nastaje ZariSna preneoplasticna lezija, uznapredovano
oStecena skupina stanica koja ima veliku Sansu da postane tumor. Progresijom
kancerogeneze iz preneoplasticne lezije nastaje tumorsko tkivo. Progresija je
odlikovana genetskom nestabilnosti koja dovodi do daljnjeg oSteenja DNA te sve vece
razlike oSteCene stanice od normalne stanice istog tkiva. Povecanjem broja oStec¢enja
dovodi do uspjesnijega rasta stanica, smanjenja imunogenosti te angiogeneze. Takoder
gubitkom diferencijacije stanica, pri ¢emu stanice postaju po svojstvima sli¢ne
mati¢nim stanicama, dovodi do pojave aktivnosti telomeraza koje omogucuju
kontinuirano dijeljenje stanica bez gubitka genetske informacije. Napretkom
kancerogeneze tumor postaje invazivan te dobiva metastastski potencijal, moguénost

Sirenja u tijelu. Postizanjem ovog stupnja kancerogeneze tumor je definiran kao rak.



Karcinogen

Normalna Inicirana  Preneoplasti¢na lezija Neoplasti¢na lezija
stanica stanica
Predmaligno stanje Maligno stanje Invazivno stanje
Genomska nestabilnost Akumulacija genetskih ostec¢enja

Slika 1: Proces kancerogeneze

Rak u ranoj fazi definiran je sljede¢im osobinama:

stvara vlastite signale rasta

- ignorira postojece signale rasta

- stanice izbjegavaju stani¢nu smrt

- stanice se neograniceno repliciraju

- odrzava angiogenezu

- prodire u tkiva putem stani¢nih membrana i kapilarnih zidova

- izbjegava imunosnu obranu.

Gledaju¢i molekularnu 1 stani¢nu biologiju tumora, za pocetak zlo¢udne preobrazbe u
prosjeku je potrebno poremetiti 7 do 10 gena. Nastanak rane leukemije dogada se nakon
samo dvije mutacije na ciljanim genima, dok na primjer za nastanak raka prostate
potrebno je mutiranje oko tridesetak razlicitih gena. Progresijom oSte¢enja DNA dovodi
do nastanka agresivnog metastatskog raka koji u prosjeku ima preko 100 mutiranih
gena. Kljuéna mutacija koja razlikuje benigne tumore od raka je aktivacija onkogena i
inaktivacija tumor-supresorskog gena $to dovodi do zlo¢udne preobrazbe. Aktivacija
onkogena odvija se putem toCkaste mutacije, translokacije ili amplifikacije na
postoje¢em genomu. Inaktivacija tumor-supresorskog gena dogada se tockastom
mutacijom, delecijom toga gena ili epigenetskim ¢imbenicima. Nakon ovih promjena na
DNA, inaktivacija gena koji sprjecavaju pogreske u genomu dovodi do vece genetske

nestabilnosti i pove¢avaju udestalost mutacija svih gena.®



Molekularna osnova raka

Nommalna stanica
Aktivacja
o U
Popravak
Inaktivactja gena DNA
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Promjene u Smrt
genima povezanm V »’ stanice
s apoptozom

Inaktivacja gena
zaduZenth za

popravak DNA

Neoplastiéna lezija

Slika 2: Molekularna osnova raka

Razvoj raka opisan kroz pet stadija:

1. Geneticki promijenjena stanica — koja se brze dijeli

2. Hiperplazija — nakupina stanica nalik na normalne stanice od kojih samo jedna

od milijun, nakon dugog vremenskog perioda, razvije dodatnu mutaciju

3. Displazija — nakupina promijenjenih stanica koje rijetko razvijaju nove promjene

na DNA. Displazija je razdoblje fizioloskih promjena koje se javljaju zbog

promjena u genetiCkom materijalu stanica.

4. Karcinom in situ — nakupina pravih stanica raka koje jo§ nisu probile bazalnu

membranu

5. Invazivni karcinom — raste infiltrativno, destruktivno i metastazira.



Karcinogeneza

Slika 3: Karcinogeneza

U medicini, radi odredivanja tijeka lijeCenja, vrSi se profiliranje (eng. ,,grading)

tumora. Profiliranje tumora vrSi se na temelju stupnja diferenciranosti stanica.

Diferencirane stanice su one stanice koje su se prilagodile obavljanju njima predvidene

zadace dok su nediferencirane stanice one stanice koje jo§S nemaju odredenu zadacu

poput novonastalih stanica, mati¢nih stanica te mutiranih stanica. Stupnjevi razvoja

tumora definirani su:

GX - stupanj nije moguée odrediti

G1 - stanice su dobro diferencirane (niski stupanj nediferenciranih stanica)
G2 - stanice su umjereno diferencirane (srednji stupanj)

G3 — stanice su slabo diferencirane (visoki stupanj)

G4- stance su nediferencirane (visoki stupanj)

Stupnjevanje razvoja tumora vrsi se histoloskim pregledom gdje se mikroskopiranjem

pregledava biopsijom izuzeto oboljelo tkivo. Kao faktori koji se uzimaju u obzir su

veli¢ina i oblik jezgre, mitoti¢ka aktivnost, stupanj stani¢nosti, stani¢ni pleomorfizam,

nacin rasta te opseznost nekroze. Pacijenti nizega stupnja imaju bolju prognozu ishoda

lije€enja dok pacijenti visokog stupnja imaju loSu prognozu.
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1.1.3. Tipovi raka
Do danas je zabiljezeno viSe od sto razlicitih tipova raka kod ljudi. Obi¢no se
nazivaju prema tipu tkiva ili organu iz kojeg su potekli. Opisujemo ih prema obliku

stanica iz kojih su nastali. Pa tako razlikujemo:2*

1.1.3.1. Karcinom

Ovaj tip raka je najces¢i tip raka kod ljudi. Javlja u starijoj Zivotnoj dobi. Nastaje
iz epitelnih stanica koje oblazu kako vanjstinu tijela tako 1 unutra$nje povrsine u tijelu.
Postoji mnogo tipova epitelnih stanica no veéini je zajednicki izduljeni plocasti oblik, a

prema tipu tih stanica razlikujemo:

- Adenokarcinom — nastaje iz epitelnih stanica koje stvaraju tjelesne tekucine ili
sluz pa se jo$ nazivaju i zljezdanim tkivima. U ovaj tip raka ubrajamo rak dojke,
prostate i debelog crijeva.

- Karcinom bazalnih stanica — nastaje u dubljim (bazalnim) dijelovima koze.

- Rak plocastih stanica — nastaje iz plocastih stanica smjeStenih odmah ispod
prvog sloja koze. Plocaste stanice takoder oblazu brojne organe poput Zeluca,
crijeva, plu¢a, mjehura i bubrega. Svojim izgledom plocCaste stanice podsjecaju
na riblje ljuske. Ovaj tip raka joS se naziva epidermoidnim karcinomom.

- Karcinom prijelaznih stanica — tip karcinoma koji nastaje iz prijelaznih epitelnih
stanica ili urotela. Ovaj tip stanica radi viSeslojna tkiva epitelnih stanica,
razli¢itth po svojoj veliCini, koja oblazu brojne organe poput mjehura,
mokracovoda i dijelova bubrega. Ovaj tip karcinoma ¢ini veliku udio pojava

raka mokraénog sustava.?*

1.1.3.2. Sarkom

Sarkom je tip raka koji se razvija u kostima i mekim tkivima ukljucuju¢i misi¢no i
masno tkivo, krvne i limfne Zile te fibrozna tkiva. Sarkomi su veoma rijetki kod ljudi.
Vecina raka koji se pojavljuju u navedenim tkivima su potekli od epitelnih stanica pa su

definirani kao karcinomi.

- Osteokarcinom — najzesc¢i oblik raka kosti. Specifi¢no je agresivan i najcesce se

javlja kod adolescenata i mladih.



- Ostali cCesti tipovi sarkoma su: leiomiosarkom (sarkom miSi¢énog tkiva),
Kaposijev sarkom (stvara lezije, uzrokovan je HIV-om), maligni fibrozni
histiocitom (brzorastuci i brzometastazirajuci tip sarkoma proizasao iz mekih

tkiva i kosti) i liposarkom (sarkom masnih stanica).?*

1.1.3.3. Leukemije

Leukemije su tip raka koji nastaje u krvotvornim tkivima unutar kostane srzi. Ne
stvara ¢vrste nakupine tkiva veé stvara veliki broj bijelih krvnih stanica koje se
nakupljaju u krvotoku i unutar kostane srzi, sprjeCavaju¢i normalne stanice da obavljaju
svoju funkciju pa tako smanjuju moguénost tijela da se opskrbi kisikom, da zaustavi
krvarenje ili sprijeci Sirenje infekcije. Leukemije se najcesce javljaju kod ljudi starijih
od 55 godina te kod djece mlade od 15 godina. Razlikujemo cetiri osnovna tipa
leukemije prema tome koliko bolest brzo napreduje i prema tipu stanica iz koje je rak

nastao:

- akutna limfoblasti¢na leukemija
- kroni¢na limfoblasti¢na leukemija
- akutna mijelogena leukemija

- kroni¢na mijelogena leukemija.?*

1.1.3.4. Limfom

Limfom je tip raka nastao iz stanica limfocita (T ili B limfocita), stanica koje su
sastavni dio imunoloskog sustava. Kod pojave limfoma, abnormalne stanice se
nakupljaju u limfnom sustavu i drugim organima povezanima na taj sustav.

Razlikujemo dva glavna tipa limfoma:

- Hodgkinsov limfom — oboljeli ima tip limfocita zvanih Reed-Sternbergove

stanice. Naj¢eS¢e nastaje iz B limfocita.

- Ne-Hodgkinsov limfom — velika i raznovrsna skupina raka proizasla iz limfocita.

Nastaje iz oba tipa limfocitnih stanica.?*

1.1.3.5. Multipli mijelom
Rak koji nastaje u stanicama plazme i u drugim imunoloskim stanicama koje se
nakupljaju unutar tkiva koStane srzi gdje tvore ¢vrsta tumorska tkiva koja se Sire po

tijelu. Ovaj tip raka je neizljediv, ali se moze kontrolirati raznim tipovima lije¢enja.?*



1.1.3.6. Melanom

Melanom je tip raka nastao kancerogenezom iz stanica melanocita,
specijaliziranih stanica epiderme koje stvaraju melanin. NajceS¢e nastaje na kozi, ali
moze nastati i u drugim tkivima koji imaju melanocite, poput ociju. NajCesce je
uzrokovan ultraljubicastim zracenjem i u slucaju ranog otkrivanja je u potpunosti
izlje¢iv.24
1.1.3.7. Tumori mozga i ledne moZdine

Veoma raznovrsna skupina raka. Tumori nastali djelovanjem raka ovog tipa
nazivaju se prema tipu stanica koje ga tvore te prema dijelu zivéanog tkiva u kojemu je
doslo do razvoja raka. Veéina tumora nastalih u ovim dijelovima tijela su benigne
prirode, ali mogu stvoriti probleme u normalnom radu ziv€anog sustava. Rak mozga i
ledne mozdine se rijetko javlja, a najce$ée nastaje iz astrocita, stanica koje se brinu o

normalnom radu mozga.?*

1.1.4. Epidemiologija raka

Rak je jedan od najce$¢ih uzroka smrti kod ljudi. Porastom broja stanovnika
Zemlje te Covjekova negativnog utjecaja na okoli§ broj oboljelih od raka u stalnom je
porastu. U 2015. godini zabiljezeno je 17,5 milijuna novooboljelih od raka i 8,7
milijjuna smrtnih sluc¢ajeva uzrokovanih rakom. Prate¢i statistiCke podatke u razdoblju
od 2005. do 2015. godine stopa pojave raka porasla je za 33%. Glavni faktori porasta
oboljelih je starenje populacije s udjelom od 16%, rast populacije s udjelom od 13% te
promjene u dobnim stopama s udjelom od 4%. Najcesce tip raka za muskarce u svijetu
je rak prostate s ucestalos¢u od 1,6 milijuna oboljelih na godinu. Rak Zdrijela, bronha i
plu¢a najveéi je uzroc¢nik smrti kod muskaraca s 1,2 milijjuna umrlih te 25,9 milijuna
radno onesposobljenih muskaraca koji se lijece ili oporavljaju od ovog tipa raka. Kod
Zena najceSci tip raka je rak dojke s 2,4 milijuna novooboljelih Zena na godinu. Takoder
ovaj tip raka je i najc¢es¢i uzro¢nik smrti od raka kod zena s 523 tisu¢e umrlih te 15,1
milijun radno onesposobljenih Zena na godinu. Ukupno na godis$njoj razini 208,3
milijuna ljudi bude radno nesposobno kao posljedica oboljenja od raka te samog
lijeCenja. Izmedu 2005. i 2015. godine stope ucestalosti raka standardizirane prema
dobi za sve tipove raka porasle su u 174 od 195 drzava i teritorija. Dobno

standardizirane stope smrti od raka su se smanjile u 140 od 195 drzava i teritorija u



kojima se vodila statisticka obrada podataka. Povecanje stope smrti pojavile su se
ve¢inom samo u drzavama Africkog kontinenta. Stope smrti od raznih tipova raka
izmedu 2005. i 2015. godine su se znadajno smanjile poput stope smrti od
Hodgkinsonovog limfoma sa 10,6% na 1,3%. Stope smrti su u padu takoder za rak
jednjaka, zeludca i kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije iako njihov pad nije dovoljno

znadajan za smanjenja broja ukupnih smrtnih slu¢ajeva. °

U Hrvatskoj je pojava raka te smrtnost jako visoka u odnosu na druge zemlje razvijenog
svijeta pa se u Hrvatskoj vode veoma precizne statistike pojave i smrtnosti od raka. U
2015. godini zabiljezeno je 22 503 novooboljele osobe od raka od kojih je 11 969
muskaraca te 10 534 Zene. Stopa ucestalosti iznosila je 535,3 oboljele osobe na 100
tisu¢a stanovnika s neravnomjernom razdiobom medu spolovima u odnosu 53:47. Od
raka u 2015. godini je umrlo 14 012 osoba od kojih 8 030 muskaraca i 5 982 Zene.
Stopa mortaliteta bila je 333,3 umrle osobe na 100 tisuca stanovnika u neravnomjernom
raspodjelom medu spolovima u odnosu 57:43. Najces¢i tip raka kod muskaraca bio je
rak zdrijela, dusnika i pluca te rak prostate dok se kod Zena najvise javljao rak dojke.
Dobno standardizirane stope ucestalosti raka za Hrvatsku uznosile su 369,9/100 000 te

dobno standardizirana stopa smrtnosti iznosila je 207,5/100 000.6

M traheja, bronh i pluca

H prostata

m kolon

M rektum, rektosigma i anus
B mokraéni mjehur

M ostali

Grafikon 1: Najc¢esci tipovi raka kod muskaraca u Hrvatskoj za 2015. godinu



H dojka
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m traheja,bronh i pluca
M tijelo maternice

M Stitnjaca

W ostali

Grafikon 2: Naj¢es¢i tipovi raka kod Zena u Hrvatskoj za 2015. godinu

1.1.5. Dijagnoza i lijeenje raka
Nastanak i razvoj raka u tijelu sa sobom ne donosi prepoznatljive simptome
putem kojih bi ga odmah mogli prepoznati. Najées¢e su to simptomi koji se Cesto
pojavljuju poput promuklosti, kaslja, osjecaja slabosti ili neodredene boli. Simptomi
koji se pojavljuju su ovisni 0 mnogo ¢imbenika poput: tipa raka, mjesta na kojemu se

pojavio, dobi oboljelog, opem zdravstvenom stanju oboljelog itd.

Razvoj simptoma bolesti ne znaci da se radi o raku. Najéesce se radi o drugim oblicima
bolesti. Ukoliko je doslo do promjena na stanicama koje uzrokuju odredene simptome,
u velikom broju sluéajeva radi se o benignim tumorima, a ne o raku. Ukoliko se osjete
bilo kakvi simptomi koji traju duze od jednog tjedna potrebno je posjetiti lije¢nika da bi
se doslo do dijagnoze i zapocelo potrebno lijecenje. Veliki broj pacijenata ne posjecuje
svog lije¢nika kod same pojave prvih simptoma ve¢ prolongira svoj odlazak lije¢niku
do faze u kojoj se pojavljuje osjet boli na rakom zahvacenom podrucju tijela, a kada
dodu kod lijecnika jedini moguc¢i ishod lijeCenja biti e terapije za produljenje zivota

dok je Sansa za izljecenje u tom trenutku minimalna.

