YHUBEP3WUTET Y BEOIPALLY
MEOVULUMNHCKU ®AKYIITET

OparocnaBa A. hukuh

YTuuaj peaktTMBHUX BpCTa KUCEOHMUKA
Ha aktTuBHocT MTOR curHanHor nyrta
Koa nauuvjeHaTa ca
MujenonponudgepaTuBHUM
Heonnasmama

AOKTOpPCKa AucepTauuja

Beorpaa, 2018.



UNIVERSITY OF BELGRADE
MEDICAL FACULTY

Dragoslava A. Dikié

The impact of reactive oxygen species
on the mTOR signaling pathway activity
In patients with

myeloproliferative neoplasms

doctoral dissertation

Belgrade, 2018.



MEHTOPH

[Tpod np Auapuja bornanosuh, Banpeanu npodecop

Menuuuncku daxynret, YHuBep3uteT y beorpany

np dparana MapkoBuh, BUIIIM HAYYHU CapaTHUK

I/IHCTI/ITyT 3a MCIUIMHCKA UCTpaKHBatba, YHI/IBGPSI/ITCT y Beorpaz[y

KOMHUCHUJA

[Tpod np Mapuja [Ibema Epuerosar, Banpeanu npodecop

MenuuuHckn dakynret, YHUBep3uTeT y beorpamy

ITpod np Ana Bunosuh, Banpeaau npodecop

Menununacku dakynrer, YHuBep3utet y beorpany

Hp Bnagan Yokuh, HaydHH caBETHUK

NHCTUTYT 32 MEIUIIMHCKA UCTPaXKMBama, Y HUBEp3UTET y beorpany

Hatym onOpane:



HcTpaxuBame y 0BOj AUCEpTAIIjU U3BEICHO j€ Y OKBUPY HAYYHOUCTPAKUBAYKOT
MIPOjeKTa I0J] Ha3MBOM ,,lICIIUTHBamE MATOTeHe3e XeMaTOJOMKUX Manurautera® (OU
175053, 2011-2017), xojum pykoBoau p cum men Bmagan Yokuh, HaydyHM CaBETHUK
NuctuTtyra 3a MEAUMUMHCKA HCTpaKUMBawka YHuBep3urera y beorpamy, nox
MOKPOBUTEJHCTBOM MUHHUCTApCTBA MPOCBETE, HAYKE U TEXHOJIOMIKOT pa3Boja Penmy6nuke
Cp6uje (obmact buomenununa, npojektau nepuosa 2011-2017).

JlokTopcka nucepranuja je ypahena y JlaGoparopwju 3a XeMaTOJOIIKE
ManuranTeTe, ['pyme 3a MojekynapHy OHKojJorujy MHcTUTyTa 32 MeIUIMHCKA
UCTpaKuBama YHuBep3utera y beorpany.

ExcriepuMmeHTanHu €0 OBe AMcepTalMje KOjU C€ OJHOCH Ha HCIUTHBAE
MOJIEKYJTapHO-TEHETCKIX KapaKTepUCTHKA dunanenduja-HeraTHBHUX
MUjenonpoarudepaTHBHAX HEOTUIa3MH, ypal)eH je y TeHeTcKoj jabopaTopuju KinuHuke 3a

€HJIOKPUHOJIOTH]Y, nujadberec u 6onectn Merabonnsma, Knnnuukor nenrpa Cpouje.



CBom MeHTOpYy J1p Amnapuju bormanoBuhy, BaHpegHoM —npodecopy
Menununckor (akynteta YHuBep3uTeTa y beorpagy 3axBajbyjeM ce Ha HeceOUYHO]
HOJPIIIH U CTPYYHO] TOMONH TOKOM U3paJie TOKTOPCKE JHcepTaluje.

KomenTopy [lp Jparanu Mapkosuh, Buiiem HaydHOM capagHuky MHcTutyTa 32
MEIMIUHCKAa HUCTpakuBama YHuBep3urera Yy beorpany, 3axBasbyjeM ce Ha
KOHCTPYKTUBHOM YCMEPaBaby, CTPIJbEHY M IOMONM TOKOM pajia Ha JOKTOPCKO) TE3H.

[Tocebny 3axBamHOCT ayryjeM jap Bmamany Yokwhy, HaydHOM CaBETHHUKY
WucTuTyTa 32 MEIMIIMHCKA HCTPaKUBama Y HUBep3uTera y beorpany, 6e3 duje crpydHe
MOJIPIIIKE, HEMIPECYIIIHE EHEPryje U eHTy31ja3Ma He Ou OMJIo OBe JucepTaluje.

UnanoBuma komucuje, ap Mapuju [lsemm Epuerosai, Banpennom npodecopy
MenuuuHckor ¢akynTera YHuBep3uteTa y beorpany u np Anun Bunosuh Banpemnnom
npodecopy MemurmHackor Qakynrera YHHBep3uTeTa y beorpaay 3axBabyjeM ce Ha
KOPHUCHHUM CyrecTrjama TOKOM yoOJn4aBama paja.

Konerama u3 I'pyne 3a monekynapHy oHKojordjy MHcTUTyTa 3a MEAMLMHCKA
UCTpaKuBama YHUBep3uTera y beorpany, 3axBajbyjeM ce Ha MOMONM y pealu3aiuju
HCTpaXXMBamba U MPHjaTeJbCKO] aTMOc(hepH Koja je pajJ YIHMHUIA PHJaTHU]HM.

Mojoj mopoauuM JyryjeM 3axBaJlHOCT 3a Jby0aB, MOAPIIKY M OeckpajHo

CTPILJbEHE.



YTHuaj peakTHBHMX BPCTa KMCeOHHKA Ha akTUBHOCT MTOR curnajgHor nmyra ko
nanujeHara ca MujeJonpondepaTHBHIM HeollJIa3MamMa
Caskerak

YBoa: 3ajeqHuuka KapakTepHCTHKa MalWrHUTEeTa je mnoBehaHa KoHIEHTpanuja
peaktuBHHX BpcTa kuceonnka (ROS) u peaktuBHux Bpcta azora (RNS) koje mory na
Ipoy3poKyjy omrehema MakpoMoliekyna y henmuju m JqoBedy 10 HapyllaBama HhCHE
ctpykrype u ¢ynknuje. OxcumatuBHo omrehewe JIHK cmarpa ce wHuImMjaatHuM
norahajem y pasBojy kanueporeHeze. ROS yruuy Ha (yHKIHM]y XeMaTONOETCKHUX
MaTHYHUX henuja, moBoje 0 mpoMeHa henwjckor mukiyca, yop3aHor crapema henmja
WIM JI0 HacTaHka xemarojomkux manurautera. BCR/ABL onkoren m JAK2V617F
MyTaluja UHIYKY]y cTBapame ROS y xeMaTornoeTrckuM MaTU4HuUM henujama mTo BOAU
reHomckoj HectabunHoct U omrehewy AHK. ITon yruuajem JAK2V617F myranyje u
BCR/ABL onkoreHa koj XpOHHYHHX MHjenonponupepaTuBaux HeorwtazmMu (XMH)
nonasu 1o koHctutytuBHe aktuBanmje PI3K/AKT/mTOR curnamsor myra, Koju
perynuiie MeTadoliM3aM U CTUMYIHUIIE pacT U nponudepanujy hennja. C o03upom na
ROS u RNS mory yrunaru Ha aktuBHOocT MTOR kuHaze, ucnuTaHu cy napaMmeTpu
AQHTHOKCU/IATUBHE 3aIITUTE M OKCHUIATHBHO W3MEHEHUX JIMNHIA W TPOTEHHA Yy
HUpPKyJauju, kao u crened aktupanrje AKT/mTOR curnanuor nyra y rpanyinouutuma
6onecanka ca XMH u xymaHoj eputposneykemujckoj henujckoj suHuju (enr. Human
erythroleukemia cell line, HEL) ca JAK2V617F mytanujom.

Metoae: YV cryaujy je ykmydeHo 110 de novo XMH oGonecuuka: 30 ca
nosmnutemujom BepoM (I1B), 24 ca ecenumjasinom tpomborutemujom (ET), 34 ca
npumapHoM wmujenopudpozom (IIM®P), 22 OonecHuka ca AMJaTHO30M XPOHUYHE
mujenonHe aeykemuje (XMJI) u 10 3apaBux ucnuraHuka. Mapkepu OKCUJATUBHOT U
HUTPO3aTUBHOI CTpeca y IUIa3MH M JU3aTUMa epuTpouura onapeheHu cy
KOJIOPUMETpHjCcKOM MeTooM. Konmmumaa uHTparnenynapae npoaykije ROS onpehena
je ynorpedom ryoporenor pearenca Ho DCF-DA. HuBo HUTpOTHpPO3WHA, MHIYITHOMITHE
NO cuntaze (INOS) u crenen aktuBaiuje AKT/mTOR/p70S6K kunaza oapehenu cy y
rpanyjomuTuMa OonecHuka ca XMH HMMYyHOLMTOXEMHMjCKOM METOJIOM U METO0M
umyHOOI0Ta. Y N VItro yciosuma ucnutad je yruiiaj Bogonuk mepokcuaa (H202) u N-
aretun ructenHa Ha aktuBanyjy mTOR u excripecujy iNOS 1 HUTpOTHpO3UHA. Y THIA]

nBa pasnuuuta okcupanca, HoO» u 2,2'-a300uc(2-aMuIuHONIPONIAH) AUXHUIPOXIOPHIA



(AAPH), na aktuBaiujy AKT/mTOR curnamHor myra, HpeXHBJbaBambe W NEITUjCKU
nukiyc HEL henuja, y in vitro ycioBuma, ucrnuran je MertojoM umyHooOsora, FACS
metonoM 1 MTT tecTtom.