Ukoliko je simptom prisutan ili je orijentacijski test (eng. ,,screening test™) pozitivan
lije¢nik mora odrediti je li uzrok rak ili neki drugi medicinski razlog. Niska ili visoka
razina odredenih tvari u tijelu moZe biti pokazatelj na prisutnost raka. Zato se vrse

analize krvi, urina i drugih tjelesnih tekucina. Sama analiza krvi nije pokazatelj
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prisutnosti raka ve¢ samo ukazuje da je neki problem prisutan. Sljede¢i korak u
dijagnostici jest snimanje dijelova tijela da bi se vidjelo je li u njima rak prisutan.
Moguce je vrsiti snimanje na viSe na¢ina poput: CT skeniranja, nuklearne magnetske
rezonancije, ultrazvu¢nog snimanja, PET snimanja ili rendgenskog snimanja. Prisutnost
nepoznate mase u tijelu i dalje nije dokaz raka pa je sljedeci korak vrsenje biopsije
nepoznate tvorevine. Biopsija je postupak uklanjanja dijela tvorevine te
mikroskopiranja uzorka nakon ¢ega se odredi stupanj razvoja tumora ovisno o stanicnoj
diferencijaciji. Biopsija se vrSi na tri nacina: koriStenjem igle, endoskopski ili
operativno. Ukoliko je biopsija pokazala da su stanice nepoznate tvorevine stanice raka,
odreduje se stupanj razvoja raka po TNM sistemu. T oznacava veli¢inu i Sirenje
primarnog tumora. N stoji za broj limfnih ¢vorova koje je rak zahvatio. M oznacava
prisutnost ili odsutnost metastaza. Prema ovom sistemu oznacavanja iza svakog slova
piSe se broj koji oznaCava stupanj razvoja raka u odredenoj skupini (na primjer
TINOMX ili T3N1MO). Brojevi uz slovo T mogu biti od 0 do 4 gdje 0 znaci da primarni
tumor nije naden, a brojevi od 1 do 4 svojim porastom opisuju veli¢inu i Sirenje
primarnog tumora. Brojevi uz slovo N mogu biti od 0, koja znaéi da niti jedan limfni
¢vor nije zahvacen, do 4, koja znaci da je veliki broj limfnih ¢vorova zahvaéeno rakom.
Brojevi uz slovo M mogu biti 0, koja zna¢i da nema metastaza, ili 1, koji znaci da su
metastaze prisutne. Moguca je 1 pojava oznake X koja zna¢i da mjerenje nije bilo
moguce provesti. Osim TNM metode opisivanja tumora moguce je i opisivanje tumora
putem stupnja razvoja tumora. Ta metoda opisana je u poglavlju 1.1.2.. Utvrdivanje

stupnja razvoja raka pomaze lijeCnicima u odabiru potrebne terapije.

Pacijenti kroz dijagnosticiranje raka dobivaju prognozu lijeenja koja je bazirana na
statistickim podacima. Iz statistickih podataka mogu se dobiti razliCite informacije
poput perioda preZivljavanja za odredeni tip raka (daju se vremenski periodi poput
jedne, dvije, tri ili pet godina), relativna stopa prezivljavanja (usporedba prezivljavanja
pacijenta s rakom 1 zdrave osobe), opa stopa prezivljavanja (postotak ljudi sa
specificnim tipom raka i1 stupnjem njegova razvoja koji nisu umrli kroz odredeni
vremenski period kao posljedica toga raka) ili stupanj prezivljavanja bez znakova
postojanja bolesti (postotak pacijenata koji nemaju znakove bolesti nakon lijecenja kroz
odredeni vremenski period). Ovakvo statisticko grupiranje ljudi nije u potpunosti
ispravno jer je svaki pacijent drugaciji i drugacije reagira na terapiju, ali se moze dobiti

priblizno dobar vremenski okvir. Ukoliko je lije¢enje koje je primijenjeno bilo uspjesno,
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mogu se dogoditi dva scenarija: rak je izlijecen ili je u remisiji. Izljecenje je stanje kada
u tijelu vise ne postoje stanice raka i ne postoji moguénost pojave istog. Remisija je
stanje u kojem u kojem su simptomi raka smanjeni. Remisija moze biti djelomicna ili
potpuna. Kod potpune remisije rak viSe ne pokazuje simptome. Ukoliko je pacijent
dulje od 5 godina u remisiji lije¢nik ga moze izvijestiti da je rak izlije¢en iako uvijek
postoji moguénost ponovne aktivacije stanica raka i nastavak njegovog Sirenja. U
slu¢aju da je rak u remisiji potrebno je stalno pratiti stanje u kojem se rak nalazi i po

potrebi ponovno na njega djelovati da ude u remisiju.’

Postoje brojne terapije za lijeCenje raka. Terapija koja ¢e se primijeniti odreduje se
ovisno o tipu raka te o stupnju u kojem se nalazi. Kod odredenog broja oboljelih jedan
tip terapije je dovoljan dok se kod vecine primjenjuje kombinirana terapija poput
kirurS§kog odstranjivanja tumora i kemoterapija ili terapija zraCenjem. Moguce su i
druge terapije poput imunoterapije, ciljane terapije ili hormonske terapije. Takoder je

moguée ukljuéiti se u razna klini¢ka ispitivanja.®

1.1.5.1. Kirurska terapija

Kod kirurske terapije odstranjuje se tumor koriStenjem invazivnog pristupa u
kojem dolazi i do oSte¢enja zdravog tkiva. Potrebno je napraviti dovoljno velik otvor
kroz zdravo tkivo da bi se doSlo do tumora. Osim tradicionalnog pristupa kirurSkim
zahvatima mogucée su i1 krio-operacije u kojima se koriStenjem niskih temperatura
uniStavaju tumorske stanice, laserske operacije u kojima se primjenjuje intenzivho
fokusirano svjetlo za izvodenje rezova $to omogucuje smanjenje Stete na okolno tkivo,
hipertermijska terapija kod koje se dio tijela zagrijava §to dovodi do stani¢ne smrti ili ih
pravi osjetljivima na radijaciju i neke tipove kemoterapija te fotodinamicke terapije kod
koje se u tijelo unose prolijekovi koji se pod utjecajem to¢no odredenog svjetla

pretvaraju u svoj aktivni oblik i ubijaju osvijetljene stanice.

1.1.5.2. Radijacijska terapija

Radijacijska terapija je tip terapije u kojoj se za uniStavanje stanica raka koriste
visoke doze radijacije. Visoke doze radijacije dovode do oSte¢enja DNA Sto dovodi do
nepovratno narusene funkcionalnosti stanica te stanicne smrti. Nakon smrti stanice ona
se razlaze 1 uklanja iz tijela. Ovaj tip terapije ne daje rezultate trenutno ve¢ oni postaju
vidljivi tek nakon nekoliko tjedana, a same stanice raka odumiru i mjesecima iza same

primjene. Postoje dva osnovna pristupa radijacijskoj terapiji: zracenje tijela izvana i
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unutartjelesna radijacijska terapija. Kod zracenja izvana radijacija se dovodi u obliku
zrake koja pogada tijelo pod raznim kutovima ciljaju¢i sam tumor dok se kod
unutartjelesne radijacijske terapije izvor zracenja unosi u tijelo. Izvor moze biti tekucina
ili krutina. Osim uniStavanja stanica raka radioterapija se koristi i za kontroliranje
simptoma raka poput boli, inkontinencije ili teSko¢a u disanju. Radioterapija se moze

koristiti u svim fazama lijeenja:

- predoperativno za smanjivanje veli¢ine tumora, da bi se lakse uklonio i da bi se
smanjila Sansa od postoperativnog Sirenja raka
- tijekom operacije prilikom ¢ega se koristi za direktno ciljanje samog tumora bez
prolaska kroz zdravo tkivo
- nakon operacije za uniStavanje preostalih stanica raka.
Iako je radioterapija veoma efikasna, ljudsko tijelo moze primiti samo odredenu dozu
zrac¢enja, nakon Cega je zbog velike stanicne smrti funkcija nepovratno naruSena, a

moguca je 1 smrt od pretjeranog izlaganja radijaciji.

1.1.5.3. Kemoterapija
Kemoterapija koristi razli¢ite kemijske spojeve za lijeCenje raka. Radi na principu
zaustavljanja ili usporavanja rasta stanica raka te sprjeCavanja njihova dijeljenja.

Kemoterapija se upotrebljava za dvije primjene:

- za tretiranje raka gdje djeluje kao lijek, smanjuje Sansu ponovne aktivacije raka
te zaustavlja rast ili dijeljenje stanica

- za olakSavanje simptoma raka pri ¢emu se koristi za smanjivanje tumora koji
uzrokuju bol i druge zdravstvene probleme.

Kemoterapija se moZe primijeniti na viSe nacina:

- oralno u obliku tableta, kapsula ili tekuc¢ina

- intravenozno

- intratekalno injektiranjem izmedu slojeva tkiva koji oblazu mozak i1 lednu
mozdinu

- intraperitonealno injektiranjem u trbusnu Supljinu

- intraarterijalno injektiranjem u arteriju koja hrani tumor

- topicki u obliku kreme koja se nanosi na oboljeli dio koze
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1.1.5.4. Imunoterapija

Imunoterapija je nacin lijeCenja raka koji koristi vlastiti tjelesni imunoloski sustav u
borbi protiv raka. Spada u bioloske terapije jer koristi zive stanice za borbu protiv raka.
Koristi se nekoliko tipova imunoterapije za lijeCenje raka na principu pomaganja
imunoloskom sustavu da se bori protiv raka ili stimuliranjem imunoloskog sustava da
napada stanice raka. Oblici imunoterapije koja pomaze imunoloskom sustavu da djeluje

direktno na rak ukljucuju:

- inhibitori kontrolnih to¢aka - lijek djeluje kao inhibitor molekula koje
sprjeCavaju da T stanice uniStavaju tumorske stanice. Ovaj tip terapije ne napada
sam tumor ve¢ onemogucava njegov obranu od imunoloskog odgovora

- transfer posvojenih stanica — T stanice se uzimaju iz samog tumora te se odabiru
samo najbolje u uniStavanju tumora. Takve stanice se uzgoje u velikom broju i
vracaju natrag u tijelo gdje vrse svoju zadacu

- monoklonska antitijela — to su laboratorijski kreirani proteini koji se vezu na
tumorske stanice. Vezani mogu oznaciti tumorske stanice i napraviti ih
vidljivima imunoloskom sustavu da ih lakSe unisti, neka antitijela mogu blokirati
stanicu da raste ili se dijeli, a neka antitijela uzrokuju direktno samounistenje
tumorskih stanica prilikom vezivanja. Moguca je primjena antitijela koja na sebi
imaju vezane toksine koji se prilikom vezivanja antitijela unose u tumorsku
stanicu i unistavaju je. Ovaj tip imunoterapije jo§ se smatra i ciljanom terapijom
zbog specificnosti vezivanja antitijela.

- terapija cijepljenjem — koriste se tvari koje pomazu pokrenuti imunoloski

odgovor prema stanicama raka.

1.1.5.5. Ciljana terapija

Ciljana terapija je tip terapije koja djeluje na genetske promjene koje omogucavaju
raku da raste, da se dijeli i $iri u tijelu. Lijekovi za ciljanu terapiju su malomolekulski
lijekovi ili monoklonska antitijela. Malomolekulski lijekovi se koriste zbog svog
svojstva da lako ulaze u stanice pa mogu djelovati na unutarstaniCne procese.
Monoklonska antitijela ne ulaze u stanice ve¢ se vezu za njenu povrSinu. Ciljane

terapije djeluju na brojne nacine:

- pomazu imunoloskom sustavu da uniStava stanice raka

- sprjeCavaju stanice raka da rastu
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- sprjeCavaju signale za angiogenezu
- prenose toksicne tvari izravno u stanice raka
- izazivaju direktnu smrt stanica raka
- izgladuju stanice raka sprjeCavajuc¢i stvaranje hormona u tijelu potrebnih za
njihov rast.
Ovakav tip terapije je veoma selektivan prema stanicama raka i nanosi minimalnu stetu
zdravim stanicama, ali razvoj ovakvih terapija je veoma skup te postoji mogucnost

razvoja rezistencije stanica tumora na primijenjeni lijek.

1.1.5.6. Hormonska terapija

U hormonskoj terapiji koriste se razli¢iti hormoni za usporavanje ili zaustavljanje
Sirenja raka. Primjenjuje se kod raka koji zahtijeva hormone za svoj rast i razvoj. Jos§ se
naziva 1 endokrinom terapijom. Hormonska terapija se moze koristiti za dvije razlicite

namjene:

- za lijeCenje raka kao terapija za smanjivanje Sanse za reaktivaciju raka ili za
usporavanje ili zaustavljanje njegova rasta
- za kontroliranje simptoma koji su izazvani smanjenim lu¢enjem hormona iz
oboljelih tkiva poput hormonskog nadomjestanja kod pacijenata s rakom
prostate koji je usao u neoperabilni stadij.
Hormonska terapija radi na nacin da ili blokira mogucénost tijela da sintetizira odredene
hormone ili izmjenjuje nacin kako hormoni djeluju unutar tijela. Ovaj tip terapije ne
koristi se samostalno ve¢ isklju¢ivo u kombiniranim terapijama gdje sluzi kao
predterapija za smanjenje veli¢ine tumora prije kirurSke terapije ili radioterapije, moZe
sluZiti za smanjivanje Sanse reaktivacije raka ili za uniStavanje stanica koje su se vec

rasirile po tijelu.

1.1.5.7. Presadivanje maticnih stanica
Presadivanje mati¢nih stanica koristi se za ponovnu uspostavu tjelesne
sposobnosti da stvara krvne stanice koja je izgubljena tijekom lijeCenja raznih tipova

raka putem visokih doza kemoterapije ili radioterapije.

Presadivanje se vrSi ubrizgavanjem tih stanica u krv nakon ¢aga one putuju u koStanu
stz gdje zauzimaju mjesto uniStenih stanica te se diferenciraju u krvotvorne stanice.
Moguce je izolirati krvotvorne mati¢ne stanice iz koStane srzi, krvi ili pupCane vrpce.

Donor moze biti sam pacijent pa se takvo doniranje naziva autologno, moze biti neki
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drugi odgovaraju¢i donor Sto se naziva alogeno doniranje te donor moze biti
jednojajcani blizanac, ukoliko ga pacijent ima, te se u tom slucaju to naziva sinergijskim
donorstvom. Ukoliko se radi o donoru s razli¢itom DNA potrebno je zadovoljiti niz
kriterija da bi se izbjeglo odbacivanje presadenih stanica. Ovaj tip terapije obicno se ne
koristi za direktno lijeCenje raka ve¢ kao pomoc¢ pri oporavku nakon drugih tipova
lijeCenja. Medutim kod nekih leukemija i multiplog mijeloma presadivanje mati¢nih
stanica je pokazalo da uspjeSno uniStava preostale stanice raka nakon drugih tipova

terapije stvarajuci bijele krvne stanice koje napadaju stanice raka.

1.2.Stanic¢ne linije

Stanicna linija je populacija stanica koja je uzgojena u kontroliranim uvjetima
najces¢e izvan svog prirodnog okruzenja. Nakon izdvajanja iz zivog tkiva stanice se
odrzavaju na zivotu u simuliranim uvjetima u kojima im se pruza sve potrebno za rast i
razmnoZzavanje. OdrZavanje se vr$i u prilagodenim posudama koje sadrze hranjivi
medij. Hranjivi medij mora sadrzavati sve tvari koje bi bile pruzene stanicama da se
nalaze u svojoj prirodnoj sredini, pa tako u sastav medija ulaze aminokiseline,
ugljikohidrati, vitamini,minerali, faktori rasta, hormoni te plinovi poput CO2 i O2. Osim
hranjivih tvari potrebno je dodati pufere te kontrolirati osmotski tlak i temperaturu.
Vecina stanica zahtijeva povrsinu ili suspendirani supstrat na koji se mogu pricvrstiti
dok ostale stanice ne zahtijevaju pa se one mogu uzgojiti unutar medija kao
suspendirana kultura. Zivotni vijek staniénih linija je odreden samim skraéivanjem
molekule DNA i gubitkom geneti¢ke informacije.? Neke staniéne linije su napravljane
besmrtnima pa se one mogu reproducirati beskona¢no uz odrzavanje optimalnih uvjeta
za njihov rast. Besmrtnost je postignuta mutacijom na genima zaduzenim za starenje pa
stanica moze ulaziti u proces diobe bez da na nju utjeCu normalni mehanizmi starenja
stanice koji nakon odredenog broja dioba sprjecavaju stanicu da se dijeli ne bi li se
izbjegao prijenos nakupljenih pogreSaka na genomu na stanice kéeri. Ovakav tip
stani¢ne linije veoma je vazan za znanstvena istrazivanja u biokemiji i1 stani¢noj
biologiji, a sve se vise koriste u biotehnologiji.l® Kada se govori o stani¢nim linijama
tada se misli na stanice dobivene iz viSestani¢nih eukariotskih organizama (Zivotinja,

biljaka, gljiva i mikroba).
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1.2.1. OdrZavanje stani¢nih linija na Zivotu
Nakon izolacije stanica koje zelimo uzgojiti u stani¢noj kulturi iz Zivog tkiva
organizma one ulaze u prirodni proces starenja te se prestaju dijeliti nakon odredenog
broja stani¢nih dioba pri ¢emu 1 dalje zadrzavaju svoju funkciju. Proces starenja razlicit

je kod razli¢itih stani¢nih linija, a opisuje se Hayflickovom granicom.!!

Stanice se uzgajaju na pogodnoj temperaturi i u atmosferi sastavljenoj iz pogodnog
omjera plinova (za stanice sisavaca to je temperatura od 37 °C i atmosfera s oko 5%

koncentracije CO.) unutar inkubatora za stanice.