Pe3yaratu: AKTHBHOCT €H3MMa CYNEpPOKCHJ JAMCMYyTa3e U IJIyTaTHOH
nepokcuaaze Ouia je cMameHa y eputponutuma Behmne moarunoBa XMH, mok je
aKTUBHOCT KarTaja3e CcMameHa jenuHo Kox OomecHuka ca XMJL.  VYkynan
AQHTHOKCU/IATUBHM KalalUTET Yy IUIa3MU U aKTUBHOCT KaTajas3e y epuTpOLUTHMA UMaJIU
cy Hajehe BpenHoctu y I[IM®. KoHueHTpauuje MajloHAMANIEXHUIa M IMPOTEHH
kapOOHMIIa, TOKa3aTeJba OKCUJATUBHUX omTehema TunuIa u MpoTerHa y HUPKYIaluju,
oune cy nosumeHe y XMH. Konnenrpanuja ykynaux aurpura u aurpara (NOx) ouna
je noBehana xox [IM® OonecHuka y nopehemwmy ca 34paBUM MCIUTAHULUMA U APYTHM
XMH entureruma. Excrpecuja ROS, nutporposuna u INOS 6unm cy nosehanu y
rpanyionuTiMa Behnne Oonecamka ca XMH. Exkcmpecuja pS6K, edexropa mTOR
KMHA3e, TO3UTUBHO je Kopenupana ca mnoBehanom aktuBamujom AKT/mTOR vy
rpanyionuTuMa. Y in vitro ycmosuma Hz02 je crumymucao aktuanoct mTOR wu
nosehao ekcrpecujy HUTpoTupo3uHa u iNOS y rpanynouuTuma 00JI€CHUKA U 3paBUX
KOHTpousa. ['panynountu GojecHUKA UCTIOJbUIN Cy Behy OTIIOPHOCT Ha LIUTOTOKCHUYHO
nenoBame H202 y ogHOCy Ha 3apaBe ucninrtanuke. Tperman HEL hemmja H2O2 noseo je
no aktuBauuje AKT m mTOR kunaze, nok je nyrorpajuu tperman ca AAPH
MPOY3pOKOBao mopact akTuBHOCTH jennHo MTOR kunaze. Muxubunuja MTOR kunHaze
panaMuIMHOM 3HayajHo je cmamuia 6poj HEL henuwja y S ¢a3u henujckor nuxityca u
JornpuHena cMamewy BujadmtHoctd HEL henuja nakon npumene H202.

3ak/pyuak: AHaln3a eKCIpecHje OKCHJIATUBHUX oluTrehema MolieKylna Hu
AKTUBHOCTH aHTMOKCHJIaHaca MOKa3aja je IMOoCTojamhe OKCHIATUBHOT cTpeca ko XMH.
Kon Behnne GonecHHKa MpOMEHE Cy YAPYKEHE ca BUCOKMM BpEeIHOCTUMA IMOKa3aTeba
HUTPO3aTHBHOT cTpeca u nojayanoM aktuBHoimhy AKT/MTOR curnansor myra. mMTOR
KHMHAa3a UCIOJbUJIA je Pa3InYUTy CEH3UTUBHOCT HA MPOMEHE PEJOKC CTamka KOJ 3APaBUX
u XMH 6onecHuka u enoBajia je CTUMYJIaTUBHO Ha MPEXHUBJbaBambe U mposndepanujy
henuja y ycioBMMa OKCHJIaTUBHOT CTpeca.
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The impact of reactive oxygen species on mTOR signaling activity in patients with
myeloproliferative neoplasms

Summary

Introduction: A common characteristic of malignancies is an increase of reactive oxygen
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS). In such circumstances
macromolecules are damaged and the cell structure and function are disrupted. The
oxidative DNA damage is considered to be the initial event in the developement of
carcinogenesis. ROS affects the function of hematopoietic stem cells, changes the cell
cycle progression, accelerates aging and induces hematological malignancies. The
BCR/ABL oncogene and JAK2V617F mutation induces the formation of ROS in
hematopoietic stem cells that leads to genomic instability and DNA damage. In the
myeloproliferative neoplasm (MPN) patients, JAK2V617F mutation and BCR/ABL
oncogene are associated with the constitutive activation of the PISK/AKT/mTOR
signaling pathway, which stimulates the growth and proliferation of cells. As ROS and
RNS may affect the activity of mTOR, we have examined the parameters of antioxidant
protection and oxidative damage of lipids and proteins in circulation as well as the
AKT/mTOR signaling pathway activity in the MPN granulocytes and human
erythroleukemia (HEL) cell line with JAK2V617F mutation.

Methods: The study includes 110 de novo MPN patients: 30 polycythemia vera (PV), 24
essential thrombocythemia (ET), 34 primary myelofibrosis (PMF) as well as 22 patients
with the diagnosis of chronic myeloid leukemia (CML) and 10 healthy subjects. Markers
of oxidative and nitrosative stress in plasma and erythrocyte lysates were determined by
the colorimetric method. The intracellular production of ROS was determined by
fluorogenic reagent H2DCF-DA. The levels of nitrotyrosine, inducible NO synthase
(iNOS) and the activation rate of AKT/mTOR/p70S6K kinases were determined in
granulocytes of MPN patients using immunocytochemistry and immunoblotting methods.
The influence of hydrogen peroxide (H202) and 2, 2'-Azobis (2-amidinopropane)
dihydrochloride (AAPH) oxidants on AKT/mTOR signal pathway, cell cycle and survival
were tested by Western blot, FACS and MTT test in HEL cells.



Results: The activities of superoxide dismutase and glutathione peroxidase were reduced
in the erythrocytes of most MPN subtypes, while catalase activity was reduced only in
patients with CML. Total antioxidant capacity in plasma and catalase activity in
erythrocytes demonstrated the highest values in PMF. As indicators of oxidative damage
of lipids and proteins, the malondialdehyde and protein carbonyl were elevated in plasma
of MPN. The concentration of total nitrite and nitrate (NOx) was increased in PMF
compared to healthy subjects and other MPN entities. In addition, the ROS, nitrotyrosine
and INOS expression were increased in granulocytes of MPN. Expression of pS6K,
effector of mTOR kinase, positively correlated with the increased AKT/mTOR activation
in granulocytes of MPN. In vitro, H202 stimulated the activation of mTOR and increased
the expression of nitrotyrosine and iINOS in MPN granulocytes. MPN granulocytes
exhibited a greater resistance to cytotoxic H20> activity compared to healthy subjects.
The treatment of HEL cells with H202 also caused the activation of AKT/mTOR
signaling, while AAPH only increased the activity of mTOR kinase. The reduced viability
of HEL cells by H>0O> was supported with mTOR inhibitor rapamycin. The mTOR

inhibition significantly reduced the number of HEL cells in the S phase of cell cycle.

Conclusions: The expression of oxidation modified macromolecules and the activity of
antioxidants demonstrated the presence of oxidative stress in MPN. Those changes were
associated with the high levels of nitrosative stress markers and increased activity of
AKT/mTOR signaling pathway. Although the mTOR kinase exhibited different
sensitivity to the redox status in MPN, it stimulated cell proliferation and survival in
oxidative stress conditions.

Key words: MPN, ROS, RNS, mTOR
Research area: medicine

Special topic: hematology

UDC number: 616.155-006:577(043.3)
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1. YBOJ

1.1 XponuyHe MujesonpoudepaTuBHe HeoMIazMe

XpoHn4He MujenonpoirdepaTHBHE HeoIla3Me IMPECTaBibajy KIOHAIHE O0JecTH
xemaronoerckux wMarmyHux hemmja (XMTHB) koje  kapakrtepumie mopemehaj
nposindepandje jeaqHe wid Buire mujenoaHux henujckux nunuja (Saeidi K, 2016).
henuje cBUX MHjeIONIHUX JI03a MOTY NIPHUIIAAATH MAJIUTHOM KJIOHY: epuTpouane henuje,
MeTrakapHoIUTH, HeyTpoduau u MmoHoiutu (Hermouet S u cap., 2015; Spivak JL, 2010;
Vainchenker W u Kralovics R, 2017). Uuunujanaun Manuraum jgorahaj oiBuja ce y
wiypunoreHTHO] XMA, y mumdo-MujenonHiIM TpOreHuTopruMa, Ipu 4emy (eHOTUT
XMH ocnukaBa nposmdepaTHBHY TPEIHOCT MHUjEIOUIHE Y OAHOCY Ha JUMOOUIHY
henujcky 5103y. 300T TOra peTKo U YriaaBHOM Y TeXHUM oOnuunMa 6ojectu 1 auMdonine
henuje, yrmaBaom b numdoruru, NK (enr. Natural Killer) henuje u T aumdonutw,
MOTy Tmpumagatd Maauraom kiony (Hermouet S u cap., 2015; Delhommeau F, 2007;
Vainchenker W u Kralovics R, 2017).

William  Dameshek je  1951. romuHe mpBH  YNOTPeOMO  TEPMHUH
»,MujenonpoiaudeparuBHu nopemehaju’, Ha OCHOBY 3amaXkama Jja 00JecTH Kao HITO Cy
NOJIMIUTEMH]a Bepa U MH]jesopudpo3a ca MHUJEIOMIHOM METaIula3ujoM (caja 0O3HaueHa
Kao mpumapHa Mujerodudpo3a) MOTy y OCHOBU TMpeACTaBbaTH MCTU Mopemehaj,
IPOY3POKOBaH Taja HEMO3HATHUM CTHUMYJIYCOM Y KOCTHOj CpXKM, Ydja je MOCIeIHIa
noBehana mponudepanuja npexkypcopa Xemaromoe3e y KOCTHO] cpku W moBehaHa
npoaykija 3penux henuja kpsu (Dameshek W, 1951).

Tepmun ,,Heormazma“ je 2008. ox ctpane Cetcke 3apaBcTBeHe opranuzanuje (C30)
yBelleH y KiIacu(uKaluju TyMOpa XeMaTOMOETCKOr W JTUMQOUIAHOT TKHBA Jla O ce
UCTaKJIa KJIOHCKa Ipupoaa MmujenonponudepatuBHux 6onectd (Rumi E u Cazzola M,
2017). ITpema kputepujymuma C30 u3 2016. y XMH ce yOpajajy: XpOHUYHA MH]jEIOHTHA
neykemuja (XMJI), momunuremuja Bepa (IIB), ecenmmjamna tpombGomuremuja (ET),
npuMapHa mujenopudposza (IIM®P), xpoHuuHa HEyTpodHIHA JIEyKEeMHja, XpPOHHYHA
eosnHO(MIIHA JeykemMuja, u HekinacupukoBann XMH enturetn (Barbui T, 2018).
henujcka Tpanchopmarnmja kog XMJI mocneanna je Hactanka Ounanenduja XpoMozomMa

(eurn. Philadelphia chromosome, Ph), perunpodnoM XpoM030MCKOM TPaHCIOKAI[HjOM



(9;22) kanma nacraje BCR-ABL ren kxoju koaupa CHHTE3y KOHCTHTYTHBHO AaKTHBHE
UTOIUIa3MaTCcKe TUpo3uH kuHaze. @y3uja rena BCR-ABL je ocHOBHU oHKOTeHM foralaj
y oBOj OonectH, 1 0BO je jenuHa XMH koja uma jacHo neduHucaH, cnenuduyal reHCKH
nopemehaj. I'pynu @unagenduja xpomoszom Heratusaux (Ph™) XMH npunanajy I1B, ET
u [IM®, uynju ce Hacranak noBoau y Bedy ca JAK2/CALR/MPL myranujama. Ocrane
XMH cy xereporeHe M HMajy pa3IHuUTe KIMHUYKE KApaKTEPUCTHKE M HCXOX
(Delhommeau F u cap., 2010; Barbui T, 2018).

Manurny npupony XMH kapakTtepuiile MOHOKJIOHATHOCT, HACYIIPOT MOJIUKIOHCKO)]
NpUPOIM HOpMaJHe Xemaroroese/mujenonoese (Spivak JL, 2010; Hermouet S u cap.,
2015). Tpaunchopmucana mrypunoreHTHa XMA MMa TpeIHOCT y NMPEKHUBIBABAKBY Y
oJHOCy Ha HopManHe XM'R, Tako a yriiaBHOM IPOr€HUTOpH TpaHchopMHUcaHuX henuja
HaceJbaBajy KOCTHY CpX M 3aTUM Kao 3pene henuje nocneBajy y kpB. HuBo kioHcke
JOMUHAIH]je Bapupa Ko pasnuuntux noarunoBa XMH. Tako cy ckopo cBe henmje kpBu
U KocTHe cpxu OonecHrka ca XMJI u [IM® npu nmocTaBibamy I1jarHo3€ NpOreHUTOPH
MaJIMTHOT KJIOHA, 10K ¢y koJ 6osiecHuka ca ET u [1B, y3 nomMuHanujy Maaursor KjioHa,
npucytHe u henuje nopekinom o Hopmanaux XM (Spivak JL, 2010). Ox nomuHarmje
MaJIUTHOT KJIOHA 3aBUCH M (DyHKIMja MOjeAMHAYHUX 3penux henuja MUjeIouHE J03€e
KOja MOXe OUTH Mame WM BUIlIEe mopemeheHa 1mTo ce oJpa)kaBa Ha aToreHe3y 00JecTi
U KOMIUIHKaIMje Koje ce jaBsbajy (Hermouet S u cap., 2015).

XMH cnanajy y petke 6onectu (MHIMAEHNA je Mamba o1 6/100.000 ocoba roaumme)
0J1 Koje yriaBHOM 000JbeBajy crapuje ocobe. Mako 6onechunu ca XMH renepanHo
uMajy Kpahu >XMBOTHM BEK Y OJHOCY Ha OIITY IMOMYyJalujy, pejlaTUBHA CToma
NpeXHBJbaBama je HajMama Koja OonecHuka ca [IM® (Rumi E u Cazzola M., 2017).
[Topen HexoHTpodKCcaHe Mujenonponudepanyje, kao komrukanuja XMH jaBibajy ce
TpoMOoxeMoparujcku nopemehaju, Gpudpo3a KOCTHE CPxkKH, CIUICHOMETaIlja, XpOHUYHA
uHpnamanuja, nopemehaj QyHKIMje HMYHCKOT CHCTEMa, KJIOHCKAa €BOJyllHja ca
TpaHchopMaIrjoM y akyTHY MUjerouany jeykemujy (AMJI) u moBehan pusuk 3a pas3Boj
cekyHnapuux kanuepa (Hasselbalch HC, 2013; Hasselbalch HC wu cap., 2014;
Hasselbalch HC u Bjern ME 2015; Spivak JL, 2010). OcHOBHU IIuJb JOCaTalIlbUX
TepaneyTCKuX MPHUCTYIA je Aa ce 0poj henuja y KpBu HOpMaM3yje, CIipeue BaCKylapHe
KOMIUTHKAIIMje, 1a ce HOopMain3yje MopdoyiorHja KOCTHE CPKU W CMamH PU3HK 32

nporpecujy 6onectu y [IM® unu AMJL



1.1.1. XMJI, Ph™ XMH

BCR-ABL xuMepHHM OHKOTEH, KOjH HACTaje PEIUIPOYHOM TPAHCIOKAIMjoM u3Melhy
xpomozoma 9 wm 22, nHaszBan Dunanenduja xpomo3om, jgoBogu C-ABL ren mon

TpaHcKpumuoHy koHtpory BCR rena (cnuka 1).
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Cauka 1. llemarcku npuka3 Hactanka Quianenduja XpoMo3oma TPaHCIOKAINjOM
u3mely xpomoszoma 9 u 22. [Ipeyzero ca Www.cancer.gov u Mmoau(uKoBaHo.

TpaHckpuIjoM reHa HacTaje KOHCTUTYTMBHO akTuBHa BCR-ABL Tupo3un kuHaza
KOja MMa KJbY4HY ysory y maroreHe3n XMJI. Kunasza cTtumynuiie curHajiHe myTeBe
HE3aBUCHO O] TIpUCyCTBa (akTopa pacta U Mema oaroBop henmje Ha omrehemwa JJHK
ITO MMa 3a TOCJIEAMIy TEHOMCKY HECTAaOMJIHOCT M PE3UCTeHIIM]y Ha amonTo3y W
tepanujy (Koptyra M u cap., 2006). IlporpecuBHa omrehema reHeTCKOr MeTpujaia
oryesajy ce y KIMHUYKOM TOKy came 6onectH. [IpBa je XpoHnuHa (haza ca JeyKOIUTO30M
U XUINEPIPOIYKIIMjOM HeyTpoduiia, y kojoj je Punanenduja XpoM0o30M jeTUHO TEHETCKO
omrehewme. Hakon Hekonmmko roawHa XpoHWYHa ¢aza ce TpaHchopmuiie y ¢azy
akuenepaunuje ca nopehenum Opojem 61acta y KOCTHO) CpxH U nepudepHoj KpBH Koja y
penaTUBHO KPAaTKOM nepuoay (6-9 meceru) npenasu y TepMUHAIHY OJacTHY KpU3Y KOjy
KapakTpuiry MHOTOOpojHe TeHeTcke abHopmanHoctd (Van Etten RA u Shannon KM,
2004; Joregensen HG u Holyoake TI, 2007). ®y3uja rena BCR-ABL kao ocHOBHH
OHKOT'€HH Jlorah)aj 3a mociaeuIly MMa aKTUBALlM]y HEKOJIUKO curHayHux mytea: STATS,
Ras, MAPK, PI3K, c-jun u c-myc (Kindler T u cap., 2003; Huang M wu cap., 2002).
STATS5 (enrn. Signal Transducer and Activator of Transcription factor 5) je Baxkan