Slika 4: Inkubator za stani¢ne linije

Veoma je vazno prilagoditi uvjete unutar inkubatora onima u prirodnom okruzenju
stanice jer ista stani¢na linija stvara druge fenotipe stanica pri drugacijim uvjetima.
Stanice nisu direktno izlozene zraku ve¢ se nalaze potopljene unutar medija za rast.
Medij za rast mora sadrzavati tvari koje bi se prirodno nalazile u njihovoj okolini unutar
zivog organizma. Ovisno o tipu stanica koje se uzgajaju medij mora zadovoljiti uvjete
odredene razine pH, koncentracije glukoze, koncentracije razliCitih faktora rasta te

drugih nutrijenata koje stanica zahtijeva za rast i razvoj.
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Tablica 1: Sastojci medija i njihova uloga

Sastojak

Uloga

Izvor ugljika (glukoza/glutamin) | Izvor energije

Aminokiseline

Gradevni elementi proteina

Vitamini

Odrzavanje zdravlja, rast i reprodukcija

Izotoni¢na otopina mineralnih

soli

Odrzavanje osmotskog tlaka i izvor metalnih iona

Fenolsulfonftalein (PSP)

pH indikatorska boja (crvena) koja zakiseljavanjem
prelazi u zutu, a porastom koncentracije baza u ljubicastu

Biskarbonatni /HEPES pufer

Odrzavanje pH medija

Tablica 2: Najcescée koriSteni uvjeti za uzgoj u inkubatoru

Parametri

Temperatura 37 °C
CO; 5%
Relativna vlaznost atmosfere | 95 %

Osim okoliSnih uvjeta te sastojaka hranjive podloge za uzgoj stani¢nih linija vazna je i

gustoéa nasijavanja stanica (broj stanica po volumenu hranjive podloge) te potreba za

ucvrs€ivanjem za povrSinu. Stanice se drugacije ponasaju kada se nalaze u gusto

nasadenoj podlozi ili kada imaju viSe praznog prostora oko sebe. Takoder brojne

stani¢ne linije ne mogu preZivjeti suspendirane u podlozi ve¢ zahtijevaju povrSinu za

rast.’
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1.2.2. Stanic¢na linija T-24
Stani¢na linija T-24 je besmrtna stani¢na linija uzgojena iz tkiva mokra¢nog
mjehura oboljelog od karcinoma prijelaznih stanica.’®* Morfoloski prijelazne stanice su
epitelne stanice koje se nalaze na povrsini mjehura i ¢ine izolacijski sloj koji odjeljuje
mjehur od urina. Ova stani¢na linija je primarno adherentna linija i zahtijeva povrSinu

na koju se moze vezati za rast i razvoj.

Slika 5: Mikroskopska slika stani¢ne linije T24

Generacijsko vrijeme za stanice ove linije je 19 sati. Cuva se u 1,5 mM L-glutamina i
2200 mg/L natrijevog bikarbonata u koju je dodano 10% fetalnog govedeg seruma kao
izvora energije. Rastu na temperaturi od 37°C i koncentraciji CO2 od oko 5%.
Precjepljivanje ove stani¢ne linije vr$i se u omjerima 1:3 do 1:8, a mijenjanje hranjive
podloge mora se vrsiti 2 do 3 puta na tjedan. Precjepljivanje se vrsi uklanjanjem medija
te ispiranjem posude na koju su stanice ucvrséene s otopinom 0,25% tripsina, 0,03%
EDTA. Potom se doda 1 do 2 mL otopine tripsin-EDTA te ostavi na sobnoj temperaturi
da se stanice odvoje od podloge. Stanicama se dodaje svjeza hranjiva podloga nakon

ega se prenesu u novu posudicu gdje se one ponovno vezu za stjenke posude. >
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1.2.3. Stani¢na linija TCCSUP

Stani¢na linija TCCSUP uzgojena je iz mokraénog mjehura oboljelog od G4
karcinoma prijelaznih stanica. lako su ove stanice nastale iz epitelnih stanica izgubile su

morfoloske znacajke koje karakteriziraju epitelne stanice.

Slika 6: Mikroskopska slika stani¢ne linije TCC SUP

Adherentna su stani¢na linija pa im za rast i razvoj treba podloga. Generacijsko vrijeme
im je od 30 do 40 sati.*” Cuvaju se u hranjivoj podlozi koja sadrzi 2mM L-glutamina,
ImM natrijevog piruvata i 1500 mg/L natrijevog bikarbonata te 10% fetalnog govedeg
seruma. Rastu u atmosferi s oko 5% CO, i na temperaturi od 37°C. Precjepljivanje se
vr$i u omjerima od 1:2 do 1:3, a hranjiva podloga se mora zamijeniti 2 do 3 puta na
tjedan. Precjepljivanje se vrsi uklanjanjem hranjivog medija nakon Cega se sloj stanica
ispere otopinom 0,25% (w/v) tripsina i 0,53 mM EDTA. Doda se 2 do 3 mL otopine
tripsin-EDTA da se stanice odvoje od podloge. Nakon odvajanja stavi se hranjiva

podloga i prenesu stanice u novu posudu te stave u inkubator.!>1®
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1.2.4. Stanic¢na linija LN-229
Stani¢na linijja LN-229 uzgojena je iz mozdanog tkiva toCnije iz desnog

frontalnog parieto-okcipitalnog korteksa oboljelog od glioblastoma.

Slika 7: Mikroskopska slika stani¢ne linije LN229

Morfoloski ove stanice su epitelne i adherentnog su tipa. Generacijsko vrijeme
im je 31 sat.?’ Cuvaju se u hranjivoj podlozi koja sadrzi 4 mM L-glutamina, 1mM
glukoze, 1mM natrijevog piruvata i 1500 mg/L natrijevog bikarbonata te 5% fetalnog
govedeg seruma. Rastu na temperaturi od 37°C. Precjepljivanje se vrsi u omjerima 1:4
do 1:6. Vrsi se tako da se prvo ukloni hranjiva podloga iznad sloja stanica. Nakon
uklanjanja podloge stanicni sloj se ispire s otopinom 0,25% (w/v) tripsina i 0,53% (w/v)
EDTA da bi se uklonili ostatci podloge. Dodaje se 2 do 3 mL otopine tripsin-EDTA da
se stanice odlijepe od povrSine posude nakon ¢ega im se doda hranjiva podloga i

prenesu se u novu posudu.t819
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1.3. Ispitivani spojevi

1.3.1. Seskviterpeni

Seskviterpeni su C15 terpenski spojevi gradeni od tri izoprenske jedinice. Zbog

velikog broja ugljikovih atoma seskviterpeni grade viSe razli¢itih prostornih struktura.

Razlikujemo:

e aciklic¢ke seskviterpene poput a-farnezena, B-farnezena i farnezola,

M\)\
HO

e monocikli¢ke seskviterpene poput germakrana i humulana,

st

e biciklicke seskviterpene kao Sto su kadinan, eudezman i gvajan,

o triciklicke seskviterpene poput cedrana i aromadendrana.

S
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Osim navedene podjele po broju prstenova u strukturi postoji i podjela seskviterpena u
18 grupa koja je temeljena na dokazanom ili pretpostavljenom biosintetskom odnosu.?

Seskviterpene Cesto nalazimo kod visih biljaka, ali i u brojnim drugim organizmima
poput morskih organizama i gljiva. Kemijski gledano, seskviterpene nalazimo u obliku
ugljikovodika te u oksidiranim oblicima poput laktona, alkohola, kiselina, aldehida i
ketona. Sastavni su dio velikog broja eteri¢nih ulja 1 farmakoloskih proizvoda kojima

daju aromu. %

1.3.2. Farnezol
Farnezol je seskviterpenski aciklicki alkohol. Pri standardnim uvjetima je
bezbojna tekuéina. Netopljiv je u vodi, a dobro topljiv u mastima. Ima cvjetni miris koji
neke ljude podsjeca na durdice (lat.Convallaria majalis). Sintetizira se iz manjih
izoprenskih spojeva u biljkama i zivotinjama. Reakcijom geranil-pirofosfata s
izopentenil-pirofosfatom nastaje C15 spoj farnezil pirofosfat koji je meduspoj za

biosintezu seskviterpena. Daljnjom oksidacijom nastaje farnezol.

Farnezol nalazimo u brojnim eteri¢nim uljima poput eteri¢nog ulja limunske trave, ruze,
citronele itd. Koristi se u proizvodnji parfema za naglaSavanje cvjetnih nota u parfemu
tako da djeluje kao dodatno otapalo koje regulira isparljivost drugih mirisnih spojeva.
Za ovu namjenu se veoma Cesto koristi kod proizvodnje parfema na bazi ljiljana. U
duhanskoj industriji se koristi za aromatiziranje cigareta. Koristi se i u kozmetici jer

pokazuje antibakterijsko djelovanje.??

AN NS AN OH

Slika 8: Strukturna formula farnezola

Osim ve¢ spomenutog antibakterijskog djelovanja farnezol se ispituje kao

kemopreventivni i antitumorski agent.?3

1.3.3. Nerolidol
Nerolidol, takoder znan kao peruviol, je alifatski seskviterpenski alkohol s dva

kiralna centra u svojoj strukturi. U prirodi ga nalazimo kao smjesu cis- i tran-s
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konformacijskih izomera. Sam nerolidol je izomer farnezola s razliCitim polozajem
jedne dvostruke veze i hidroksilne skupine. Sastojak je brojnih eteri¢nih ulja kojima
daje drvenastu aromu poja podsjeca na koru drveta. Koristi se kao pojaciva¢ aroma te
kao mirisna komponenta u parfemima, kozmetici, Samponima, sapunima i drugim

higijenskim potrepstinama.

NN NS
HO
=
Slika 9: cis-Nerolidol
HO
NS NN =

Slika 10:trans-Nerolidol

Ispitivanja su pokazala da nerolidol ima svojstvo poboljSanja transdermalnog transporta
lijekova 1 drugih tvari koje prodiru kroz kozu zbog njegova rasporedivanja u dvosloju
izmedu fosfolipidnih molekula. Nerolidol pokazuje antitumorsko djelovanje zbog
utjecaja na prenilaciju proteina ili efekta na mevalonatni sintetski put. Antibakterijska
svojstva takoder su potvrdena kroz niz ispitivanja sugerirajuci na to da nerolidol dovodi
do oSteCenja stanicne membrane. Potvrdeno je 1 antifungalno djelovanje te
antilismenijsko djelovanje (uniStava parazit vrste Leishmania). Nerolidol pokazuje
svojstvo inhibicije stvaranja €ireva induciranih etanolom, indometakinom i stresom.

Koristi se u raznim pesticidima.?42>2
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1.4. Postupak ispitivanja spojeva na antiproliferirajuce djelovanje

Postoji mnogo razli¢itih pristupa koji  se mogu iskoristiti kao test na
antiproliferiraju¢e djelovanje odredenog spoja, ali MTT test se zbog svoje
jednostavnosti i brzine provedbe ustalio kao prvi izbor za ovakav tip ispitivanja. MTT
test je kalorimetrijski test za procjenu metabolicke aktivnosti u stanicama. NAD(P)H
ovisne oksidoreduktaze koje se nalaze unutar zivih stanica, pod odredenim uvjetima,
mogu se koristiti kao pokazatelj broja zivih stanica u ispitivanom Sustavu.
Oksidoreduktaze su enzimi sposobni reducirati zuti tiazolni spoj MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev  bromid) do formazana. Rezultirajuci
intracelularni ljubiCasti formazan moze se izmjeriti spektrofotometrijski pri valnoj

duljini od 570 nm,

N —N Mitohondrijska oksidoreduktaza HN —pN
N*
N—
©/ o
/
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan
(MTT) (Formazan)

Slika 11: Oksidoredukcijska reakcija MTT (Zuto)pri ¢emu nastaje ljubicasto obojeni
formazan

Stanice s slabijim metabolizmom, poput timocita i splenocita, reduciraju jako male
kolicine MTT dok stanice sa snaznim metabolizmom (one koje se brzo dijele)
reduciraju velike koli¢ine MTT. Za provodenje samog testa veoma je vazno paziti na
reakcijske uvjete jer oni bitno utjeCu na samu metabolicku aktivnost pa mozemo dobiti

pogresne rezultate iako same stanice nisu bile pod utjecajem ispitivanog spoja.?’
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1.5. Metode odredivanja i identifikacije proteina

1.5.1. Grada i struktura proteina

Proteini, takoder poznati kao polipeptidi, su organski spojevi izgradeni od
aminokiselina koje su povezane u linearne lance koji se slazu u globularne strukture.
Postoji dvadeset aminokiselina koje prevladavaju u strukturama proteina koji se
pojavljuju u prirodi. Proteini se razlikuju jedan od drugog po tipu, broju i rasporedu
aminokiselina koje ga grade. Rezultat toga je razlika u molekulskoj strukturi i fizikalno-
kemijskim osobinama proteina. Tako lanac aminokiselina predstavlja primarnu
strukturu toga proteina. Sama primarna struktura najcesce je bioloski neaktivna. Ovisno
0 svojstvima aminokiselina koje ga grade protein se, najéeSée sam, smotava U
trodimenzionalne strukture. Tako nastaje sekundarna struktura proteina koja je
stabilizirana vodikovim vezama 1 sadrzi jednostavne trodimenzionalne strukture poput
uzvojnica i plocastih struktura. Tercijarna struktura proteina nastaje kada se sekundarne
strukture stabiliziraju u prostoru u odnosu na druge sekundarne strukture istog
aminokiselinskog lanca. Sama tercijarna struktura je bioloski aktivna i1 predstavlja
nativnu strukturu proteina, a to je forma u kojoj se taj protein prirodno nalazi. Neki
aminokiselinski lanci se udruzuju s drugim lancima tvore¢i proteinske komplekse koji
¢ine kvartarnu strukturu proteina. Proteini su esencijalni gradevni element Zivih
organizama i sudjeluju u svim procesima koji se odvijaju u stanicama. Mnogi proteini
su enzimi, bioloski katalizatori, koji ubrzavaju kemijske reakcije unutar stanice $to ih

¢ini neizostavnim dijelom metabolizma.?*

1.5.2. Odredivanje ukupne koli¢ine proteina u uzorku

Odredivanje sadrzaja ukupnih proteina vr$i se putem raznih metoda zasnovanih
na fizikalno-kemijskim osobinama proteina. Kjeldahl i Dumas metodama odreduje se
ukupni sadrzaj proteina na temelju sadrzaja dusika koji se nalazi u uzorku. Ni jedna ni
druga metoda nisu direktne metode odredivanja proteina jer neke aminokiseline imaju
viSe od jednog dusSika u molekuli pa se za interpretaciju rezultata koriste konverzijski
faktori. Kod Kjeldahl metode sav dusik se koristenjem jake mineralne kiseline prevodi u
amonijak koji se titracijski odreduje 1 iz kojeg se posebnom formulom dobije ukupna
koli¢ina proteina. Dumas metoda koristi visokotemperaturno spaljivanje uzorka pri
¢emu se vezani duSik oslobada kao N2 koji se nakon procis¢avanja odreduje
konduktometrijski. KoriStenjem izvedene formule i konverzijskog faktora odredi se

ukupni sadrzaj proteina u uzorku. UV-Vis spektroskopijske metode se takoder koriste
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za odredivanje sadrzaja proteina. Najjednostavnija je mjerenje apsorbancije uzorka na
280 nm jer aminokiseline triptofan i tirozin apsorbiraju elektromagnetsko zracenje te
valne duljine, a sadrzane su u gotovo svim polipeptidnim lancima. Postoji moguénost
interferencije mjerenja s DNA koja takoder apsorbira zracenje na istoj valnoj duljini no
to se rjesava kontrolnim mjerenjem druge valne duljine i odredivanjem razlike. Biuret
metoda je metoda kojom se stvara ljubi¢asto obojenje koriStenjem iona bakra za bojanje
peptidnih veza. Odredivanjem apsorbancije na 540 nm i koriStenjem kalibracijske
krivulje dobije se koli¢ina proteina u uzorku. Lowrijeva metoda je poboljsanje na Biuret
metodu jer se osim bakrovih iona koristi i boja koja se veze na tirozinske i triptofanske
rezidue dajuéi izrazenije obojenje i nizu granicu odredivanja. Metode bojanjem
zasnivaju se na koriStenju anionske boje koja se veze na pozitivno nabijene proteine §to
se postize podeSavanjem pH vrijednosti otopine. Vezivanjem boje nastaje netopljivi
talog, a nevezana boja ostaje u otopini. Iz razlike apsorbancije elektromagnetskog
zracenja koriStene boje, prije bojanja i nakon bojanja, izracuna se koli¢ina proteina u
uzorku. Za izracun ukupne koli¢ine proteina moguce je koristiti i turbidimetrijsku
metodu koja se zasniva na denaturaciji proteina koriStenjem kemijskog agensa poput
trikloroctene kiseline §to zamuti otopinu. Odredivanjem turbiditeta dobije se koli¢ina
proteina u uzorku. Osim ovih metoda, postoje metode zasnovane na mjerenju fizikalnih
svojstava proteina kao Sto su mjerenje gustoce 1 indeksa refrakcije, mjerenje adsorpcije
elektromagnetskog zracenja (UV-Vis, IR i NMR tehnike) te mjerenje rasipanja
elektromagnetskog zraCenja i ultrazvuka. Ove metode daju najmanje pouzdane
rezultate, ali ih je najlakSe primijeniti na velike proizvodne sustave za kontrolu samog

procesa.?%3

1.5.3. Metode izdvajanja proteina iz smjese

Razdvajanje proteina iz smjese zasnovano je na njihovim razli¢itim fizikalno-
kemijskim svojstvima, kao $to su: veli¢ina, naboj, adsorpcijske karakteristike, topljivost
1 toplinska stabilnost. Odabir metode, koja ¢e se koristiti za separaciju, ovisi 0 nizu
faktora kao Sto su: razlozi same analize, koli¢ina uzorka na raspolaganju, Zeljena
Cistoca, dostupnost opreme, vrsti proteina prisutnih u uzorku i sama cijena analize.
Potrebno je obratiti paznju na to je li potrebno da protein ostane u nativnoj strukturi jer
brojne metode za razdvajanje i identifikaciju narusavaju nativnu strukturu proteina.
Poznavanje strukture 1 mogucih interakcija koje odredivani protein ima od velike je

pomo¢i kod odabira metode no ukoliko se radi o nepoznatom proteinu postoji
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vjerojatnost da ¢e za tocno razdvajanje i identifikaciju samog biti potrebno obaviti veci
broj analiza. Ukoliko je struktura poznata mozemo prilagoditi uvjete u smjesi kao sto su
pH, ionska jakost, otapalo i temperaturu da pospjesimo izdvajanje odredivanog proteina

iz smjese. %%

1.5.3.1. Metode razdvajanja bazirane na topljivosti

Metode razdvajanja bazirane na topljivosti proteina iskoriStavaju Cinjenicu da su
razli¢iti proteini manje ili viSe topljivi u vodenoj otopini. Topljivost proteina
determinirana je aminokiselinama Kkoji grade njegov polipeptidni lanac te njihov
razmjestaj u prostoru jer to odreduje njegovu veli€ini, oblik, hidrofobnost i1 elektri¢ni
naboj. Proteine je moguce specifi¢no istaloziti ili otopiti promjenama pH vrijednosti,
ionske jakosti, dielektri¢ne konstante ili temperature otopine. Ova metoda razdvajanja
najlakSa je za primjenu u velikim sustavima za razdvajanje proteina zbog njezine
jednostavnosti, brzine i1 niske cijene izvedbe. Vefinom predstavlja prvi korak za
izdvajanje proteina u proizvodnim pogonima jer eliminira vec¢inu onecis¢enja. U ovaj

tip metoda za izdvajanje proteina ubrajamo:

1. Isoljavanje — postupak talozenja proteina dodatkom velike koli¢ine soli,
dovoljno velike da prede kriticnu granicu poznatu kao granica isoljavanja.
Proteini u otopini su hidratizirani. Dodatkom soli voda zbog veceg afiniteta
hidratizira sol i otapa je, a kada je koli¢ina soli toliko velika da ne postoji
dovoljan broj molekula vode da hidratiziraju protein, on se izdvaja iz otopine.
Najcesce se za isoljavanje koristi amonijev sulfat zbog njegove velike topljivosti
u vodi, ali moguce je koristiti i druge soli poput natrijevog ili kalijevog klorida.
Isoljavanje se najc¢es¢e vrsi u dva koraka. Prvo se unese dovoljno soli da se
pribliZi granici isoljavanja za odredeni protein, ali se ta granica ne prelazi. Svi
proteini manje topljivosti se istaloze ovim korakom smanjujuci broj primjesa u
daljnjemu radu. U drugom koraku koncentracija soli u otopini podiZze se malo
iznad same granice isoljavanja §to dovodi do talozenja traZenog proteina. U oba
koraka se istaloZeni proteini uklanjaju centrifugiranjem radi ubrzanja postupka
rada. Ova metoda je jednostavna za izvodenje, ali stvara problem kontaminacije
otopine velikom koli¢inom soli pa su potrebni daljnji postupci za njihovo
uklanjanje.