(dakTop JIeyKeMOreHe3€e Yhja eKCIpecHja U aKTUBaAIlMja pacTy ca MPOTrpecrjoM OOJIeCTH
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(Warsch W u cap., 2012). OBaj TpaHCKpHUIIIHOHU (PAKTOP IMO3UTUBHO PETYJIHIIE
aktuBHOCT aHThanonToTrckux rena (BCL-2, BCLu) mnosehaBajyhu He camo Opoj
MyTall¥ja, Hero u Tojepaniyjy hemuja Ha BuXx0BO nprucyctBo.( Bourgeais J u cap., 2016).
BCR-ABL kunasa mgoBoau 10 koHctutytuBHe aktuBaije PISK/AKT curnamHor myra
TaKo IITO ce Be3yje 3a peryiatopHy nogjeaunuiy p85 PI3K (Skorski T u cap., 1997).
JAK?2 kunaza, ykJbydeHa y peryiaiujy mporeca HopMallHe XeMaToroese, MojayaHo je

akTuBUpaHa y henmujama nepudepne kpeu XMJI manujenata y 6,1acTHO] KpH3H.

1.1.2. Ph~XMH

Ph™ XMH kapakTtepuiiie eBOIyIHja O0JIECTH, OAHOCHO MOCTOjarbe T3B. OMOJIOIIKOT
win ¢GeHoTurnckor kontunyyma, on ET kao pane daze, npeko [IB mo [IM® kao
y3HAIPEIOBAJIOT CTa/IMjyMa, ca moBehaHuM pU3HKOM 01 JISyKEMHjCKe TpaHChopMaIje
u pa3Boja cexkyHmapuux kanirepa (Hasselbalch HC u cap., 2014). ET xapakrepuiie
noBehan Opoj MerakapuouuTa y KOCTHO] CpXKH, TpoMOOLKTO3a, moBehaHa MHIUICHIIA
BAa30MOTOPHHUX CHMITOMa U TPOMOOXEMOPArujcKux KOMIUIMKaluja, 1 nmpucyctso JAK?2
(cnmuka 2), CALR wmu MPL mytanmje (Rumi E u Cazzola M, 2016). 1B kapakTepuiie
€pUTPOIINTO3a Y3 CYIPUMHUpPaHy €HIOTEHY MPOMYKIHM]y €pUTPOIIOETHHA, MaHMH]jeI03a
KOCTHE cpikH (y3 anconyTHo noBehame Mace eputpouunTta nosehaH je u Opoj eykorura
u TpombOomuTta, ,trilineage growth”) u JAK2V617F wmyrauumja (Spivak JL, 2010;
Bittencourt RI u cap., 2011; Rumi E u Cazzola M, 2016). Yecra je mnojaBa
CIJICHOMETaJije, a PU3HK O apTepujcKe U BEHCKe Tpombo3e je mosehan. 3a [IMD je
KapaKTepUCTUYHA  KJIOHCKa  MHjeronpoiudepanyja ca  MerakapHoOIUTHOM
XurnepIiasujoM, npahenom nponudepannjom Gudpodiaacta KOCTHE CPKU KOja TOBOIH
no0 Mujenopudpoze  (PETUKYIMHCKE W/MIM  KOJNAreHCKe) M eKcTpamenyJiapHe
XeMaToroese, ca U3paxkeHoM ciuieHomeranujom u anemujom (Van Etten RA u Shannon
KM, 2004; Bittencourt RI u cap., 2011) [Ipucyctua je JAK2, CALR nnu MPL myraiyja.
VY panoj dazu [IMD (npedudporuuka [IMP) nocroju nponudepaiyja rpaHyIonUTa U
MerakapHuoITa 06e3 nprucycrsa perukyinuHcke Guodpose (Rumi E u Cazzola M, 2016).
Kog I[IM® cy 3anaxkeHe u paznuuure KoMOuHaIuje ,,iiuro3a‘ u nuronenyja (Rumi E u

Cazzola M, 2016).
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Cauxa 2. lllemarcku npuka3 crpykrype JAK2. Ceu unanoBu JAK ¢ammimje
nocenyjy 7 JH (JAK homology) nomena koju cy opranuzoBanu y 4 peruona: JH1, xoju
je KaranuTuuku (KuHa3Hu) aomeH; JH2- kartanuTHuku HeaKkTUBaH (Tceyo-KWHA3HM)
nomen; JH3 u JH4, xoju nene xomonorujy ca SH2 nomenom (Src-homology-2) u JH4-
JH7, xoju ynne FERM nomeHn, onrosopa 3a BesuBame JAK KkHMHaze 3a muTOCOIIHE
JOMEHE IMTOKMHCKUX peuentopa. MoanpukoBaHO HakOH mpey3umama u3 Quintas-
Cardama u cap., 2011; Nature Reviews Drug Discovery.

Monekynapuu mapkepu Ph™ XMH

IIB, ET u [IM® umajy ciimuHe OUOJIONIKE KapaKTePUCTHKE, ITO YKa3yje Ha lbUXOBO
3ajeTHIYKO MOHOKJIOHCKO Topekiio. Haj3HagyajHuja cimaHoCT je moBehaHa 0ceTIbUBOCT
XeMaronoe3Hux nperxonHuka Ha epurponoetud (EIIO), mrTo noBoam a0 pacta
epUTPOMIHUX MpPOreHUTOpa iN Vitro y oxcyctBy umtokuHa. OBaj mporec ce Ha3uBa
dbopMupame CHIOTEHUX SPUTPOUTHUX KOJIOHH]ja U 3amaxeH je kox 100% 1B u oxo 30-
50% O6onecuuka ca ET u IIM®. [ToBehana ceH3UTHBHOCT HHje OTrpaHHWYEHA caMO Ha
EIIO, Beh ykibyuyje u apyre MUTOKHHE, Kao mTo cy uatepneykun 3, SCF (enrn. Stem
Cell Factor), IGF-1 (enrn. Insulin-like Growth Factor 1), GM-CSF (Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor) u tpom6omoerun (TITIO). 3amaxeno je
dbopMupame U eHJOTeHUX MerakapuoluTHUX kojoHuja y Behunu XMH. To je yka3zaino
Jla OHKOTeHH Jiorahaj koju noBoau 10 XMH yTide Ha cUrHajTHE TyTEBE XeMaTOMOETCKUX
utokuHa, noceoro EITO u TI1O (Delhommeau F u cap., 2010).

Monekynapua npupoga Ph™ XMH Huje Ouna mo3nata cse 10 2005. roauHe, Kana je
HEKOJIMKO HWCTPaXMBAYKUX TPyMa, YIOTPeOOM (QYHKIMOHATHHUX, TEHETHUYKHX U
MOJIEKYJapHUX MPHUCTYIA, UCTOBpEMEeHO uieHTuukoBano JAK2V617F myranujy Kao

rIaBHHA MosiekynapHu gorahaj kox Behune Ph™ XMH (James C u cap., 2005; Kralovics R



u cap., 2005; Levine RV u cap., 2005; Baxter EJ u cap., 2005). Comarcka myraiiuja
JAK2V617F je npucyrHa kop Buiue o1 95% 6onecnuka ca I1B u 50-60% OGonecnuka ca
ET u IIM® (Skoda RC, 2015; Viny AD u Levine RL, 2014). JAK2 xunase (exri. Janus
Activated kinase) npunanajy JAK dbamunuju MeMOpaHCKHX THPO3WH KHHa3a (CiHKa 2).
OBU eH3UMH C€ BE3Yjy 32 HHTPAIMTOILIa3MAaTCKE IOMEHE Pa3HUX PELENTOPa 32 IUTOKHHE
npexo FERM (enra. 4.1 protein, Ezrin Radixin Meosin) nomeHa, mro A0BOJH JI0 1aJbe
nucxoaue henujcke curnanusanuje npexo curaaaaux myresa PISK/AKT, RAS u STAT
(Delhommeau F u cap., 2010; Pandey R u Kapur R, 2015). JAK2 ydectByje y
NPEHOILICHY CHTHAJIA Ca pa3IMYUTHX XEMaTOMOETCKUX pelenTopa, YKIbydyjyhu
peuenrope 3a EI10, TIIO, GM-CSF u G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor)
y XEeMaTONmoeTCKMM heiMjama, Kao M CHUTHaJla Ca pelenTopa 3a HHTEpPICYKHH 3 U
perenTopa ca TUpO3UH-KMHA3HOM akTuBHOIIhy, kakaB je KIT (Delhommeau F u cap.,
2010; Spivak JL, 2010). JAK2 ce mnoa HOpMajdHMM YCIOBMMAa aKTHBHpA HAKOH
MHTEpaKIje OBUX pelentopa ca oxarorapajyhum muranaumma. Mehytum, comarcka
MyTalldja y ayTOUHXHOUTOpHOM peruony JAK2 rena y er3ony 14 Ha 9. Xxpomozomy
JIOBOJM /10 3aMEHE AaMUHOKHCEIMHE BAJIMH (EeHWIaJaHMHOM Ha mno3uuuju 617
(JAK2V617F) na nporennckom HuBoy (Vainchenker W u Kralovics R, 2017) mro
JIOBOJIM /IO KOHCTHTYTMBHE aKTHBAallMje€ CUTHAIHUX MyTeBa Yy OJCYCTBY JIMTaHada M
nosehane aktuBHOCTH JAK?2 KrHaze koja perynuiie nponudepanyjy, IupepeHnnjannjy
u npexuBibaBame hemuja (Spivak JL, 2010). XomosurotHoct 3a JAK2V617F myrauujy
NoTHYE OJl MHUTOTMYKE peKoMOMHaiuje Kpaher kpaka xpomo3oma 9, y oxo 30%
6onecuuka ca [1B nnu [IM®. X0oMO3UTOTHH NPOTEHUTOPH Cy U3y3eTHO peTku koa ET
(Vannucchi AM u Guglielmelli P, 2008). [Topen oBe myrarnmje y er3ony 14 JAK2 reHa,
kox 2-3% OonecHuka ca PV je NeTeKTOBAHO HEKOJIMKO PA3IMUUTUX AaKTUBHpPaAjyhux
MmyTanuja u 'y ersony 12 JAK?2 rena (Skoda RC, 2015).

Myranmja y reny 3a kanperukynuH, CALR, nerekroBana je xox 20-35% ET u [IM®
narnujeHaTa Ko kojux Hucy npucytae JAK2 myranuje. OBa MmyTanuja T0BOAH 10 U3MEHE
y MPOTEMHCKO] CEKBEHLIM KAIPETUKYIINHA, IITO CE OJ[paXkaBa Ha HErOBY JIOKATU3AIH]y U
GyHKLM]Y Y eHIO0MIa3MaTUYHOM PETHKYIyMy U yuerihe y MeTaboiau3My Kallujyma y
hemuju. Mako mexanmsam xojum CALR myranmja moBoau 1o Hactanka XMH jormn yBek

HUj€ TIO3HAT, TOCIeAuIla HeHOr HacTaHka je mnoBehana aktuBHOCT JAK2/STAT



CHUTHAJIHOT TyTa y MPOreHUTOPHMA U MPEKypcopHMa METaKapuOIMTa M TPaHYJIOIHUTa
(Pandey R u Kapur R, 2015).

Comarcka myranuja y reny 3a TIIO peuenrop, MPL (eunrn. Myeloproliferative
Leukemia virus oncogene), npucytHa je koxa 3-8% ET u [IM® nanujeHara. 3amena
aMHHOKHCeNnHe TpunTodan Ha no3unuju 515 neymuaom (MPL-W515L), nusunom wiu
aprunuaom (MPL-W515K/A), nmoBoam p0 ryOuWTKa ayTOMHXHOUTOpHOT edekTa
perenTopa Koju moTtude o TpuntodaHa W KOHCTUTyTuBHEe akTuBanuje MPL. HuBo
excrpecuje JAK2 u MPL npoteuna ce nmoBehasa 3a Bpeme ca3peBama MerakapuoluTa u
npe/CcTaBiba jOIl jefan BUI perynanuje Mmerakapuomnoese (Delhommeau F u cap., 2010;
Pasquier F u cap., 2014; Skoda RC, 2015).

JAK2/CALR/MPL wmyranuje mnpeactaBibajy CeKyHaapHu porahaj wmm ,,driving®
MyTalgje, JI0K je mpuMapHu rerercku nopemehaj wm ,,founding* myranuja koqx XMH
jom yBek HemosHat (Bjern ME wu Hasselbalch HC, 2015) OBe Tpu wmyrammje ce
mehycoOHO ucKibydyjy u KoHBeprupajy ka aktuBanuju JAK/STAT curnamHor myra
(Pandey R u Kapur R, 2015). Kox oxo 10% XMH nauujenata koju Hemajy HU jeHY O
JAK2/CALR/MPL myrauuja (enri. ,.triple negative®) takohe je mokazana mosehana
aktuBHOCT JAK2/STAT curnansor nyra. Tako 6u ce Ph™ XMH renepanno morme
nocMaTpaTH Kao Oosectu Hactajie ycien nmosehane akruBnoct JAK2/STAT curHamHor
nyta (Skoda RC, 2015).

[Topen JAK2/CALR/MPL wmyranuja xonq XMH ce jaBmbajy u Apyre coMmaTcke
mytanuje (TET2, DNMT3a, ASXL1, EZH2, IDH1/2) y enureHeTcKUM peryiaTtopuma,
TPAHCKPHUIIIMOHUM (haKTOPUMA UJIM CUTHATTHUM MOJIEKYJIUMa, KOje He JIeNy]y TUPEKTHO
Ha nponudepalnjy xemaTonoerckux henmmja u came He mory nzazBatu XMH ¢enorurn.
Heke on mux mperxone a HeKe HacTajy HakoH ,driving®“ myranuja, yruuyhm Ha
ununujayjy wim nporpecujy XMH (Pasquier F u cap., 2014; Skoda RC, 2015; Pandey
R u Kapur R, 2015).

1.1.3. Curnannu nyresu y XMH

JAK2V617F myranumja kox Ph™ XMH u BCR-ABL onkoren kox Ph* XMH nosoze 1o
koHctutytuBHe akTtuBanuje JAK2/STATS, ERK1/2, MAPK, PI-3K/AKT/mTOR

onHocHo, Ras, MAPK, c-jun u c-myC HUCXOAHHMX CUTHAIHUX TyTeBa. OBU CUTHAITHU



NyTeBH BaXHU 3a MeTabonu3aM, pacT, mnpoiudepannjy, audepeHIHjannjy Hu
NpeXHBJbaBalkbe henuja TMOTEHIUjAIHM Cy TMOCPEJHHIM Y HUXOBO] MAJIUTHO]
tpanchopmanuju (Kindler T u cap., 2003, Huang M u cap., 2002Spivak JL 2010, Pandey
R u Kapur R 2015).

1.1.4. PI3K/AKT curnanau myt

docharuaununosuTon-3 kunase (enrit. Phosphatidylinositol-3 kinases, PI3K) cy
dammwmja kmHa3a koje docopwmmy 3' OH rTpymy HHO3HTONHOT MPCTEHA Y
dochomummauma. Ilocroje 3 ximace PI3K, ox kojux je xnaca 1 Hajoosse m3ydeHna. OBy
KJIacy YMHE XETePOJIMMEPH KOjU ce cacToje u3 Kartanutuuke, pl10 u perynaropue, p85
nogjenunuiie. OHa ce Jajbe JieNid Ha mojkiacy 1A Kojy akTUBUpPajy pelenTopu ca
TUPO3WH KWHA3HOM aKkTUBHOIIhY 1 mojakiacy 1b Kojy akTHBHpajy penentopy MOBE3aHU
camporenHuMa. Jo caga cy oTkpuBeHe Tpu n30GopMe KaTaaTuTHIKE MO [jeAnHHIIe (anda,
Oera W rama) U cegaM pETyJNaTOpPHUX MoAjenuHuna. Angantop noxajenuuuna PI3K
UHTEpearyje ca peuenTopoM Ipeko jeaHor wiau nBa SH pomena u jonasu 1o
dbochopuaiuje mTo yCIOBJbaBa AIOCTEPUUKY aKTHBAIM]Y KAaTAIUTUUKE TMOJ]jeIUHUIIE.
3a HEKOJIMKO CeKyHIu HacTaje hocharuaun naosuton tpudocdar, Pl-3,4,5-P3 (Fresno
Vara JA u cap., 2004).

AxruBanuja curnansor nyra PISK/AKT 3nauajHa je 3a nponudepanujy miazma
henmuja, T u b numdonura. KoHCTUTYTHBHA aKTUBAllMja CUTHAJIHOT IyTa BaXKHa je 3a
orcranak 6iacta kon AMJI 1 moBe3aHa je ca JoIIMjoM MPOTHO30M KOJT OBUX OOJIECHUKA
(Grandage VL wu cap., 2005). AxruBamuja PI3K/AKT myTra MO3MTHBHO yTHYE Ha
nposindepannjy u npexuBibaBame henuja ca ber-abl myranujom (Janus A u cap.,2010).
PI3K dochopunume pochounocutuae Ha mnonoxajy 3-OH HHO3UTOIHOT NpCTEHA.
Hacramu 3-docdopunucanu dochomunuan Besyjy PH (emrm. plecstrin - homology)
peron AKT u PDK1 (enrn. phosphoinositide dependent kinase 1) mto omoryhasa
BUXOBY TPAHCIOKAIM]y JI0 IU1a3Ma MeMOpaHe, OJMCKH KOHTAKT U ¢ochopunanujy AKT
on crpane oBe kuHaze (ciuka 3). PTEN (enrn. phosphatase and tensin homolog)
docharaza uma cynpoTtHuH edekar, a Takohe M 3HAUAjHy YIAOTYy Yy peryianuju
emOpuorenese u amonrto3e. Ona aedochopunumie PI3P ma D3 mo3unmjun HHOZUTOIHOT

IIPCTEHA.