2. lzoelektricna precipitacija — postupak talozenja proteina na temelju njihove

izoelektricne tocke (pl), pH vrijednosti pri kojoj je ukupni naboj molekule
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proteina nula. Nepostojanje elektriénog naboja dovodi do situacije da nista ne
sprjeCava molekule proteina da koaguliraju. Svi proteini imaju razlicitu
izoelektricnu toCku pa podeSavanjem pH vrijednosti otopine mozemo izdvojiti

to¢no odredeni protein.

3. Frakcioniranje otopine pomocu otapala — Topljivost proteina ovisi 0
dielektri¢noj konstanti otapala koje ga solvatira zato Sto solvatacija utjece na
elektrostatske interakcije izmedu nabijenih Cestica. Snizavanjem dielektricne
konstante otopine smanjuje utjecaj elektrostatskih interakcija tako smanjujuci
dielektricnu konstantu ¢ime se smanjuje topljivost proteina. To se dogada jer
otapala s visokom dielektricnom konstantom tvore barijeru izmedu nabijenih
Cestica dok otapala niske dielektriéne konstante stvaraju otpor nabijenim
Cesticama da se agregiraju. Gubitkom naboja proteini se istaloZe. SniZavanje
dielektri¢ne konstante vodene otopine vrsi se dodatkom vodotopljivih organskih
otapala poput etanola ili acetona. Potrebna koli¢ina ovisi 0 samom proteinu
kojega se izdvaja daju¢i nam moguénost separacije na temelju topljivosti. Za
izvodenje postupka koristi se koncentracija organskog otapala od 5 do 60% te se
postupak izvodi pri 0°C da bi se izbjegla denaturacija proteina oslobodenom
toplinom nakon otapanja organskog otapala u vodi.

4. Denaturiranje kontaminirajuéih proteina — postupak razdvajanja proteina

koriste¢i se poznavanjem njihove stabilnosti prema toplini 1 ekstremnim pH
uvjetima. Ovaj postupak se koristi za izdvajanje proteina visoke stabilnosti tako
da se primjenom visoke temperature ili jako bazi¢nih 1 kiselih uvjeta taloze

manje stabilni proteini, a u otopini zaostaje traZeni protein. 2%

1.5.3.1. Metode razdvajanja bazirane na adsorpcijskim karakteristikama

Separacija na temelju razliitih adsorpcijskih karakteristika najceS¢e se izvodi u
obliku adsorpcijske kromatografije. Metode su zasnovane na adsorpciji/desorpciji na
¢vrstoj stacionarnoj fazi baziranoj na razli¢itom afinitetu proteina prema CEvrstoj fazi.
Dolazi u dvije izvedbe: kromatografija na otvorenoj koloni i visokoefikasna tekuéinska

kromatografija. U separaciju na temelju razlicitih adsorpcijskih karakteristika ubrajamo:

1. Kromatografija ionskom izmjenom — kromatografija bazirana na

adsorpciji/desorpciji iona u otopini na elektricki nabijenoj ¢vrstoj stacionarnoj
fazi. NajCesce je koriStena kromatografska tehnika za separaciju proteina. MoZe

biti u obliku anionskog izmjenjivaca u kojem pozitivno nabijena stacionarna
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faza izmjenjuje negativni ion za negativno nabijenu proteinsku molekulu te u
obliku kationskog izmjenjivaca gdje negativnho nabijena stacionarna faza
izmjenjuje pozitivno nabijeni ion za pozitivno nabijenu proteinsku molekulu.
Selektivnost metode proizlazi iz odabira pH i ionske jakosti otopine Koji
favoriziraju maksimalno vezivanje zeljenog proteina. Ostali proteini se u tim
uvjetima vezu slabije pa bivaju isprani s kolone. Protein od interesa ispire se s
kolone koriste¢i otopinu za ispiranje koja favorizira otpustanje tog proteina s
kolone.

2. Afinitetna kromatografija — kromatografija bazirana na veoma specificnom

vezivanu proteina od interesa s ligandom kovalentno vezanim za stacionarnu
fazu. Ligand je molekula koja ima veoma specificni 1 reverzibilni afinitet
vezivanja za tocno odredeni protein. PropuStanjem smjese proteina kroz
stacionarnu fazu na kojoj je vezan za trazeni protein, specifi¢ni ligand dovodi do
vezivanja trazenog proteina dok se ostali proteini isperu s kolone. Protein od
interesa se tada ispire s kolone koriStenjem otopine za ispiranje koja favorizira
desorpciju tog proteina. Ova metoda je veoma efikasna 1 daje veoma Cdisti
protein, ali veliki nedostatak ove metode je cijena zbog potrebe za proizvodnjom

kolona koje sadrze specifi¢ne ligande. 2%

1.5.3.3.Metode razdvajanja bazirane na velicini proteina

Metode razdvajanja bazirane na razliitoj veli€ini proteina iskoriStavaju volumen
koji protein zauzima u prostoru kao separacijsku varijablu. Obi¢no proteinske molekule
imaju mase od 10.000 do 1.000.000, ali ove separacijske metode ne koriste masu veé
Stokeov radijus molekule. Stokesov radijus je prosjecni radijus molekule koji ona
zauzima dok se nalazi u otopini, a ovisi o trodimenzionalnoj strukturi molekule. Radijus
raste promjenom oblika proteina iz gustog globularnog proteina, preko nasumic¢no
smotanog oblika do molekule Stapic¢astog oblika. Metode separacije bazirane na veli¢ini

proteina su:

1. Dijaliza — koristi se za separaciju molekula kroz polupropusnu membranu koja
propusta molekule manje od veliine pora na membrani, a vece molekule ostaju
zarobljene. Smjesa proteina ulije se u sustav cijevi napravljenih u obliku
polupropusne membrane koje su smjestene unutar vodom ili puferom ispunjenog
spremnika. Male molekule izlaze iz otopine niz koncentracijski gradijent dok

vece molekule ne uspijevaju pro¢i kroz pore na membrani pa zaostaju unutar
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sustava. Metoda je veoma spora zahtijevajuci provodenje postupka do 12 sati.
Nema primjenu u industriji, a u laboratorijskim uvjetima sve rjede se
primjenjuje. NajceS¢a uloga dijalize je za uklanjanje soli iz otopine nakon
provedenog postupka isoljavanja ili kod promjene pufera.

2. Ultrafiltracija — separacija kroz polupropusnu membranu uz primjenu tlaka.
Manje molekule prolaze kroz pore membrane dok vece zaostaju. Sama metoda
veoma je slicna dijalizi, ali primjena povecanog tlaka ubrzava provodenje
postupka. Ova metoda zamijenila je dijalizu kao primarnu metodu razdvajanja
proteina.

3. Kromatografija isklju¢ivanjem — separacijska tehnika na temelju veliine

proteina. Stacionarnu fazu c¢ine porozne kuglice od polimernog materijala.
Smjesa proteina propusta se kroz kolonu. Manje molekule ulaze u pore kuglica
zaostajuéi za ve¢im molekulama koje su za to prevelike pa se brze ispiru s
kolone. Postignuta je separacija od ve¢ih prema manjim molekulama. Veli¢ine
pora na kuglicama odreduje djelotvornost metode. Ova metoda omogucava
odredivanje veli¢ine nepoznatog proteina usporedivanjem volumena potrebnog

za njegovu eluaciju s volumenom eluacije proteina poznate veli¢ine. %%

1.5.3.4.Metode razdvajanja primjenom elektricnog polja

Metode razdvajanja proteina temeljene na elektroforezi za razdvajanje se oslanjaju
na razli¢itosti u migraciji nabijenih Cestica kroz otopinu pod utjecajem elektricnog
polja. Ove metode omogucuju razdvajanje proteina na temelju njihove veli¢ine, oblika

ili naboja. U elektroforetske metode ubrajamo:

1. Nedenaturirajuéu elektroforezu — metoda u kojoj se pokusava ocuvati nativna

struktura proteina. Za rad primjenjuje se puferska otopina koja odrzava
proteinsku molekulu u nativnom obliku. Na gel (naj¢esce poliakrilamidni,
Skrobni ili agarozni) se primjeni napon. Proteini se kre¢u kroz gel u smjeru
elektrode suprotna naboja, a brzina kretanja im ovisi 0 naboju te trenju molekula
1 polimerne mreZe gela. Ova metoda koristi naboj, veli¢inu 1 oblik proteina kao
temelj za razdvajanje.

2. Denaturirajuca elektroforeza — metoda razdvajanja proteina na temelju

molekulske mase. Za razliku od nedenaturirajuce elektroforeze denaturiraju¢om
elektroforezom proteina izbjegava se utjecaj naboja i oblika molekule postizuci

razdvajanje koriStenjem samo jedne karakteristike Sto olakSava daljnju
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identifikaciju proteina. Za denaturaciju koriste se merkaptoetanol i natrijev
dodecilsulfat (SDS), gdje merkaptoetanol razara disulfidne veze, a SDS se
hidrofobno veze za proteine daju¢i im ujednaCen negativan naboj po cijeloj
duzini molekule i sprjecavaju¢i ponovno smatanje u trodimenzionalnu strukturu.
Proteini putuju prema pozitivno nabijenoj elektrodi razdvajajuci se iskljucivo
prema njihovoj veli¢ini (ovisnoj samo o molarnoj masi) te veli¢ini pora u gelu.
Manji proteini krecu se brze kroz gel od vecih proteina Sto dovodi do njihova
razdvajanja. Za pracenje dosega razdvajanja koristi se boja, najceS¢e bromfenol
plavo. Ona zbog male mase putuje ispred proteina (stvara front). Proteine je
moguée obojiti da bi postali vidljivi. KoriStenje standarda ili takozvanog
markera moguce je odrediti prosjecne veli€ine proteina dobivenih razdvajanjem.

Elektroforeza izoelektricnim fokusiranjem — metoda separacije koja koristi

naboj molekula kao karakteristiku razdvajanja. Proteini se razdvajaju na temelju
naboja na gelu s pH gradijentom. Kre¢u prema suprotno nabijenoj elektrodi kroz
pH gradijent dok ne dodu u podrucje pH gdje dostizu svoju izoelektri¢nu tocku.
U toj to€ki protein nema prosjeni naboj pa se ne moze dalje kretati kroz
elektri¢éno polje omogucujuci veoma efikasnu separaciju iz smjese. Moguce je
koristiti gelove s uskim ili Sirokim podru¢jem pH vrijednosti. Gel s uskim
podrucjem pH koristi se kada poznajemo pl odredivanog proteina dok se gelovi
sa Sirokim pH podruc¢jem koriste za dobivanje Sire slike proteinskog sastava u
otopini.

Dvodimenzionalna elektroforeza — oblik denaturiraju¢e elektroforeze za

postizanje vece rezolucije razdvajanja. Prvo se vr$i razdvajanje na temelju
izoelektri¢nog fokusiranja, a onda zakretanjem gela za 90° na temelju veli€ine

molekule.2%30
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1.5.4. Metode za identifikaciju proteina
Kao tehnika za identifikaciju proteina koristi se tehnika Western blot. Najces¢a
inacica te metode je imunobojanje. Prije imunobojanja obi¢no se izvodi elektroforetsko
razdvajanje SDS-PAGE metodom da bi se proteinska smjesa razdvojila na temelju
molekulske mase. Proteini se tada prebacuju na specijalne membrane na kojima se dalje
izvrSava postupak imunobojanja. Imunobojanje je tehnika koriStenja specificnih
antitijela za identifikaciju za to antitijelo specifi¢nog proteina. Zbog te specifi¢nosti

vezivanja antitijela i proteina vezivanje daje dokaz da je rijec o trazenom proteinu.

Ostale metode koje se koriste za identifikaciju proteina su Edmanova degradacija i
masena spektrometrija. Edmanova degradacija je metoda sekvenciranja aminokiselina
koje grade polipeptidni lanac. Aminokiselina se oznaci odredenim markerom kojega
mozemo identificirati nakon ¢ega se otkine od samog lanca ne naruSavajuéi peptidne
veze na bilo kojem drugom polozaju u molekuli. Detekcijom markera i izdvajanjem iz
otopine vr$i se analiza kojom se odredi o kojoj je aminokiselini rijec. Postupak
degradacije se ponavlja za svaku aminokiselinu koja gradi lanac dok se ne identificiraju
sve aminokiseline. Ova metoda nam daje tocan uvid u aminokiselinski sastav
polipeptidnog lanca identificiraju¢i odredeni protein i omogucujuci odredivanje
svojstava koje bi taj protein mogao imati. Masena spektrometrija je druga metoda za
identifikaciju proteina koja mjeri odnos mase i naboja nabijenih Cestica. Svaki protein
definiran je njegovom molarnom masom pa poznavanjem molekulske mase moguce je
identificirati istrazivani protein. Postojanje viSe pikova na spektrogramu nakon analize
daje nam za neki protein specifiéni izgled spektrograma. Postoje baze spektrograma

koje je moguée kupiti i tako veoma brzo i pouzdano odrediti o kojem se proteinu radi.®!
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1.5.5. Western blot metoda

Western blot metoda ili proteinska imunoblot metoda je analiticka tehnika koja
se koristi za detekciju specificnih proteina u uzorku. Koristi se u brojnim granama
bioznanosti poput molekularne biologije i imunogenetike. Kao uzorak moguce je
koristiti tkivni homogenat ili ekstrakt. Uzorak se prvo podvrgava obradi u vidu
denaturacije, a zatim se vrsi elektroforeza. Nakon elektroforeze membrana se ispire
otopinom koja sadrzava specificno antitijelo. Antitijela mogu biti izolirana iz zivotinja
ili mogu biti sintetskog porijekla. Antitijelo se veze za specificni protein nakon ¢ega se
viSak antitijela ispere. Sekundarno antitijelo se nakon dodatka veze na primarno
antitijelo pojacavajuéi signal, ali i nose¢i na sebi vezanu molekulu koja sluzi za razvoj
signala. Ta molekula moze davati signal bojanjem, imunoflorescencijom ili emisijom
radijacije. Metode sli¢éne ovoj su dot blot analiza, kvantitativna dot blot analiza,
imunohistokemijska analiza, imunocitokemijska analiza te vezani enzimski
imunosorbentski test (ELISA).