VY onpeheHom Opojy KaHIlepa perucTpoBaHa je amIumduKanuja u moBehana
excnpecuja rena 3a pl10 karamuruuky cyojeauauiy PI3K (Borlado LR u cap., 2000) kao
u ammmrdukanuja reda 3a AKT (Cheng JQ u cap., 1996). OBaj curHaiHu MmyT uma
3HA4YajHy yJIOTYy HE camMoO y pa3Bojy Tymopa Beh W y HBHXOBOM OJrOBOpPY Ha
anTunponudepaTuBHy Tepanujy. brokaga cUrHaTHOT TyTa MoOXKe OWTH 3HAYajHH
CHHEPIHCTHYKM YHMHWIAIl Yy JeloBamy JApyrux xemotepaneytuka. NFKB je
TPAHCKPHUIIIMOHU (AaKTOp 4YHja je IojauaHa AaKTHBHOCT KapaKTEPUCTHKA MHOTHX
manurHuteta. Y matuunuM henujama AMJI 6okana PI3K cnennduunnm naxuduropom
(LY294002) cmamyje ekmpecujy OBOT TpaHCKpHIIuoHOr (akTtopa a moBehaa
excnpecujy P53 koju yBoau henwuje y ctambe MupoBama win y arnonmnrosy (Grandage VL

u cap., 2005).
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Cmuka 3. Komnonenre PISK/AKT/MTOR curnamHor myra. MoaupukoBaHO HAKOH
npey3uMama ca WWw.pancreapedia.org, 2010.


http://www.pancreapedia.org/

AKT je cepuH/TpeoHHH KMHa3a KOja yJIa3H y cacTaB MHOTMX CHUTHAJIHUX ITyTEBa.
AKT je npBu nyT OKapakTepucana HakoH u3onanuje rena aktl u akt2, unenrudukoBanux
Ka0 XyMaHHU XOMOJI03H V-akt OHKOreHa, KOjU TOBOJIU 10 Pa3Boja JIeyKeMHje KO MUIIIEBa
(Staal SP, 1987). Kox cucapa mocroje tpu u3odopme oBor enzuma (AKT1-3) koje cy
KOJMpaHe ca TPU pas3nuuura reHa. Takohe MocToju pasnuka y penaTuBHO] TKUBHO]
muctpuOynunju oBux uzopopmu: AKT1 je najopojuuja y Behunu tkuBa, AKT2 nomunmpa
y TKMBHMa oceT/buBMM Ha uHCYynMH, a AKT3 umma Hajehy ekcrnpecujy y Mo3ry u
tectucuma. Ce m3zopopme Ha N-TepMUHAIHOM peruoHy cajapxke PH nomen koju ce
cacroju o oko 100 aMuHOKHCENMHA U BaKaH je 3a (QYHKIH]y KuHa3e. Y KaTaTuTHIKOM
JIOMEHY Haia3u ce TpeoHnHcku octarak (Thr-308) uuja je dpocdopriianuja HeomXoHa 32
aktuBaiMjy AKT kunaze. Y xunpopo6HoM C-TepMHUHAIHOM JIOMEHY CMELITEH je IpYyTrU
perynatopHu octatak-cepuH (Ser-473) uuja je docdopuianrja BaxxHa 32 MAKCUMAIIHY
aktuBHOCT KuHa3e (Alessi DR u cap., 1996).

AKT ce npeko cBor PH nomena Besyje 3a PI3P mro omoryhasa meros tpancopt
0 TuiazMa MemOpane rae ce (ocdhopunuiie Ha ABa MeCTa U JOCTHXKE CBOjY IYHY
aktuBHOCT. MHetpakuuja usmely PH-nomena y cacray AKT u 3-docodpunocurnia
JIOBOJIM 10 KOH(GOPMAIIMOHUX MPOMEHA U M3Jarama JiBa riiaBHa Mecta ¢ocodpuianuje.
PDK1 koja je KOHCTUTYTUBHO akTuBHA (hochopunuiie T308 u Ha Taj Hauu cTadUIN3Yje
aktuBanmony neriby (Fresno Vara JA wu cap., 2004). [loBehana aktuBHOocT AKT
nocjeaulla je JUPeKTHEe aKTHUBallMje WM CMamkeHe MHAKTUBAIMje KMHa3e. AKTUBaIja
AKT je onkoreHu (peHOMEH HIMPOKO PaCIpPOCTPAHEH Y MHOTUM MAJIIMTHUTETHUMA a MOKe
outn mocnemuna aktuBupajyhe wmyrammje PI3K rema, BCR-ABL Tpanciokammyje,
ammuudukanuje camor rena 3a AKT wiu neneruje rena 3a PTEN docdarasy (Guertin
DA u Sabatini DM, 2005).

Akt xomupajyhm TreHH MojayaHO ce EKCHPUMHUPA]y WM Cy YMHOXEHH KOJ
KapliMHOMa S>KeIyIla, jajHWKa, J0jKe, MaHKpeaca W mpocrtarte. [lojauana excrpecuja
NPOOHKOTEHA AKt Hajla3u ce KOJ BHIIE OJ MOJIOBUHE KOJOPEKTATHUX KapiuHoMa. Kox
NpUMapHOT KapuuHoMa Jojke aktuBanmja Akt moBesana je ca mojauaHom
nposmpepanyjom Tymopa u Jomujom mporHo3om (Cicenas J wu cap., 2005).
Amvmmdukanuja Akt reHa Moka3aHa je Ko KapIimHOMa JI0jKe ¥ OBapHjyMa B TO HApOIUTO
KoJl HemudepeHTOBaHWX OOJIMKa TyMoOpa INTO yKa3yje Ha Be3y m3Mmel)y ekcmpecuje

OoHKoreHa u arpecuBHocTH Tymopa (Bellacosa A u cap., 1995). Tymop cymnpecopHa
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docdaraza PTEN oarosopna je 3a amedocodopmrnanmjy PI3P mro ce HeraTuBHO
onpaxkapa Ha aktuBanujy AKT. MHOTH MaTUTHUTETH KO JbyaU (KapIITHOM MPOCTATe U
€JIOMETpHjyMa, MEJIaHOM M TJIHOoO0JacToM) uMajy ryourtak (ynkiuje oBe ¢ocdarasze
ycIlen AeNelnyje Win MHAKTUBHpajyhe MyTalyje reHa mro Boau xurnepaktuBanuju AKT.
Myranuja PTEN rena jenna je on Hajuemhux coMaTcKUx MyTaiuja Koj kKanuepa. Koxg
rimobiacToMa je 3actynmena yak 70%.

AKT wu3za3uBa onkoreny TpancopMmanujy (udpodiacra mwimha y KyaTypu
aktuBaijoMm mMTOR curnannor nyra. Y tpanchopmucanuMm henujama mocroju

KOHCTUTYTHBHA (hocdopunaruja cyncrpata, SOK u 4E-BP1 (Aoki M u cap.,2001).

1.15. MTOR curnamzy myt

MTOR (enr. Mammalian target of rapamycin) je cepuH/TpeOHHH KHHa3a,
monekyiacke mace 280 KkDa, koja yuecTByje y peryianuju heaujckor pacta u
Mmerabonu3ma. Hamasum ce y cacraBy 1aBa pa3iuyura MYJITHIIPOTEHHCKA KOMILIEKCA
mTORCI1 u mTORC2.

mTOR uma 2549 amMuHOKHCENUHE U CAaCTOJU CE€ Ol PANIUYUTHX CTPYKTYPHHUX
noMeHa. Ha amuHO-TepMuHaIHOM Kpajy Hanasu ce Hekonnko HEAT (enra. Huntingtin,
elongation factor 3, the A subunit of protein phosphatase 2A,TOR1) nmoHoBaka koju cy
Ba)XHHU 3a MPOTEUH-TIPOTEUH UHTEepaKuujy (cnuka 4). Ha kapOOKCH-TepMUHAIHOM Kpajy
CMEIIITEH je KaTaluTHYKH JIOMEH. Y heroBoj Onusuuu Hanasu ce FRB (enrn. FKBP-
rapamycin binding) nomen 3a koju ce Besyje kommiekc FKBP12 (enrn. FK506- and
rapamycin-binding protein)-panamurniua. FKBP12 je wunTtpanenyisapau KohakTop,
NEeNTUAWI-TIPOTION CiS/trans m3oMepaza HEONMXOAHA 3a HMHXHOMTOPHO JIENIOBAGE
panamunuHa (uHxuOuTOpa MTOR KuHaze). Ha kapOOKCHM TepMUHAIHO] MOJOBHUHU
Hanase ce u 1Ba FAT (enrn. FRAP-ataxia-teleangiectasia) nomena u o jenaun nopen FRB
JIOMEHa a IPYTH Ha cCaMOM KapOOKCU-TepMHHATHOM Kpajy, FATC. OBaj mocneamn JoMeH
€CeHlLMjanaH je 3a KuHa3Hy akTuBHOCT mTOR-a Tako na mpomMeHa Ha HUBOY jeIHE

aMHHOKHCEJIMHE peMeTH QYHKIH]y 1enor monekyna (Peterson u cap., 2000).
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Cuauka 4. lllemarcku npukas crpykrype mTOR (Martelli AM, Evangelisti C, Chiarini F,
Grimaldi C, McCubrey JA. The Emerging Role of the Phosphatidylinositol 3-

Kinase/Akt/Mammalian Target of Rapamycin Signaling Network incancer Stem Cell
Biology. Cancers 2010; 2:1576-1596.)