Sam naziv Western blot je proizasao iz igre rije¢ima na temelju Southern blota koji se
koristi za detekciju DNA razvijenog od strane Edwina Southerna koji radi po slicnom

principu. 2

1.5.5.1. Aplikacija

Western blot metoda cesto se koristi u biokemiji za kvantitativno odredivanje
proteina i proteinskih modifikata (poput post-translacijski modificiranih proteina).
Koristi se 1 kao glavna metoda za dokazivanje postojanja odredenog proteina unutar
uzorka. Moguce je koristiti ovu metodu za procjenu koli¢ine proteina u uzorku koriste¢i
se veli¢inom 1 intenzitetom boje kojom je obojana vrpca na blot membrani. Takoder
koriste¢i se standardnim otopinama proteina kojega odredujemo moguce je dobiti 1
priblizne koncentracije tog proteina u uzorku. Western blot metoda koristi se za
dokazivanje proteina i njihove Cisto¢e nakon procesa kloniranja te u medicini za
dijagnosticiranje raznih bolesti npr. u HIV testu ili BSE testu. Jedna od novijih primjena
ove metode je u sprjecavanju krvnog dopinga kod sportasa kod kojeg se u krvotok
unose nositelji kisika ne bi li se povecanjem dostupnosti kisika u tijelu poboljsali

sportski rezultati. 28
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1.5.5.2. Procedura

Western blot metoda sastoji se od gel elektroforeze koja sluzi za razdvajanje
proteina. Proteini se razdvajaju u nativnoj strukturi ili se denaturiraju ovisno kakvo
razdvajanje zelimo posti¢i. Poslije provedene elektroforeze na gelu vrsi se
elektroforetski transfer proteina na membranu (PVDF ili nitrocelulozna membrana) te
imunobojanje da bi se vizualizirao odredivani protein. Natrijev dodecilsulfat —
poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE) se obi¢no koristi kod elektroforetskog
razdvajanja proteina. SDS ima ulogu pufera u gelu 1 u otopini u kojoj se vrsi
elektroforeza. On daje svim proteinima uniforman negativan naboj ¢ime se sprjeCava
razdvajanje na osnovi naboja i postize de se svi proteini kre¢u u istom smjeru prema
pozitivnoj elektrodi. Prije same elektroforeze uzorci se ¢esto prokuhavaju da bi doslo do
denaturacije svih prisutnih proteina. Ovo osigurava da se razdvajanje odvija samo na
osnovi duljine polipeptidnog lanca te sprjeCava enzime prisutne u samom uzorku
(proteaze) da degradiraju uzorak. Nakon elektroforetske separacije vrsi se transfer
proteina na membranu (obi¢no nitroceluloznu ili PVDF), a preostala vezuju¢a mjesta na
membrani se blokiraju koriStenjem mlijeka (ili nekog drugog blokiraju¢eg agensa) da bi
se sprijecilo nespecificno vezivanje antitijela. Potom se nanosi antitijelo koje se
specificno veze na trazeni protein, a zatim se nanosi sekundarno antitijelo koje se veze
na ve¢ vezano primarno antitijelo te se koristi za detekciju putem raznih metoda.
VaZnost provodenja gel elektroforeze za ovu metodu nije u samom razdvajanju proteina

po masi veé da bi se sprije¢ilo nespecifiéno vezivanje antitijela. 2

1.5.5.3. Priprema uzorka

Uzorkovanje za Western blot metodu moze se vrsiti iz tkiva ili iz stanine
kulture. Uzorak se prvo usitnjava mehanicki koristenjem blendera, homogenizatora ili
sonifikacijom. Osim stanica moguce je uzorkovati viruse i izvanstaniéni matriks koji
takoder sadrzavaju proteine koji se mogu odrediti ovom metodom. Razli¢iti detrgenti,
soli i puferske otopine mogu se Kkoristiti za poticanje lize stanica i otapanje proteina.
Fosfataze i proteaze koje bi mogle ostetiti uzorak, a prirodno se nalaze u uzorku,
moraju se inaktivirati dodatkom inhibitora. Sama priprema uzorka vr$i se na hladnom
da bi se izbjegla denaturacija i degradacija proteina. Moguce je koristiti kombinaciju
mehanickih 1 biokemijskih tehnika u vidu razli¢itih filtracija i centrifugiranja da bi se

dobili uzorci razli¢itih stani¢nih struktura i organela. 28
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1.5.5.4. Gel elektroforeza

Proteini sadrzani unutar uzorka razdvajaju se koriStenjem gel elektroforeze.
Separacija proteina moze se izvesti na osnovu izoelektri¢ne tocke (pl), mase molekule,
elektricnog naboja ili kao kombinacija ovih faktora. Priroda separacije ovisi o nacinu
pripreme uzorka te o prirodi koriStenog gela. Gel elektroforeza je veoma koristan nacin

identifikacije proteina.

NajceS¢e koriSteni tip gela za elektroforezu je poliakrilamidni gel s natrijevim
dodecilsulfatom (SDS) kao u gelu uvezanim puferom. SDS-PAGE (SDS
poliakrilamidna gel elektroforeza) odrzava polipeptide u denaturiranom obliku nakon
Sto su bili tretirani reduciraju¢im agensom koji dovodi do povratka proteina u njegovu
primarnu strukturu (uklanjanjem disulfidnih mostova) i tako omogucujuéi separaciju
proteina na temelju mase molekule. Proteini sadrzani u uzorku bivaju prekriveni s
negativno nabijenim SDS-om i kre¢u se prema pozitivno nabijenoj elektrodi kroz
poliakrilamidni gel koji se sastoji od mreze isprepletenih poliakrilamidnih vlakana.
Manji proteini kreéu se kroz mrezu brze od vecih proteina $to dovodi do njihovog
razdvajanja po veli¢ini (obi¢no mjerenoj u kDa). Pripravljena koncentracija akrilamida
odreduje kakva ¢e biti rezolucija gela. Nize koncentracije akrilamida pogoduju boljoj
rezoluciji proteina viSe molekulske mase dok viSe koncentracije akrilamida u gelu

pogoduju vecoj rezoluciji za proteine nize molekulske mase.

Uzorci se stavljaju na gel unoSenjem u jaZice — male udubine, obi¢no oblika kvadra na
vrhu gela. Jedna staza (najkraca udaljenost izmedu jazice 1 pozitivne elektrode) obi¢no
je rezervirana za marker, komercijalno dostupna smjesa proteina definirane molekulske
mase, koja je obi¢no obojena da razdvajanjem daje obojene vrpce. Nakon promjene
elektriénog potencijala proteini migriraju kroz gel razli¢itim brzinama u ovisnosti o
njihovoj molekulskoj masi. Zbog razli¢itih brzina migracije dolazi do razdvajanja u

vrpce unutar svake staze.

Moguce je izvesti dvodimenzionalnu gel elektroforezu kojom se proteini razdvajaju u
dvije dimenzije na temelju dva razli¢ita parametra razdvajanja poput razdjeljivanja
prema izoelektri¢noj tocki u jednoj dimenziji, a zatim prema molekulskoj masi u drugoj

dimenziji §to se postize zakretanjem gela za 90°.%8
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1.5.5.5. Transfer

Posto su nakon gel elektroforeze proteini zarobljeni unutar gela, primjena
antitijela za dokazivanje odredenog proteina bila bi nemoguca. Zato je potrebno obaviti
njihovo premjestanje iz gela na primjereni medij koji ¢e proteine vezati na svojoj
povrsini ¢ine¢i ih dostupnim za reakcije s antitijelima. Za tu namjenu koriste se
membrane izradene od nitroceluloze ili poliviniliden disflorida (PVDF). Primarna
metoda za transfer proteina je elektrobloting — metoda koja koristi elektri¢nu struju za
transfer proteina iz gela na membranu pri ¢emu se zadrzava njihov raspored u kojem su
se nalazili u gelu. Starija metoda kojom se vr$io transfer je metoda transfera kapilarnim
silama. Na gel bi se postavila membrana, a na membranu veca koli¢ina filtar-papira te
bi se sve to uronilo u pufersku otopinu. Filtar-papir zbog kapilarnih sila vuée pufersku
otopinu prema gore kroz gel i membranu, povlace¢i za sobom same proteine, koji po
dolasku na membranu bivaju vezani. Metoda je efikasna, ali zbog dugog vremena
provedbe preferira se elektrobloting metoda. Nitrocelulozne i PVDF membrane
izabrane su za ovu metodu zbog njihove sposobnosti nespecifiénog vezivanja proteina
(vezu sve proteine podjednako). Vezivanje proteina zasniva se na temelju hidrofobnih
interakcija te interakcija izmecu naboja na proteinu i membrani. Nitrocelulozne
membrane su jeftinije od PVDF membrana, ali imaju manu da su manje izdrzljive od

PVDF membrana pa ne mogu izdrzati veéi broj odredivanja. 28

1.5.5.6. Bojanje proteina

Ovaj korak koristi se za vizualiziranje proteina kao potvrdu da je transfer s gela
na membranu bio uspjeSan. Bojanjem je moguce potvrditi jednolikost proteinskog
transfera 1 provesti normalizaciju traZenog proteina sa stvarnom koli¢inom proteina u
stazi. Normalizacija koriStenjem takozvane ,kontrole unosa®“ bazirana je na
imunobojanju ,,housekeeping* proteina u klasiénom postupku, ali u novijim postupcima
ide u smjeru bojanja svih proteina zbog pogodnosti koje taj postupak omogucava.
Trenutno se koristi sedam razli¢itih pristupa kod bojanja proteina za normalizaciju, a to
su bojanje s Ponceau S, tehnike bez nastanka mrlji, Sypro Ruby, Epicocconone,
Coomassie R-350, Amido Black i Cy5. Da bi se izbjegla pojava Suma u signalu, bojanje
je potrebno provesti prije nego se izvrsi blokiranje membrane, ali bojanje nakon

imunobojanja takoder je moguce provesti. 2
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1.5.5.7. Blokiranje

Da ne bi doslo do nespecificnog vezanja antitijela na membrane slijedi
blokiranje. Blokiranje membrane je postupak popunjavanja praznih vezuju¢ih mjesta na
membrani. KoriStenjem poznate proteinske vrste, koja sigurno nee reagirati s
antitijelom, sprjecava se interferencija. Blokiranje membrane je veoma bitno za sam
postupak Western blota jer su koriStene membrane izabrane zbog svog svojstva
nespecificnog vezivanja proteina, a antitijela su takoder proteinske grade pa bi se vezala
i za trazeni protein i za sva prazna mjesta na membrani. To bi dovelo do velike
potroS$nje samog antitijela te onemogucilo pronalazak odredivanog proteina nakon
detekcije jer bi pozadina takoder davala signal. Kao blokirajuée agense koriste se
razrijedene otopine proteina, najcesée 3-5% otopina albumina iz govedeg seruma (BSA)
ili obrano mlijeko u prahu u otopini pufera (ili tris-puferirane fizioloske otopine ili I-
Block-a, s malom koncentracijom (oko 0,1%) detrgenta kao §to je Tween 20 ili Triton
X-100). Za blokiranje se c¢esc¢e koristi mlijeko zbog njegove dostupnosti, ali proteini
mlijeka nisu uvijek kompatibilni s detekcijskim vrpcama. Proteini blokiraju¢eg agensa
vezu se za sva mjesta na koja se nisu vezali proteini nakon transfera tako da dodatkom
antitijela jedina mjesta na koja se to antitijelo moze vezati jest sami ciljani protein. Tako
se smanjuje pozadinski Sum, dobivaju CiS¢i rezultati te sprjecavaju lazni pozitivni

rezultati. 28

1.5.5.8.Imunobojanje

Za detekciju odredivanog proteina membrana se ispituje na traZeni protein
koristenjem modificiranog antitijela na koje je vezan enzim koji u reakciji sa supstratom
stvara kolorimetrijski signal ili obojenje. Obi¢no se ova metoda izvodi u dva koraka
ilako su razvijene detekcijske metode koje zahtijevaju samo jedan korak za stvaranje

signala.

U dvostupanjskom procesu koriste se dva razliCita antitijela: primarno i sekundarno
antitijelo. Primarna antitijela nastaju kada je imunosni sustav vrste iz koje potjece
ispitivani uzorak izloZen trazenom proteinu (ili dijelu tog proteina). U Zivom organizmu
ovo je normalan dio imunosnog sustava, a u ovom postupku se Kkoristi kao veoma

osjetljiva i specifi¢na metoda detekcije tocno odredenog proteina.

Nakon izvrSenog blokiranja membrane, membrana se inkubira u razrijedenoj otopini

primarnog antitijela (koncentracije od 0,5 do 5 pLL/mL) uz lagano mijesanje. Primarno
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antitijelo se tada razrjeduje s PBS-om ili TBST-om koji sluzi kao pufer za ispiranje.
Samo ispiranje je bitno da bi se uklonio viSak antitijela koji bi mogao stvoriti
pozadinski Sum kod detekcije. Obi¢no je otopina sastavljena od puferirane otopine soli s
malim udjelom detrgenta ili ponekad s mlijekom u prahu ili BSA. Otopina antitijela i
membrana mogu se inkubirati u periodu od 30 minuta do cijelono¢nog namakanja.
Takoder se moze inkubacija vrSiti na razli¢itim temperaturama, gdje se nize temperature
navode kao bolje za vezivanje, bilo specifi¢no za traZeni protein, bilo nespecifi¢no za

proteine koji stvaraju pozadinski Sum.

Nakon namakanja i ispiranja membrane od primarnog antitijela na membranu se djeluje
sa sekundarnim antitijelom. Vezivanje sekundarnog antitijela je specificno prema
primarnom antitijelu. Antitijela za ovu namjenu su Zzivotinjskog porijekla i vezuju se
specifi¢no za proteine odredene zivotinjske vrste pa tako sva anti-mouse sekundarna
antitijela veZu za gotovo sva primarna antitijela izolirana iz miSa. Sekundarna antitijela
obi¢no dobivaju naziv prema zivotinjskoj vrsti iz koje su potekli na primjer anti-mouse,
anti-goat itd. Na sekundarno antitijelo obi¢no je vezan biotin ili neki drugi signalni
enzim kao $to je alkalna fosfataza i hrenova peroksidaza. Ovakvim vezivanjem postize

se jacanje signala ostvarenog samim imunobojanjem.

Najces¢e sekundarna antitijela koriste hrenovu peroksidazu koja se koristi za cijepanje
kemoluminiscentnih agenata $§to rezultira stvaranjem luminiscencije koja je
proporcionalna koli¢ini vezanog sekundarnog antitijela. Da bi se izmjerila
luminiscencija koristi se fotografski film postavljen na membranu koji pod izloZenosti
svjetlom razvija sliku. Jeftinija tehnika koja se koristi za stvaranje slike jest bojanje s 4-
kloronaftolom s 1% otopinom vodikova peroksida. Reakcija peroksida i 4-kloronaftola
stvara ljubicasto obojenje na membrani koje se moze fotografirati obicnim fotoaparatom

ne zahtijevajuci fotografski film.

U ELISPOT (eng. ,,Enzyme-Linked Immuno Spot assay*“) 1 ELISA (eng. ,,enzime-
linked imunosorbent assay*) metodama, enzimima su dodane molekule koje se

pretvaraju enzimskom reakcijom u obojene spojeve koji postaju vidljivi na membrani.

Moguce je koristenje sekundarnog antitijela koje kao signal stvara blisko infracrveno
zraCenje (NIR) koriStenjem antitijela na koje je vezan fluorofor. Zracenje nastaje
ekscitacijom fluorescentne boje, koja potom vracanjem u nepobudeno stanje, emitira

zraCenje. Ova metoda daje staticke rezultate ¢ineéi je preciznijom i to¢nijom metodom
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za mjerenje razlike u signalu produciranom vezanim antitijelom za protein za razliku od

kemoluminiscencije u kojoj se emisija svjetla mjeri dinamicki.

Treca alternativa je koriStenje radioaktivne oznake umjesto vezivanja enzima na
sekundarno antitijelo. Cesto se za ovakve oznake koristi radioaktivni izotop joda. Posto
su druge metode sigurnije, brze 1 jeftinije ova se metoda danas veoma rijetko koristi.
Prednosti su joj osjetljivost koja se postize kod snimanja na temelju auto-radiografije
koja omoguéuje veoma precizno odredivanje koli¢ine proteina u kombinaciji s opti¢kim

softverom.