[Tpernoctasspa ce na FAT u FATC nomenu melyycoOHO HHETpearyjy u JOBOJE 110
KOH(OPMALIMOHUX ITPOMEHa Koje oMoryhaBajy NpUCTyIl KaTAIMTHUKOM LIEHTPY. YHYyTap
FATC nomena nocroju aucyndumaau Moct u3mel)y nBa mucrenHcka ocrarka (Dames SA
u cap., 2005). OBo Moxe OuTH 00jalImbeme peoke perynanuje aktusHoctd MTOR-a jep
pelyKIMja WM OKCHJAIMja OBUX Be3a MOXKe yTUIaTu Ha uHTepakuujy FATC ca npyrum
JOMEHHMa WITH TIPOTenHnMa yHyTap Komiutiekca (Sarbassov DD u Sabatini DM, 2005).
mTOR je y Behunu henuja nokanu3oBaH y LUTOIUIA3MM TJ€ C€ Hala3u y OJIUCKOM
KOHTaKTy ca MeMOpaHaMa MUTOXOH/IpHja, €HI0IJIa3MaTCKOI peTuKyiyma u ['onynjeBor
amapara.

Baxue rxommnonentre mTORCI1 mopexr mTOR cy Raptor (emrnm. regulatory
associated protein of mTOR, Rapamycin sensitive protein), nporeun ox 149 kDa koju
crumynuire Gpyakujy mTOR-a jep omoryhasa nakmm npuctyn cyncrpatuma, PRAS40
(enra. proline-rich Akt substrate 40 kDa) u mLST8 (enrn. mammalian lethal with SEC13
protein 8,Ghetal) cy6jenunnma koja ynasu y cacraB 006a komriekca. mTOR je kibyuHn
perynarop henujckor pacta u nponudepanuje. AkrusHocT mTORCI HeonxoxaHa je 3a
MPEKUBJbABAKE Y PAaHUM CTaaUjyMHMa pa3Boja, IITO j€ MOKa3aHO Ha eMOpHOHMMa
mumeBa kojuma Hemocraje mTOR, ognocro Raptor (Guertin DA wu cap., 2006).
Wntepakuuja Raptor-a ca mTOR-omM Ha MHOTMM KOHTAaKTHUM Taykama, Kao U MecTa 3a
CMEITaj HETrOBUX CYyNCTpara ymyhyjy Ha 3Hadaj OBE KOMIIOHEHTE 3a aKTHBHOCT
koMruiekca. MLST8 ce Besyje 3a katanutudku peruoH mTOR-a u crabunusyje meroBy

uHTepakiujy ca Raptor-om crumynunryhu kuHa3zny aktuBHOCT (Janus A u cap., 2005).
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MLST8 ce noBehano excipumupa y HEKMM KapIIMHOMHMMA TJ€ IPOMOBHIIIE pacT TyMopa
U noBehaBa WHBa3WBHU MOTEHIMja)I KaHIepckux henuja. beros 3Hauaj y oapkaBamy
CTaOWIHE CTPYKType W TojadyaHo] akTuBHOCTH Komruiekca (mTORCI1/2) mokazan je
JEIMHO KOJ OHKOreHO M3MemeHux henuja. CtumynaTuBHO aenyje Ha aktuBanujy AKT
on ctpane mMTORC2 u pochopunanujy 4E-BP1 ox ctpane mTORC1 (Kakumoto u cap.,
2015).

VY cactaB mTORC2 nmopex mTOR-a ymasze Rictor (erri. Rapamycin insensitive
protein), SIN1 (eurn. SAPK-interacting protein) u mLST8 HeonxomHu 3a ovyBame
MHTETPUTETa M AKTUBHOCTH KOMILIEKCA. Y HENOCTAaTKy OBHX CyOjeMHHIIA H30CTaje
dochopunanuja AKT u PKC (enrn. protein kinase C) HeonxoaHa 3a HHXOBY IyHY
aktusHocT (Guertin DA u cap., 2006).

AxtuBHoct mMTORCI perynucana je ¢pakTopuma pacta U HyTpUjEHTHMA, 10K je
aktuBHOCT MTORC2 moryhe perynucatu jenuno pakropuma pacta. mTORC2 nmupextHO
dochopmmme u akruBupa AKT. U3 oBora ce 3akipydyje na ce Mel)yCOOHO JieToBame
AKT 1 mTOR-a oxBuja y o0a cmepa.

KakBa he OuTH 3acTymJbeHOCT OBa JBa KOMIUIeKca y henuju 3aBUCH O]
JOCTYITHOCTM KOMIIOHEHTH U ®HXoBor MehycobHor adunurera. HajcHaxHMja
koMrerunrja mocroju 32 mTOR Tako ma yrpaama MoJeKyna y jellaH KOMIUIEKC
npejacTaBba JUMUTUpajyhu ¢dakTop 3a cTBapame JApyror Komiuiekca. Takole,
HenocraTak komnoHeHTu Rictor 1 SIN1 Boau nosehanoj akrusHoctt mTORCI (Jacinto

E u cap., 2006).

AxtuBHOCT MTOR cHurHayHOT IyTa

VY najBaxkuuje peryinarope aktuBHocTH mMTOR kuHaze cnanajy ¢akropu pacra,
MHCYJIMH U HYTPUTUBHU cTaTtyc. [IponudepatuBuu ctumymnycu ciuposojie ce 10 mTOR-a
npeko PI3K/AKT curnannor myra (Gingras AC u cap., 1998).

mTOR u Raptor popmupajy KoMIIIeKC KOju je OCETJbUB Ha HYTPUTUBHO CTAHE Y
henuju Tako na jaunHa mHUXOBe Be3e M akTuBHOCT mTOR-a 3aBHce 07 JOCTYIMHOCTH
HYTpH]jE€HATa: CTAOMIIHOCT KOMIUIEKCa je ciabuja MTO je KOJIMYMHA HyTpHjeHaTa Beha.
Behu cremer mTOR-Raptor uarepakmuje ymamyje kunasHy aktuBHOCT mTOR-a Ttako

mITO A0BOAM 10 KOH(l)OpMaLII/IOHI/IX MMpOMCHA KaTAJIUTHYKOI' AOMCHA HJIM CIIpCYaBa
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UHTEpakyjy u3mely cyrncrpata W akTHBHOT Mecta kuHaze. DyHkuuja Raptor-a nuje
caMo peryJaiyja €H3MMCKE aKTHMBHOCTH Beh W Ofp)KaBame NpaBWIHE CTPYKTYpE U
crabuinoctu mTOR mouekyia, onpehuBame cyOrenyaapHe JIoKaJIn3aluje U J0IpeMambe
cyncrpaTta. Raptor uma nBojako aenoBame Ha akTuBHOCT mTOR-a ma ce cmarpa na
IUX0BAa MHTEPAKIIM]ja CIIY>KH Yy KOOpAHHALKWju henujckor pacta u yciosa cpegune (Kim
u cap., 2002).

VY Thenujama cucapa xerepoaumep TSCI1/TSC2 (enmrm. tuberous sclerosis
complexes 1 and 2) koju ce cacToju 0 XaMapTHHa U TyOepHUHA, HHTETPHUIIIE MHOTOOPOjHE
eKCTparelyJapHe ¥ HMHTpalelylapHe CUTHaie W uMma Bojehy ymory y perynauuju
mTORCI1. HeroB nHemocratak Boau KOHCTUTYTHBHO] aktuBammju mTORCI1. AKT
noBehasa aktuBHOCT MTORC1 unaktuamujom xerepoaumepa TSC1/TSC2 nupextHOM
dochopmnanujom TSC2 wnu dochopunanujoMm U akTHBAIMjOM KHHa3a KOje UMajy
crumynatopan epexat Ha TSC1/TSC2. OBaj qumep ykibydeH je y perynamujy mTOR
AKTUBHOCTH Y CTalkby CMambEeHUX €HepreTcKux pesepBu y hemmju. Xunokcuja u AMPK
(enrn. AMP kinasa) nocpennum nyrem Tj. aktuBauujom TSC1/2 unxubupajy mTORCI
(Reiling u Sabatini DM, 2006). Vcaen nakymbamba AMP (ameHo3un mMonodocdara)
noJnasu 1o aktuBanuje AMP-3aBucHe kuHa3e koja pochopunuiie u aktusupa TSC2 mro
3a mocnenuiy uma uaxuouiuj)y mTORCI (Inoki K u cap., 20036). ITo3naro je na AKT
MMa TO3UTHUBAaH YTHUIAQ] HA E€HEPreTcKu craryc hemmje uw moBoau Ao moehama ATP
(aneno3uH Tpudocdara) u cMmameHe akTMBHOCTM AMP-knHaze. CBe ckyma Boau
nosehanoj akruBHoctt mMTORC1 (Hahn-Windgassen A u cap., 2005).