lako zahtijeva viSe vremena dvostupanjski proces se preferira iz povijesnih razloga zbog
relativno lake produkcije primarnih i sekundarnih antitijela koriste¢i se odvojenim
postupcima u njihovoj produkeiji. Ovo je omogucilo vecu fleksibilnost u radu te dodalo
korak kojim se pojacava signal. Razvojem visokopropusne proteinske analize i
snizavanjem toCke detekcije za proteine dovelo je do ponovnog razvoja
jednostupanjskih postupaka odredivanja proteina. Jednostupanjski procesi su brzi i
zahtijevaju manju koli¢inu potro$nih materijala. Kod jednostupanjskog procesa,
antitijelo ima zadacu da se specificno veze na protein od interesa, te da nosi na sebi
oznaku koju mozemo detektirati. Postupak rada u jednostupanjskom procesu veoma je
slican radu s primarnim antitijelom gdje nakon namakanja i ispiranja moZemo odmah

izvrsiti detekciju. 28

1.5.5.9. Detekcija

Nakon imunobojanja vazno je izvrSiti ispiranje nevezanog antitijela nakon cega
se pristupa postupku detekcije. Detekcija se vrSi koriStenjem svojstava koje ima
primijenjena oznaka na sekundarnom antitijelu. Moguce je razvijanje boje, emisija
elektromagnetskog zraCenja te radioaktivnosti. Moguce je dobiti signal na vise od jedne
proteinske vrpce jer se specificnost antitijela odnosi na odredeni aminokiselinski slijed
koji se moze nalaziti u viSe proteina pa se za identifikaciju traZenog proteina koristi
njegova molekulska masa iz koje se moze prema koriStenom markeru prona¢i polozaj
trazenog proteina na membrani. Nakon detekcije trazenog proteina potrebno je ponoviti
postupak rada skidanjem vezanih antitijela te izvr$iti imunobojanje nekog proteina, tzv.
houskeeping proteina,koji sluzi poput endogene kontrole. Kao endogena kontrola se
uzimaju geni Cija se ekspresija ne mijenja u uvjetima pri kojima je proveden

eksperiment (GAPDH, aktin ili tubulin). Poznavanje koli¢ine housekeeping proteina
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omogucuje nam normalizaciju koli¢ine trazenog proteina u odnosu na housekeeping
protein ¢ime se izbjegava greSka zbog nanosenja razlicitih koli¢ina proteina u sam gel
prilikom elektroforeze. Bolji nac¢in normalizacije bilo bi koriStenje ukupne koli¢ine
proteina izdvojene iz stani¢nog lizata. Odredivanje ukupne koli€ine proteina moze se
izvrsiti koriStenjem trikloretanola ili epikokonona za njihovo bojanje. Ovako se
izbjegava mogucnost pogreske koja bi se javila zbog pogreske u radu ili nepotpunog

transfera proteina. 2

1.5.5.10. Kolorimetrijska detekcija

Kod kolorimetrijskog odredivanja proteina sama metoda ovisi o inkubacijskom
periodu Western blota sa supstratom Kkoji reagira s enzimom vezanim za sekundarno
antitijelo. Ovom reakcijom se topljiva boja prevodi u netopljivi oblik koji se talozi na
membranu pokraj enzima ¢ime nastaje vidljiva vrpca na mjestu gdje se na membrani
nalazi traZeni protein. Razvijanje rezultata se prekida ispiranjem topljivog oblika boje s
membrane, a koli¢ina proteina se dobije koriStenjem denzitometrije ili

spektrofotometrije. 2

1.5.5.11. Kemoluminiscencijska detekcija

Kemoluminiscentna detekcijska metoda ovisi o inkubacijskom periodu
membrane sa supstratom koji nakon reakcije s enzimom vezanim na sekundarno
antitijelo postaje luminiscentan. Emitirano svjetlo tada se detektira koriStenjem CCD
kamera koje snimaju digitalnu sliku Western blota ili koristenjem fotografskog filma
postavljenog na samu membranu. Koristenje filma je sve rjede zbog nelinearnog
rasprSenja emitiranog svjetla ¢ime nastaje manje precizna slika. Slika se analizira
denzitometrijski ¢ime se dobije relativna koli¢ina proteina iz gustoce nastale mrlje na
slici. Noviji softveri omogucuju 1 daljnju obradu podataka kao $to je izra¢un molekulske

mase iz odnosa mrlje prema standardu. 2

1.5.5.12. Radioaktivna detekcija

Radioaktivno oznacavanje sekundarnog antitijela ne zahtijeva da sekundarno
antitijelo ima nalijepljeni enzim nego se na membranu postavlja rendgenski film na
kojem se razvija slika. Podru¢ja filma najblize samoj radioaktivnoj oznaci na filmu
potamne. Vaznost ove metode za detekciju sve viSe opada zbog opasnosti pri radu,

visoke cijene te napretka u razvoju kemoluminiscencijskih metoda. 2
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1.5.5.13. Fluorescencijska detekcija

Ukoliko je sekundarno antitijelo obiljezeno fluorescentnom molekulom
osvjetljavanje membrane dovesti ¢e do ekscitacije te molekule te pri povratku molekule
u osnovno stanje do¢i ¢e do emisije svjetla koju detektiramo fotosenzorom. Kao
fotosenzor moze se koristiti CCD kamera s pogodnim emisijskim filtrima ¢ime Se
dobije digitalna slika iz koje se dalje, softverskom obradom, mogu dobiti razliciti
podatci poput molekulske mase odredivanog proteina te moze biti napravljena
kvantitativna analiza. Fluorescencijska metoda smatra se jednom od boljih metoda

detekcije, ali je manje osjetljiva nego kemoluminiscencija.?®

1.5.5.14. Mogucnost vr§enja vise imunobojanja na istoj membrani

Ukoliko zelimo iz istog uzorka odredivati viSe razli¢itih proteina moguce je
napraviti skidanje (eng. ,,stripping) antitijela 1 ponovno upotrijebiti istu membranu.
Nitrocelulozna membrana daleko je osjetljivija od PVDF membrane pa se na njoj moze
odraditi maksimalno tri do Cetiri odredivanja nakon ¢ega gubitak proteina i oStecenja na
samoj membrani onemogucuje daljnji rad. PVDF membrana je ¢vrséa, lakse dolazi do
skidanja antitijela i moguce ju je koristiti veéi broj puta prije nego pozadinski Sum
postane prevelik i dobiveni podaci postanu nepouzdani. Sama PVDF membrana mora se
namakati u 95% etanolu, izopropanolu ili metanolu prije upotrebe dok nitrocelulozna

membrana nema taj korak.?®
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1.6. Stani¢na komunikacija i putovi transdukcije signala

Stani¢cnom komunikacijom nazivamo svaki prijenos signala koji uvjetuje
osnovnu stani¢nu aktivnost i svaki proces koordinacije stani¢nih aktivnosti. Sposobnost
stanica da spoznaju i pravilno reagiraju na njihovu mikrookolinu je osnova njihova
razvoja, cijeljenja ozlijedenog tkiva te imunosnog odgovora, kao i normalne stani¢ne
homeostaze. Greske u komunikaciji dovode do brojnih bolesti poput raka, autoimunih
bolesti i dijabetesa. Poznavanjem stani¢ne komunikacije moguce je efikasnije lijeciti
nastale bolesti. Stani¢na komunikacija podrucje je istrazivanja sistemske biologije koja
proucava putove signalizacije, njihov meduodnos te kako izmjena tih putova utjece na
prijenos informacija (transdukciju). Stani¢na komunikacija sastoji se od kompleksne
mreze signalnih putova koji mogu pokazivati novonastala svojstva poput bistabilnosti i
ultrasenzitivnosti. Analiza signalne mreze veoma je zahtjevan proces koji ukljucuje
eksperimentalni rad, teoretski pristup analizi te razvoj simulacija i racunalnih modela

radi lakSeg objasgnjavanja dobivenih rezultata.?

Prijenos (transdukcija) signala je proces u kojem se kemijski ili mehanicki signal
prenosi kroz stanicu u seriji molekularnih dogadaja. Mehanickim signalom smatra se
svaka sila koja moZe djelovati na stanicu ili biti proizvedena od same stanice, a postoji
mogucnost njene detekcije. Biokemijski signali su molekule kao §to s proteini, lipidi,
ioni i male plinovite molekule.®? Najéesc¢e se prijenos vrsi fosforilacijom proteina, koja
je katalizirana protein kinazama, koje ¢ine signalnu kaskadu. Prijenosom signala
signalnom kaskadom dovodi do stani¢nog odgovora na podrazaj. Podrazaj je detektiran
putem specijaliziranih proteina koje nazivamo signalnim receptorima (senzorima).
Njihova uloga je da nakon vezivanja signalne molekule (liganda) ili fizickog podrazaja
napravi prvu biokemijsku reakciju koja dovodi do nastanka signalne kaskade. Signalna
kaskada je serija biokemijskih reakcija koja tvori signalni put. Signalne kaskade mogu
medudjelovati s drugim signalnim kaskadama stvaraju¢i signalne mreze koje
omogucavaju stanici da koordinira viSe procesa kao odgovor na odredeni vanjski
podrazaj. Mogu¢i odgovori na podrazaj su promjene u na¢inu transkripcije i translacije,
post-translacijske i konformacijske promjene na proteinima te uzrokovanje promjene
lokacija proteina u stanici. Svaka komponenta ili ¢vor u signalnom putu klasificira se
prema ulozi koju ima u odnosu na pocetni podrazaj. Ligande nazivamo primarnim

glasnicima jer dovode signal do stanice, senzore prijenosnicima signala jer pokrecu
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signalnu kaskadu prvom reakcijom, prva molekula u kaskadi naziva se primarnim
efektorom. Primarni efektor moze biti vezan sa sekundarnim glasnikom koji dalje
aktivira sekundarni efektor i tako ponavljaju¢i ovu shemu nastane signalna kaskada.
Svaki ¢vor u kaskadi ima razliCitu efikasnost pa tako neki prenesu signal samo na
sljede¢u molekulu dok neki prenesu signal na vise molekula Sto dovodi do amplifikacije
signala. U nekim signalnim putovima ovaj efekt dovodi do toga da jedan podrazaj
dovodi do uklju¢ivanja milijuna molekula u signalnu kaskadu. Stani¢na signalizacija
karakterizirana je signalnom odgodom, Sumom, povratnim signalom, unaprijednim

signalom te smetnjama.®

Stani¢ne signale kategoriziramo u odnosu na udaljenost stanica koje Salju odredeni
signal i stanica koje na taj signal reagiraju. Tako stani¢nu signalizaciju mozemo

podijeliti na:

e Intrakrine signale koje proizvodi sama stanica koja na njih stvara odgovor, a ne
napustaju samu stanicu

e Autokrine signale koje proizvodi sama stanica koja na njih stvara odgovor, ali
prvo bivaju izluéeni u medustani¢ni prostor gdje se veZzu na membranski
receptor pokrecuci signalnu kaskadu. Ovim tipom signalizacije moguca je
komunikacija sa susjednim stanicama S$to je vidljivo iz primjera imunosnih
stanica.

e Jukstakrina signalizacija je signalizacija izmedu susjednih stanica. Vr$i se
membranskim prijenosom putem proteina ili lipida koji su dio same membrane,
a mogu djelovati na stanicu izvor signala ili susjednu stanicu.

e Parakrina signalizacija je signalizacija izmedu stanica u blizini stanice izvora
signala. Primjer je signalizacija koriStenjem neurotransmitera.

e Endokrina signalizacija je signalizacija stanicama koje su udaljene od stanice
izvora signala. Naj¢eSce se vrsi putem hormona koji se izlu€uju u krvotok kojim
putuju u udaljene dijelove tijela.

Osim navedenih metoda signalizacije moguci su i specijalni oblici prijenosa signala
poput komunikacije povezivanjem citoplazmi susjednih stanica posebnim kanalima koji
omogucuju brzi prijenos signala. Ovaj nacin signalizacije vidljiv je u sréanom misic¢u
gdje omogucuje propagaciju djelovanja potencijala stvorenog u sinusnom ¢voru srca

omogucujuéi koordinirani odgovor na potencijal stvaraju¢i kontrakciju srca. Posebna
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skupina signala koja se prenosi do centralnog ziv€anog sustava naziva se osjetima, a
prenosi se putem neurona procesom zvanim sinapti¢ka transmisija. Kemijski ili fizicki
podrazaj naziva se primarnim glasnikom jer nosi informaciju od izvora signala do
stanice koja mora provesti odredenu radnju. Ukoliko se radi o biokemijskom signalu
tada je za prijenos signala potrebna signalna molekula (ligand). U signalne molekule
ubrajamo molekule poput faktora rasta, citokina, neurotransmitera i steroidnih hormona.
Kemijski su veoma razliciti 1 vezu se za specifi¢ne receptore u stanici. Mogu ulaziti u
samu stanicu ili se vezati na receptore koji su dio stani¢ne membrane.®?*® Fizi¢ki
podrazaji se prenose mehanickom silom. Ovakav nacin prijenosa signala uocen je kod
istrazivanja potrebe stanica za adhezivnoS¢éu kod viSestani¢nih organizama gdje je
uoceno da stanice osjecaju veznu povrSinu putem integrinima vezanog aktinskog
citoskeleta koji dalje taj mehanicki signal pretvara u biokemijski preko YAP1 kaskade.
Kao odgovor na fizicki signal mozemo ubrojiti i mehanosenzacije poput sluha, opipa,
propriocepcije 1 osjeta ravnoteze koji tvore specijalnu podgrupu ovog tipa
signalizacije.®* Osim direktnog dodira stanice mogu osjecati i reagirati na podrazaje
poput promjena u osmotskom tlaku,temperaturi i svjetlu. Razlika u osmotskom tlaku
izvanstani¢nog prostora i citosola osnova je stanicne homeostaze. Promjene nastale u
izvanstanicnom prostoru stanica osje¢a putem povecanja gusto¢e makromolekula,
promjenama u ionskoj jakosti te promjenama u svojstvima membrane i citoskeleta.
Osjet temperature naziva se termocepcija.®** Najznacajniji toplinski receptori su iz
porodice TRP (eng. ,.transient receptor potential “) koji su dio stanicne membrane gdje
TRP kanali putem promjena u osmotskom tlaku, volumenu, istezanju membrane i
vibracijama propustaju razliite koli¢ine kalcijevih 1 magnezijevih iona u stanicu. Nisu
selektivni 1 moguce je na njih utjecati razli¢itim kemijskim spojevima pa tako jeduci
ljutu 1 paprenu hranu molekule poput kapsaicina pokrecu strukturalne promjene na
receptoru povecéavajuéi prijenos iona §to izaziva osjet vruéine u ustima.®® Osim TRP-a
stanice nakon naglih promjena temperature proizvode proteine temperaturnog Soka
(Hsp) koji vrSe popravke Stete izazvane toplinom, a njihova prisutnost u stanici pokrece

signalne kaskade koje reguliraju ekspresiju gena.*?

Signalni receptori mogu se podijeliti u dvije osnovne skupine, a to su intracelularni
receptori i ekstracelularni receptori. Ekstracelularni receptori su transmembranski
proteini. Protezu se ¢itavom debljinom stanicne membrane. Prijenos signala dogada se

vezivanjem signala na dio receptora koji se nalazi u izvanstani¢nom prostoru (ligand ne
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ulazi u stanicu). Vezivanje liganda na receptor dovodi do konformacijskih promjena na
unutarstanicnom dijelu receptora, proces koji se naziva aktivacijom receptora.
Konformacijske promjene dovode do aktivacije enzimskog dijela receptora ili
omogucavaju prilaz drugim enzimima iz citoplazme vezuju¢em mjestu nekog signalnog
proteina ¢ijim oslobadanjem pocinje propagacija signala. U ovu skupinu receptora
ubrajamo G-protein spregnute receptore, tirozin, serin/treonin i histidin specificne
protein Kinaze, integrine, TLR (eng: ,,toll-like receptores®) te ionske kanale koji se
aktiviraju vezivanjem liganda. Intracelularni receptori su topljivi proteini smjesteni u
odredenim dijelovima stanice. Dijele se na nuklearne receptore i citoplazmatske
receptore. Ligandi koji se vezu na intracelularne receptore moraju biti dovoljno
nepolarni da mogu pro¢i kroz stani¢nu membranu pasivhom difuzijom. Nuklearni
receptori prilikom vezivanja liganda ulaze u jezgru gdje djeluju na gensku ekspresiju
dok citoplazmatski receptori pokrecu signalne kaskade sli¢no kao i ekstracelularni

receptori.

Nakon vezivanja primarnih glasnika na receptore, brojni receptori koriste sekundarne
glasnike za prijenos signala za pokretanje signalne kaskade. Ve¢inom transmembranski
receptori koriste ovakav nacin transdukcije. Sekundarni glasnici nalaze se u citoplazmi
gdje nakon oslobadanja s receptora djeluju na druge molekule pokrecuci signal.
Poznatiji sekundarni glasnici su kalcijevi ioni, lipidni glasnici, duSikov (I)oksid te

redoks signalne molekule.®

Nakon sto signal dode do prve molekule u signalnoj kaskadi prenosi se biokemijskim
reakcijama do proteina koji imaju ulogu u aktivaciji gena i metabolizmu. Aktivacijom
gena, stanica izvodi druge radnje koje su kontrolirane tim genetskim zapisom. NajceSce
se aktivira gen koji se prevodi u protein koji aktivira veéi broj drugih gena tako
koordiniraju¢i trazeni odgovor na zadani signal. Primjer je apsorpcija glukoze u
stanicu®® gdje vezivanje inzulina na receptor pokreée kaskadu koja izaziva veliki broj
koordiniranih procesa u samoj stanici potrebnih za unos glukoze u stanicu te daljnje
akcije koje stanica provodi u skladiStenju glukoze. Set gena 1 slijed njihove aktivacije na
odredeni signal naziva se genetskim programom. Signalizacija je veoma potrebna
stanicama pogotovo ako se radi o viSestanicnom organizmu jer se brojne zadace
potrebne za prezivljavanje stanice oslanjaju na vanjski signal kao prvi korak u
izvodenju samih. Nedostatak faktora rasta u medustanicnom prostoru dovodi do smrti

stanica kod sisavaca. Postoje tri osnovna tipa signala koja reguliraju stani¢ni rast:
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e stimuliraju¢i signal (poput faktora rasta)
¢ inhibirajuéi signal (fizi¢ki kontakt stanica sprje¢ava daljnji rast)
e dopustajuci signal (interakcija stanice i medustani¢nog prostora) .

Reakcijama na ove signale stanica uskladuje svoje ponasanje s okolinom.*

1.6.1. MAPK signalni put

Protein kinaze su u stanicama sveprisutni enzimi s ulogom prilagodavanja
aktivnosti drugih proteina prenose¢i im fosfatnu grupu na tirozinsku, serinsku ili
treoninsku amino Kiselinu u procesu zvanom fosforilacija. MAPK (eng. ,, Mitogen-
Activated Protein Kinases®) ili mitogenom aktivirane protein kinaze su velika skupina
serin/treonin protein kinaza koja je evolucijski ocuvana i nalazi se u brojnim skupinama
organizama, od gljivica do sisavaca. MAPK prenose izvanstani¢ne signale od
aktiviranih receptora do raznih stani¢nih tvorevina, naj¢e$ée jezgre, gdje upravljaju
provedbom naredbi zapisanih u genetskom kodu, ukljuc¢ujuéi aktivaciju transkripcije,
sintezu proteina, procese stanicnog ciklusa, apoptozu 1 diferencijaciju stanice.
Jedinstvena sposobnost enzima koji pripadaju MAPK grupi enzima je sposobnost da i
sami budu aktivirani fosforilacijom na njihovim tirozin i treonin aminokiselinskim
ostatcima (dvostruka fosforilacija) nakon Sto receptor detektira signal. MAPK putovi
kod sisavaca mogu biti aktivirani brojnim i razli¢itim signalima koji se detektiraju
veéim brojem razlicitih receptora. U primarne glasnike koji donose signal do stanice 1
aktiviraju MAPK signalne putove ubrajamo: hormone i faktore rasta koji djeluju kroz
receptor tirozin kinazu (npr. inzulin, epidermalni faktor rasta (EGF), PDGF (faktor rasta
izveden iz trombocita), FGF (fibroblastni faktor rasta)) i preko citokinskih receptora
(npr. hormon rasta) ili preko vazoaktivnih peptida koji djeluju putem G-protein
spregnutih receptora, sedam-transmembranskih receptora (npr. ANGII, endotelin),
TGF-B-srodnih polipeptida koji djeluju kroz serin/treonin protein kinazni receptor,
putem inflamatornih citokina iz obitelji TNF-a (eng. ,,Tumor Necrosis Factor®) te
putem okoliSnog stresa poput: osmotskog Soka, ionizacijskog zracenja i ishemijske
ozljede. MAPK djeluju u modulu sastavljenom od tri protein kinaze koje fosforiliraju i
aktiviraju jedna drugu u kaskadi: MAPKKK (MAP kinaza kinaza kinaza) aktivira
MAPKK (MAP kinazu kinazu), koja dalje aktivira MAP kinazu. Trenutno je otkriveno
14 razli¢itih MAPKK kinaza, 7 MAPK kinaza i 12 MAP kinaza u stanicama sisavaca.

Ovakav kinazni modul ponavlja se uz male varijacije, Cine¢i tako Siroku mrezu koja
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stanici dozvoljava visestruki bioloski odgovor. Kod stanica sisavaca pronadene su tri

specifi¢ne skupine MAP kinaza, a to su klasicna MAPK ili ERK (eng: ,,Extracellular

signal-Regulated Kinase*), JNK(SAPK) (eng: ,,C-jun N-terminal Kinase / Stress-

Activated Protain Kinase ) i p38 kinaze.?
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Slika 12: MAPK/ERK signalni put s do sada otkrivenim ¢lanovima
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1.6.2. p38 MAPK signalni put

p38 MAPK je stresom aktivirana grupa MAP kinaza. Kod sisavaca, kinaze ove
skupine aktivirane su UV zracenjem, toplinskim Sokom, velikim osmotskim stresom,
lipopolisaharidima, inhibitorima sinteze proteina, proupalnim citokinima (poput IL-1 i
TNF-alfa) i odredenim mitogenima. Danas su poznate Cetiri izoforme p38 MAP kinaza,
a to su: p38-a, p38-B, p38-y i p38-0. Moguée je postojanje dodatnih kinaza u ovoj
skupini, ali njihovo postojanje jo$ nije dokazano. Sve navedene izoforme mogu biti
aktivirane fosforilacijom od strane MAPK kinaze MKK®6. | druge MAPK kinaze mogu
fosforilirati neke p38 izoforme. MKK3 moze aktivirati izoforme —a, -y i -6, MKK4
samo izoformu —a. TAK1 je novootkrivena MAPKK kinaza koja sudjeluje u
transdukciji signala s TGF-f na p38 signalni put. -a i -p izoforme p38 odgovorne su za
aktivaciju HSP25/27 (eng: ,Heat Shock Proteins“) i MAPKAPK2 (eng:“MAPK-
Activated Protein Kinase-2“). -y i -0 izoforme p38 aktiviraju ATF2 (eng:*“Activating
transcription factor 2¢). Ostali transkripcijski faktori na koje izoforme p38 mogu
utjecati su STATI (eng: ,,Signal Transducers and Activators of Transcription-1°),
Max/Myc kompleks, Elk-1 i CREB (eng: ,,cAMP Response Element-Binding Protein‘)
putem aktivacije MSK1 (eng: ,,Mitogen- And Stress- Activated Kinase-1*). Iz navedenih
supstrata p38 vidljivo je da p38 podgrupa zaduzena za mobilnost stanice, transkripciju i
remodeliranje kromatina. Jo§ neki supstrati na koje p38 djeluju ukljuc¢uju CHOP (eng:
,,C/IEBP-Homologus Protein®) koji je zaduzen =za regulaciju ekspresije gena,
MAPKAPK3, MAPKAPKS5 i MNK1 (eng: ,,MAPK-Interacting Kinase-1*). p38 MAPK
je odlucujuci medijator u NF-kB-ovisnoj genskoj aktivaciji koja je inducirana TNF-om.
Sposobnost aktivacije ovog puta dogada se neovisno o TRAF2 (eng:“TNF Receptor-
Associated Factor-1)-associated NIK (NF-xB-Inducing Kinase)“), dodatnog MEKK-e

koja je aktivirana putem dvije novootkrivene IK kinaze (I-«xB kinaze).*’
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Metoda odabira ispitivanih spojeva (test citotoksi¢ne aktivnosti)

Ovom eksperimentalnom radu prethodilo je testiranje citotoksi¢ne aktivnosti
brojnih kemijskih spojeva (ve¢im dijelom seskviterpena dobivenih iz biljnih ekstrakata)
koriStenjem MTT testa. 1z dobivenih rezultata odredene su koncentracije spojeva koje
pokazuju citotoksi¢nu aktivnost za pojedine stani¢ne linije u funkciji vremena (nakon
4, 24,48 i 72 sata). Spojevi koji su pokazali aktivnost pri koncentracijama veé¢im od 90
pg/mL Klasificirani su kao necitotoksi¢ni, oni s aktivnom koncentracijom od 89-2ug/mL
klasificirani su kao umjereno citotoksic¢ni spojevi, a spojevi s aktivnom koncentracijom
nizom od 2 pg/mL klasificirani su kao citotoksiéni spojevi.*®Manji broj spojeva pokazao
je zadovoljavajucu citotoksi¢nu aktivnost (aktivna koncentracija niza od 90 pg/mL) na
koristene stani¢ne linije.3® Za daljnja istrazivanja u ovom diplomskom radu odabrani su

farnezol i nerolidol.
2.2. NanoSenje ispitivanih spojeva i proliferacija stani¢nih linija

IzraCunata je prosjecna koncentracija farnezola i nerolidola, dobivena na temelju
MTT testa, priblizno potrebna da se postigne IC50 odnosno koncentracija pri kojoj se
postize 50% prezivljavanja ispitivanih tumorskih stanica nakon 48 sati.Za sve koristene
stani¢ne linije upotrjebljena je ista prosjeCna koncentracija. Ovakav pristup nece
omoguciti da se ostvari IC50 za sve stani¢ne linije, ali je omogucena direktna
usporedba citotoksi¢nosti farnezola i nerolidola na ispitivane stani¢ne linije. KoriStena
koncentracija za farnezol je 0,035 mg/mL, a za nerolidol 0,05 mg/mL. Koristene
koncentracije pripravljene su na nacin da su ispitivane tvari otopljene u hranjivom
mediju koji se koristi za rast ispitivanih stani¢nih linija uz dodatak DMSO (konacna
koncentracija DMSO mora biti manja od 1% jer je DMSO pri ve¢im koncentracijama
citotoksi¢an).®®4°DMSO je koristen radi poboljsana topljivosti farnezola i nerolidola u
vodenom mediju. Na prethodno nacijepljene tumorske stanice nanesena je otopina s
ispitivanim kemikalijama. Plo€ice su stavljene u inkubator koji se koristi za simuliranje
uvjeta koji se nalaze u ljudskom tijelu ne bi li se tumorske stanice razvijale u Sto
prirodnijim uvjetima. Inkubator je podeSen na temperaturu od 37°C i 5% mjesavini

zraka i COz. Stanice su ostavljene 48 sati da rastu.
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Slika 13: Mikroskopiranje stanica prije Slika 14: Mikrobioloski digestor
pocetka rada da bi se utvrdila aktivnost i
gustoca nasijanosti

2.3. Liziranje stanica

Nakon proliferacije stanica potrebno je izdvojiti proteine iz stanice pa je
napravljena liza stanica. Prije izvodenja samog postupka izvrSena je priprema radnog
mjesta. Termostatirana centrifuga je upaljena i namjestena na 4°C te je puStena da
postigne potrebnu temperaturu. Led je stavljen u polistirensku kadicu u kojoj ¢e se
izvoditi postupak da bi se osigurala potrebna temperatura koja osigurava minimalnu
enzimsku aktivnost nakon lize stanica. PloCice za uzgoj stanica stavljene su na led pod
blagim kutom te je iz njih odstranjena hranjiva podloga koriStenjem sisaljke. Na stanice
je nanesen PBS pufer (izotoni¢na vodena otopina natrijevog hidrogen fosfata i
natrijevog klorida s dodatcima)*! kojim se ispiru jazice na plo¢icama. Nakon temeljitog
ispiranja pufer se isisao do suha i u svaku jazicu se dodalo 250 pL pufera za lizu stanica

s inhibitorom proteaze.
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Tablica 3:Sastav puferske otopine koristene za liziranje stanica

HEPES 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1mM
EGTA 1mM
glicerola 10%
TRITON X-100 1%
NaF 25mM
ZnCl2 10 uM
pH 7

Koristenjem specijalno dizajnirane strugalice skinute su stanice sa stjenke plocice.
Nakon 10 minuta od dodatka pufera doslo je do lize stanica. Dobivena otopina
prebacena je u prethodno ohladene mikrocentrifugalne epruvetice s ¢epom. Dobivene
otopine su centrifugirane na 12000 rpm-a 10 minuta pri 4 °C nakon ¢ega je supernatant
prebacenu novu prethodno ohladenu epruveticu. Prebacivanje se vrSi oprezno
dekantiranjem da bi se izbjeglo unoSenje DNA koji je istalozen na dnu epruvetice nakon

centrifugiranja.

Uzorci su pripremljeni na nacin da je uzeto 48 pL lizata i u njega dodano 12uL 5% SDS-
sample pufera*’te je smijesa grijana pri 95°C 3-5 minuta. Napravljeno je novo

centrifugiranje pri sobnoj temperaturi. Ovako pripremljeni uzorci ¢uvani su na -20 °C.

Tablica 4: Sastav 5x SDS-sample pufera koristenog u eksperimentu

TRIS-HCI 0,125 M
SDS 4%
glicerol 2%
bromfenol plavo  0,004%

p-merkaptoetanol

5%
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Slika 15: Skidanjestanica s podloge

Slika 16: Priprema opreme i radnog
prostora prije pocetka liziranja stanica
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2.4. SDS-elektroforeza i Western bloting

Za provedbu elektroforeze potrebno je izraditi gel za elektroforezu kroz koji ¢e
na osnovu veli¢ine i naboja biti razdvojeni u lizatu prisutni proteini. Gel se sastoji od

dva dijela: gela za sabijanje (,,stacking gel*) i gela za razdvajanje (,,running gel*).

Tablica 5:Gel za sabijanje (4%)

Akril amid (40%) 1mL
tris-HCI 1,875 mL
SDS pH 6,8
Autoklavirana voda 6 mL

Amonijev persulfat (20%) 37,5 uL

SDS se koristi kao pufer koji odrzava zeljenu pH vrijednost unutar gelova za
elektroforezu te kao tvar koja odrzava konstantan negativni naboj na proteinima

omogucavajuci razdvajanje na temelju veli¢ine, a ne na temelju naboja.

Tablica 6:Gel za razdvajanje (12%)

Akril amid (40%0) 3mL

tris-HCI 2,5mL
SDS pH 8,8
Autoklaviranavoda 4,5 mL

APS (20%) 50 L

Kalup za izlijevanje gela za elektroforezu sastavljen je od dva pravokutno izrezana
stakla koja se postave na gumenu brtvu i ucvrste kop¢ama tako ¢ine¢i posudu u koju ¢e
se izliti gel. Bitno je da kalup nema pukotina kroz koje gel moze iste¢i pa se prije
ulijevanja gela kalup provjeri ulijevanjem destilirane vode. U pripremljenu otopinu gela
za razdvajanje doda se 10 pL. TEMED-a*® kao polimerizacijskog agensa te se §to brze
smjesa prelije u kalup tako da izliveni gel tvori vodoravnu gornju povrsinu §to je veoma
bitno za pravilno razdvajanje proteina. Nakon o¢vrséivanja gela za razdvajanje u smjesu

gela za sabijanje doda se TEMED (2,5 uL) koji djeluje kao polimerizacijski agens. Gel
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se izlije u kalup te se u njega umetne ,,Cesalj”, komad plastike koji zbog specificnog
oblika radi pravilne utore u gelu (jazice) koji nam sluze sa nanosenje uzoraka. Nakon
ocvrséivanja gela, gel se izvadi iz kalupa (ne odvaja se od stakala) i ¢eSalj se pazljivo
ukloni da ne dode do oStecenja. Gel se prenese u celiju za elektroforezu, ucvrsti
kop&ama te se u éeliju ulije puferska otopina (,,running buffer 1x)* tako da prekrije

gelove.

Tablica 7:Sastav ,,running buffer<-a 1x

Glicin 28,89
Tris-HCI 6,04 g
SDS 29

Autoklaviranavoda 1,8 L

Uzorci lizata koji su prethodno pripravljeni i smrznuti se zagrijavaju na 95 °C tijekom 5
minuta nakon cega se centrifugiraju da se prisutna DNA slegne na dno
mikrocentrifugalne epruvete. Potom se iz svake epruvete prebaci 48 uL lizata u nove
mikrocentrifugalne epruvete i u svaku se doda 12 uLL LB 5% pufera (plavi). Koristenjem
mikropipete s posebnim produljenim nastavkom se uzorci unesu u jazice (15uL) pazeci
da se jazice ne oStete u postupku. Vazno je u jednu jazicu unijeti 4 pL markera jer
njegovim razdvajanjem elektroforezom dobijemo mrlje poznate veli¢ine proteina u
kilodaltonima (kDa). Nakon dovrSetka unoSenja uzoraka u jazice ¢elija se sastavi do
kraja pazeci da se elektrode spoje pravilno jer promjenom polariteta ¢e se proteini
kretati u suprotnom smjeru od Zeljenog. Za pocetak elektroforeze postavi se napon od
80 V, a nakon sabijanja proteina na vrh gela za razdvajanje (nastaje karakteristicna crta)
napon se poveca na 100 V. Nakon otprilike jedan sat plava crta koja se kretala po gelu

stigla je do dna gela nakon Cega se elektroforeza zaustavlja i elija se rastavi.

Nakon razdvajanja proteini se prenose na nitroceluloznu membranu. Postupak se sastoji
od odvajanja gelova od stakala medu kojima su napravljeni te se gel za sabijanje odrezZe
jer ne sadrZi proteine. Sastavlja se nosa¢ za prijenos tako da se na perforirani kalup
postavi spuzvica, na spuzvicu filtar-papir, na papir ide gel s razdvojenim proteinima, gel
se prekrije nitroceluloznom membranom, na membranu se stavi filtar-papir, na papir

ide spuzvica 1 nakon toga se kalup zatvori. Tako sastavljeni nosac se prenese u ¢eliju za
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elektroforezu koji ispunimo puferom za prijenos (,,transfer buffer 1x)* otopljenim u

metanolu.

Tablica 8:Sastav ,transfer buffer-a 1x

Glicin 28,8 ¢
Tris-HCI 6,04 g
Metanol 200 mL

Autoklaviranavoda 1,6 L

U ¢eliju se postavi i kadica s ledom jer dolazi do razvijanja topline u postupku. Celija se
sastavi do kraja pazljivo spajajuci polove na elektrodama jer suprotnom strujom proteini
neée prec¢i na nitroceluloznu membranu ve¢ ¢e se osloboditi u pufer i cijeli postupak
elektroforeze mora se ponoviti. Provodi se elektroforeza pri 400 mA
tijekom90minutapri ¢emu se mora paziti da napon u ¢eliji ne padne ispod 60 V. Pad

napona uzrokovan je propadanjem pufera pod utjecajem napona.

Nakon provedenog transfera Celija se rastavi i gel se baci, a svi proteini prisutni u gelu
su sada na nitroceluloznoj membrani. Njihova prisutnost potvrdena jebojanjem

membrane Ponceau S bojom za proteine koja ih boji u crveno.
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Slika 18: Stani¢ni lizati spremni za gel
elektroforezu

Slika 19: NanoSenje obojenih uzoraka
stani¢nih lizata na gel

Slika 20: Pogled na dva gela s vec
nanesenim uzorcima prije pocetka
elektroforeze

Slika 21:Pogled na gelove nakon
provedene gel elektroforeze

Slika 22: Sastavljena aparatura za
provedbu transfera proteina s gela na
membranu
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Slika 23: Provedba elektrotransfera
proteina

Slika 25: Oznacavanje membrana

Slika 24: Bojanje membrana s
PonceouS bojom

Slika 26:Membrane nakon bojanja Slika 27:Membrane nakon bojanja
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2.5. Imunobojanje

Ostatci Ponceau S boje se temeljito ispiru s TBS-Tween*® otopinom do
potpunog obezbojenja membrana. Vrsi se blokiranje membrane s puferom za blokiranje
(TBS + 5% BSA + 0,1% natrijev azid) Sto nam sluZi da smanjimo potro$nju antitijela u
daljnjem postupku rada tako da se ispune sva slobodna mjesta na nitroceluloznoj
membrani na kojima nisu vezani proteini. Nakon jedan sat blokiranja membranu se
ispire u puferu za blokiranje i BSA te nakon toga tri puta u TBS-Triton*’ otopini i na
kraju samo u TBS-u. Drugi dio postupka sastoji se od natapanja membrane s dva
antitijela: prvo s R1:2000 Rb-anti-RNASE7*® (u puferu za blokiranje i BSA)Kkoji je
primarno antitijelo, a nakon toga s R1:3000 anti-Rabbit 1gG-HRP* (10 mL
blokiraju¢ega pufera s mlijekom i 3,33 pL antitijela) koji je sekundarno antitijelo.
Nakon dovoljno dugog namakanja membrane se ponovo ispiru da se skine viSak
antitijela. Vrsi se detekcija proteina koriStenjem elektrokemoluminiscencije i snimanjem
fotografija u ultraljubi¢astom podru¢ju kroz duzi vremenski period (oko 5 minuta).
Nakon detekcije vrsi se ¢is¢enje membrane 0,1 M otopinom glicina (pH 2,5) u stripping
puferu tijekom 1 sata s viSe obroka otopine. Nakon toga slijedi ispiranje tri puta s TBS-
Tween te ponovno blokiranje membrane. Nakon blokiranja primjenjuju se nova
antitijela: primarno antitijelo anti-Vinculin®, te sekundarno antitijelo anti-mouse-HRP®*
(u10 mL TBS, 0,5g mlijeka i 1,33 pL antitijela = R 1:7500). Nakon vezivanja antitijela
membrana se ispire tri puta s TBS-Tween i jednom s otopinom TBS-a te se ponovno

vr$i detekcija elektrokemoluminiscencijom.

Slika 28: Aparatura i kemikalije za imunobojanje
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2.6. Detekcija

Proces detekcije vrSen je viSe puta tijekom izvodenja eksperimentalnog rada.
Zasnovan je na enzimski kataliziranoj reakciji luminola (5-amino-2,3-dihidroftalazin-
1,4-dion) i vodikova peroksida uz hrenovu peroksidazu (horseradish peroxidase, HRP)
kao katalizator. Da bi ova reakcija pokazala samo trazeni protein na nitroceluloznoj
membrani na traZeni protein vezano je njegovo antitijelo, a na to antitijelo vezano je
sekundarno antitijelo specifiéno za koriSteno primarno antitijelo. Na sekundarno
antitijelo vezan je HRP Cime se osigurava da ¢e do reakcije luminola do¢i samo na
dijelu membrane gdje je vezan istrazivani protein. Postupak detekcije proteina ovom
metodom vrsi se prelijevanjem membrane otopinom luminola i namakanjem 1-2
minute. Potom se vi$ak luminola odstrani i na membranu se nanese vodikov peroksid
tako pokrecuci enzimsku reakciju. U §to kra¢em vremenu membrana se ocijedi 1 poloZi
izme¢u dva komada prozirne plasti¢ne folije i unese u tamnu komoru uredaja za
snimanje (ChemiDoc™ XRS+ System). Tamna komora se zatvori i pokrene se program
produzenog snimanja (ekspozicija 500 sekundi) u ultraljubiCastom podrucju. Kao
nusprodukt reakcije dolazi do emisije svijetla pri 425 nm koji detektiramo kamerom, a
produljena ekspozicija nam omoguéava sakupljanje i koncentraciju emitiranih fotona.
Rezultat detekcije su kontrastne mrlje vidljive kameri, ali nevidljive golim okom, koje

pokazuju podrucje na kojemu se dogodila kataliticka reakcija, odnosno podrucje na

kojemu je prisutan ispitivani protein.

ol
V

i

e

Slika 30: Imunobojanje
Slika 29: Uredaj za snimanje s tamnom

komorom (ChemiDocTM XRS+
System)
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Slika 31: Pojava vrpci na ra¢unalnom
ekranu

2.7. Obrada rezultata

Dobivene fotografije obradene su rac¢unalnim programom (ImageJ) za obradu
fotografija kojim je kvantificirana prisutna koli¢ina proteina u obliku povrsine koju ti
proteini zauzimaju na samoj membrani. Dobiveni podaci uneseni su u racunalni
program Microsoft Office Excel 2007 gdje su racunski obradeni. Prvo je napravljena
normalizacija uzoraka tako da je napravljen omjer povrSina prisutnih proteina i povrSine
kontrolnog uzorka za svaku stani¢nu liniju ¢ime smo iz daljnjeg rada izuzeli povrSine, a
dobili omjere ¢ime se olak$ava daljnji rad. Dobiveni su omjeri koli¢ina prisutnog
housekeeping proteina GAPDH koji je prisutan u svakoj stanici jer izgraduje citoskelet,
te omjer prisutnog MAPK proteina koji sudjeluje u stanicnom signalnom putu p38.
Usporedbom ta dva omjera dobiven je odnos koli¢ine MAPK proteina i housekeeping
proteina koji nam govori o utjecaju ispitivanih spojeva na inhibiciju ili aktivaciju p38

signalnog puta.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Rezultati eksperimentalnog rada

Rezultati odradenog eksperimentalnog rada obradeni su ra¢unalnim programom
(ImageJ). Program mjeri gustocu osvijetljene mrlje na potpuno crnoj podlozi, jer je
slika snimljena unutar tamne komore, a jedino osvjetljenje stvarala je
kemoluminiscencijska reakcija. Koli¢ina razvijenog svjetla proporcionalna je koli¢ini
p38 MAP kinaza i GAPDH koji su odredivani na membrani. Usporedbom gustoce
svjetla svake mrlje na koju su primijenjeni farnezol i nerolidol s njihovim kontrolnim
uzorcima dobiveni su omjeri koli¢ine proteina koji su prikazani u tablici 3. Prikazani
omjeri mogu se shvatiti na nacin da kontrolni uzorci imaju gustocu mrlje 1 pa sve
gustoce manje od 1 znace da je koli¢ina odredivanog proteina bila manja od koli¢ine
proteina u kontrolnom uzorku. Brojevi veci od 1 pokazuju da je ekspresija odredenog
proteina bila ve¢a od koli¢ine proteina pronadena u kontrolnim uzorcima. Razlika te
koli¢ine do 1 pokazuje nam koli¢insku razliku u postotcima (razliku uzoraka s
primijenjenom testnom tvari i uzoraka na koji nije primijenjena testirana tvar). Da bi
odredili jesu li farnezol i nerolidol aktivni prema p38 MAPK stani¢énom signalnom putu
potrebno je napraviti usporedbu koli¢ine housekeeping proteina GAPDH i koli¢ine
odredivanih proteina p38 MAPK. Iz odnosa ta dva broja moguce je zakljuciti da li je
neka tvar utjecala na signalni put i na koji nacin. Ukoliko omjer pokazuje veli¢ine od
0,95 do 1,05 tada mozemo zakljuciti da odredivana tvar nema utjecaja na p38 MAPK
stani¢ni signalni put. Ukoliko je broj manji od 0,95 tada mozemo zakljuciti da se
odredivana tvar ponaSala kao inhibitor signalnog puta, a ukoliko je omjer ve¢i od 1,05

tada se tvar ponaSa kao aktivator signalnog puta.
Tablica 9: Rezultati eksperimentalnog dijela rada izrazeni u obliku omjera gustoce

emitiranog svjetla kemoluminiscencijom za uzorke na koje su primijenjeni
farnezol i nerolidol te njihovih kontrola

Stanicne linije
T24 TCC SUP LN-229
'Spite‘;?na GAPDH | MAPK | Odnos | GAPDH | MAPK | Odnos | GAPDH | MAPK | Odnos
Farnezol | 07797 | 06911 | 0,8864 | 09147 | 08706 | 0,9517 | 05639 | 07496 | 1,3293
Nerolidol | 09887 | 05853 | 05020 | 04354 | 05451 | 1,2519 | 09552 | 0,6232 | 0,6524
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3.2. Utjecaj farnezola na p38 MAPK signalni put

Za uzetu masenu koncentraciju farnezola od 0,035 mg/mL koja je primijenjena
na sva tri uzorka vidljivo je da, gledajuci koli¢inu housekeeping proteina GAPDH, nije
doslo do oc¢ekivane smrtnosti stanica od 50%, ve¢ da su stanicne linije T24 1 TCC-SUP
bile rezistentne prema djelovanju farnezola kao citotoksi¢nog sredstva. Stani¢na linija
LN-229 pokazala je osjetljivost na farnezol s ~43% manje stanica u uzorcima. Utjecaj
na p38 MAPK stani¢ni signalni put pokazuje veoma jasnu sliku dobivenih rezultata
smrtnosti stanica gdje je p38 MAPK aktiviran samo u slucaju LN-229 stani¢ne linije
dok je u druga dva slucaja, kod T24 i TCC SUP, inhibiran u iznosima od ~11%
odnosno~5%. Aktivacija p38 MAPK kod LN-229 stani¢ne linije je veoma izrazena s
~33% vecom koli¢inom p38 MAP kinaza u stanicama ove stani¢ne linije nego u
stanicama iste stani¢ne linije na koje nismo djelovali farnezolom (kontrola). Ovakav
rezultat sugerira veoma ciljano djelovanje farnezola na stani¢nu liniju LN-229
izazivajuéi smanjenje broja stanica za uzetu koli¢inu farnezola preko p38 MAPK

signalnog puta tih stanica.

3.3. Utjecaj nerolidola na p38 MAPK signalni put

Za uzetu masenu koncentraciju nerolidola od 0,05 mg/mL koja je primijenjena
na sva tri uzorka stani¢nih linija vidljivo je da, prema koli¢ini housekeeping proteina
GAPDH,nerolidol nije citotoksi¢an za stani¢ne linije T24 i LN-229 gdje je stani¢na
smrtnost ili inhibicija rasta bila manja od 5% pa se moze zakljuciti da nerolidol nema
citotoksi¢ni utjecaj na te stani¢ne linije. S druge strane stani¢na linija TCC SUP veoma
je dobro reagirala na koristenu koli¢inu nerolidola s ~56% manje stanica u uzorku za
razliku od kontrolnog uzorka (istih stanica na koji nerolidol nije bio primijenjen).
Utjecaj na p38 MAPK stani¢ni signalni put je veoma izrazen kod svih ispitivanih
uzoraka na nerolidol. Kod stani¢nih linija T24 i LN-229 ispitivani signalni put snazno je
inhibiran u iznosima od ~41% odnosno~35%. Stani¢na linija TCC SUP koja je
pokazala dobar odgovor na nerolidol pokazuje i znacajan porast p38 MAP kinaza u
uzorcima s porastom od ~25% u odnosu na kontrolne uzorke. Ovakav rezultat sugerira
na veoma ciljanu reakciju TCC SUP stani¢ne linije na nerolidol koji antiproliferacijsku

aktivnost ostvaruje preko p38 MAPK stani¢nog signalnog puta.
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4. ZAKLJUCAK

Rak je genetsko oboljenje i kao takvo veoma se tesko lijeci. lako se razvijaju
manje invazivne metode, najefikasnije metode koje danas imamo su kirursko
odstranjivanje oboljelog dijela tijela, radijacijska terapija i kemoterapija veoma
otrovnim tvarima tijekom koje se tijelo natjeCe sa stanicama raka u prezivljavanju. Sve
ove metode su jako invazivne i onesposobljavaju oboljelog, ¢ak i u slucaju potpunog
izljeCenja, da ima normalan zivot. Pronalazak lijeka koji bi omogucio lijeCenje
neinvazivnom metodom, gdje bi pacijent bio u mogucnosti nastaviti S normalnim
Zivotom bez vecih nuspojava, uvelike bi povecao standard zivota oboljelih. Rak danas
predstavlja veliki socijalni i ekonomski problem. Prema statistici iz 2015. godine
(najnovija sluZzbena verzija u trenutku pisanja rada) 208,3 milijuna radnika pogodeno je

rakom 1 postterapijskom invalidnoscu.

Rezultati izneseni u ovom diplomskom radu pokazuju da postoji mogucnost
selektivnog djelovanja prirodnim organskim spojevima, kao §to su koriSteni
seskviterpeni—farnezol i nerolidol, na odredene linije raka. Farnezol i nerolidol su
pokazali ciljano i specifi¢no djelovanje na ispitivane stani¢ne linije. Farnezol je pokazao
povoljno djelovanje na LN-229 stani¢nu liniju smanjujuéi proliferaciju za veoma
znacajan iznos od ~43% nakon 48 sati primjene, dok je nerolidol pokazao povoljno
djelovanje na TCC SUP stani¢nu liniju smanjujuci proliferaciju za ~56% nakon 48 sati.
Oba ispitivana spoja su pokazala veoma mali utjecaj na koli¢inu stanica u ostale dvije
stani¢ne linije $to sugerira specifi¢nost njihova djelovanja. Posto su farnezol i nerolidol
izomeri, koji se razlikuju samo u polozaju dvostruke veze i hidroksilne skupine, moze
se zakljuciti da je njihovo djelovanje na stani¢ne linije LN-229 i TCC SUP specifi¢no
za svaku od primijenjenih molekula te da to vezivanje utjeCe na smrtnost tih stanica.
Vazan zakljuak moze se izvesti iz koli¢ine p38 MAPK u stani€nim linijjama. Stani¢ne
linije koje su pokazale smrtnost imale su povecanu koli¢inu p38 MAP kinaza u
stanicama dok su stani¢ne linije koje nisu pokazale znacajnu smrtnost imale manju
koli¢inu p38 MAP kinaza u stanicama u usporedbi s kontrolnim uzorcima istih stanica
na koje ispitivane tvari nisu primijenjene. Ispitivanja>? pokazuju da p38 MAPK stani¢ni
signalni put ima ulogu u sprjeCavanju nastanka malignih promjena na zdravim
stanicama te da ima utjecaj na poticanje apoptoze maligne stanice. Aktivacija p38

MAPK signalnog puta tada dovodi do smrti stanica §to je vidljivo u rezultatu ovoga
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rada. Posto su samo odredene stani¢ne linije pokazale da ispitivane tvari na njih djeluju
aktivatorski prema p38 MAPK stani¢nom signalnom putu, dok ostale pokazuju
inhibiciju istog pri istoj koncentraciji, mozemo zakljuciti da se farnezol i nerolidol
ponasaju kao aktivatori i inhibitori p38 MAPK stani¢nog signalnog puta i njihovo
djelovanje je uvjetovano primijenjenom koli¢inom na stani¢ne linije. Sve tri ispitivane
stani¢ne linije dolaze iz pokrovnih stani¢nih linija, gdje T24 i TCC SUP dolaze iz raka
mokra¢nog mjehura, a LN-229 iz glioblastoma. S obzirom na tu ¢injenicu o¢ekivano je
veoma sli¢no djelovanje na sve stani¢ne linije. Medutim, rezultati opovrgavaju ovo
oc¢ekivanje donoseci jos§ jednu potvrdu o specificnosti djelovanja farnezola i nerolidola
prema stanicama raka. Cilj buducih istrazivanja trebao bi biti usmjeren na in vivo

testiranje farnezola i nerolidola tj. na pokusnim Zivotinjama.
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Popis kratica:

HIV —eng: ,,human immunodeficiency virus® (virus humane imunodeficijencije)
CT —eng: ,,Computed tomography*

PET - eng: ,,Positron-emission tomography*

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid

NAD(P)H — eng: ,,nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase*

BSE — eng: ,,Bovine spongiform encephalopathy* — kravlje ludilo

PVDF - Polivinilidenfluorid

SDS-PAGE - eng: ,,sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis‘
SDS - eng: ,,sodium dodecyl sulfate*

BSA — eng: ,,Bovine serum albumin®

ELISPOT - eng. ,,Enzyme-Linked Immuno Spot assay*

ELISA - eng. ,,enzime-linked imunosorbent assey*

TRP - eng. ,transient receptor potential

Hsp — eng: ,,heat shock proteines*

TLR — eng: ,toll-like receptores*

MAPK - eng. ,, Mitogen-Activated Protein Kinases*

EGF — eng: ,,Epidermal growth factor®

PDGF — eng: ,,Platelet-derived growth factor*

FGF — eng: ,.fibroblast growth factors*

TNF - eng. ,,Tumor Necrosis Factor®

ERK - eng: ,.Extracellular signal-Regulated Kinase*

JNK(SAPK) - eng: ,, C-jun N-terminal Kinase / Stress-Activated Protain Kinase*
PBS - eng: ,,Phosphate-buffered saline*

TEMED - eng: ,, Tetramethylethylenediamine*

YAPL1 —eng: ,,yes-associated protein 1
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ANGII — eng: ,,angiotensin I1*

TGF-B — eng: ,,Transforming growth factor beta“

MKKG®6 — eng: ,,Mitogen-activated protein kinase kinase 6
MKK3 — eng: ,,mitogen-activated protein kinase kinase 3
MKK4 — eng: ,,Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 4
TAK1 - eng: ,,Transforming growth factor f-activated kinase 1
MAPKAPK2 — eng: ,,MAP kinase-activated protein kinase 2

ATF2 —eng: ,,Activating transcription factor 2*

STAT1 —eng: ,,Signal Transducers and Activators of Transcription-1¢

Max/Myc — eng: ,,MYC associated factor X*

CREB — eng: ,,cAMP response element binding protein*
MSK1 — eng: ,,Mitogen- And Stress- Activated Kinase-1*
CHORP - eng: ,,C/EBP-Homologus Protein‘

MAPKAPK3 — eng: ,,MAP kinase-activated protein kinase 3

MAPKAPKS - eng: ,,MAP kinase-activated protein kinase 5%

MNK1 — eng: ,,mitogen-activated protein kinase (MAPK)-interacting serine/threonine-

protein kinase 1°

NF-kB — eng: ,,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells*

TRAF2 - eng:“TNF Receptor-Associated Factor-1)-associated NIK (NF-xB-Inducing

Kinase)*
MEKK - eng: ,,MAP kinase kinase kinase*

I-xB kinaze — eng: ,,Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase*
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