Jomr jeman monexyn koju mHxubupa mTORCI nezaBucno ox TSCI/TSC2 je
PRAS40. AKT docdopumume PRAS40 na mecty T246 omoryhasajyhu Be3uBame 14-3-
3 npoteuna u nocaenuuHo oasajame o mMTORCI ( Haar EV u cap., 2007)

mTORC1 wuma BaxHy perylatopHy yiAOry Yy Tpolecy TpaHcialuje
undopmanmone PHK (uPHK) u pudo3omannoj ouorenesu. Kako oba mpoiieca y BEIUKO]
MepH 3aBHCe 0] eHeprerckor noreHnujana hemauja aktuBHoct mTOR-a nmose3ana je ca
oJlp>KameM eHepreTcke xomeocrase y henuju. Cmamena konnunaa ATP y henuju moxe
mupekTHo yrunatu Ha naj aktuBHocTd MTORC1 (Dennis PB u cap., 2001).

[Tocnenmux roauHa cBe Beha makma MOKJIamka ce Be3u m3Mely merabosm3ma
aunuaa W TpaHcianyje nporemHa. MTOR curHamHu myT je y TOM CMHCIY BeoMa

MHTEpPECaHTaH jep OUPEKTHO MoBe3yje perynanujy oba mponeca. Kox b-hemmjckor

14



mumpoma (enrn. DLBL, diffuse large B-cell lymphome) unxuburopu PISK u FASN
(enra. fatty acid synthase) nenyjy CHHEPTUCTHYKH U yCIIOpaBajy pact Tymopa. Takolhe je
npuMeheHa mo3uTUBHA Kopenanuja umel)y nmojauane ekcrpecuje MTOR cynctpara elF4E
(emrn. suppressor of eukaryotic translation initiation factor 4E) u FASN kao u
MO3UTHBAH YTHIIAj CHHTa3¢ MAaCHUX KHCEIMHA Ha CTAOMIHOCT TPAHCIAMOHOT (haKTopa
(Kapadia B u cap., 2018).

Nuxubumuja mTOR-a 3aycraBpa hemujy y G1 ¢asu henumjckor numximyca.
[TosutuBHO nenoBake MTOR-a Ha henmujcku pacT OJHOCH C€ HAa WHULUjALU]Y
tparcnanyje nPHK, cuaTe3y prbo3oMa, eKCIIpecHjy reHa Koju peryimiry MeTaboim3am,
ayrodarujy u peopranusanujy nurockenera (Gingras AC u cap., 2001).

dochopunarujom a8a kibydHa cyrncrpara S6K1 (enr. ribosomal p70S6 kinase)
u 4E-BP1 (eurn. elF4E binding protein), mTOR 3amounibe mporec TpaHCIaluje.
Ocnobahame elF4E ox docdopumucanor 4E-BP omoryhaBa dopmupame akTHBHOT
elF4F komriekca koju je Heonmxo/iaH 3a 5 ‘kara-3aBucHy Tpancianujy nPHK. S6K moxe
OuTH aKTUBHpaHa U ApyruM kuHazama kao mro cy PDK1 unu MAPK. AxtuBupana S6K
dochopunume 40S pubo30MaIHy MOAJEAMHULLY IITO 3a MOCIEAUIY MMa TpaHCIALH]y
uPHK ca 5-omuronmpumuaunckum kpajem. To ce mpe cBera ogHocu Ha MPHK koja
KoJupa pubOo30MaliHe MPOTEHHE, €JIOHTAIMOHU (HAaKTOp U MHCYIUHY CIUYaH (akTop
pacra IL.

Tpancnamuonu kommekc cactoju ce ox1 elF4E, eIF4G nporenna u PHK xenukasze
elF4A u ctumynume 5’kana-3aBucHy TpaHciauujy nporteusa. elF4E mpeno3naje kamna-
kpaj Ha PHK. Be3uBamwe elF4B noactuue xenukase 1a YKJIOHE CEKYHAApHY CTPYKTYpPY
5'-UTP uPHK, mrto je HeonmxoaHO 3a perpyToBame Mallux pudbocoManHux jenunnia. Ha
oBaj HauuH elF4 curnamau nmyt omoryhasa Tpancnanujy ”PHK koja koaupa perynatope
henujckor nukiyca, Kao mTo je nukiarHa D1 unu opHUTHH NekapOokcuiasza, moTpedHa
3a dochopuianujy npotenHa petuHoodmacroma (pRB) wm daktopa pacta (Guertin DA

u Sabatini DM, 2007).

Vnora S6K y Tymoporenesu

AxtuBHoct S6K y MarnunuM henmjama XxeMmarornoe3e HEONXOoJHa je 3a

nposindepannjy TOKOM HOpPMAaJHE XEMaToIoe3e alld U 3a MPOrpecHjy JieyKeMOIeHese
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(Ghosh J u cap., 2016). S6K muma aHTHAIIONTOTCKO JIEjCTBO jep (ocodopuimiie TyMop
cynpecopuu PDCD4 (eurin. programmed cell death protein 4) u unnu ra moayoxxHuM 3a
nerpananijy (Dorrello NV u cap., 2006). MHOTH IpOTEHWHU KOjJU YUECTBY]Y Y peryiauju
henujcke cMpPTH MOJUICKY MOCTTPAHCIANMOHO] MOAUGUKAIIU]H KOja yTUYE HAa HUXOBY
KOH(OpMalKjy, LeTylIapHy JOKaTu3alujy U akTHUBHOCT. SOK nernoBameM Ha HHUBOY
puboszoma crumynuiie pact henuja, a pochopunanujom nnakrusupa BAD npomorep
(earn. BCL2 associated death promoter) koju uma mpoanontorcky (GyHKIH]jy IITO Ce
MO3UTHBHO OJIpaXkaBa Ha NpekuBIhaBame henuja (Harada H u cap., 2001).

elF4B je x/bydHHM TPOTEHMH HWHHIUjaJHOI KOMIUIEKCA TpaHciuamuje (SHIUI.
translational initiation complex, 7/C). FASN ctumynatuBHO Jenyje Ha akTUBHOCT SOK
Ko0ja je oaroBopHa 3a ¢pochopunuuryhy moguduxaunjy USP11 u nmpeko me Ha noBehany

crabunroct elF4B u onkoreny tpancnanujy (Kapadia B u cap., 2018).

1.2.  OxkcuaaTMBHH CTpec

Oxcupanyja je nociaenuia aepooHoOr MeTabonu3Ma eykapuoTckux henuja, yciesa yera
Cy OHE CTaJIHO M3JI0)KEHE PeaKTUBHUM BpcTama kuceoHrka, ROS (enri. Reactive oxygen
species). ROS Hacrajy HEMOTIIYHOM pEIyKIHMjOM KHCEOHHKA Yy (U3UOIOIIKAM
OKCHJIOPEIYKIIMOHUM  MpOIleCHMa, IMOMyT JIaHL@ TPaHCIOpTa €JIeKTpoHa Yy
MHTOXOHIPHjaMa ¥ TOKOM aKTHUBHOCTH €H3MMCKUX cuctema kao mro ¢y NADPH (enr.
Nicotine adenine dinucleotide phosphate) okcumaze (NOX), kcaHTHH OKCHIOPEAYKTA3e,
nunokcurenase u nukio-okcurenase (Finkel T, 2003; Gloire G u cap., 2006; Sardina JL
u cap., 2012). HcroBpemeHno, aepobHe henmuje Cy pas3Bwie pas3IHuUTE CHCTEME
AQHTHOKCHUIaTUBHE 3allTHTE.

ROS ce mory nocmatpaTu Ha JiBa HaUMHA, Yy 3aBUCHOCTH OJ] KOHLIEHTpAIHje Y KO0jO]
Cy IPUCYTHHU. Y HI)KUM KOHIIEHTpalljaMa uMajy yJory CUTHATHUX MOJIEKYJia y OpojHUM
¢busmonomkuM nporecuMa. Bumm HuBo ROS noBomu 10 OKCHAATHBHOT CTpeca, KOjU
npezcTaBiba Aucbananc u3mely npookcuaaHaca U cucTeMa aHTHOKCHIAaTHBHE 3aIlTUTE,
ITO y3poKyje omTehema nunuaa, NpoTeMHa M JIe30KCUPUOOHYKIEHMHCKE KHCEIHHE
(JIHK) (Schieber M u Chandel NS, 2014). [Topen aejcTBa Ha Makpomosiekysie, HuBoO ROS
yTM4€ ©W Ha CHTHaJHE TIyTeBe (AaKTMBHOCT TMpOTEHH-KWHA3a, ¢ocdarasa,

TPAHCKPHUILIMOHUX (aKTopa), EKCHOpecHjy TeHa, WHAYKUW]y WId WHXUOULHU]Y

16



nposnmdpepanuje henuja wim henujcke cMptu. buonomku oaroBop 3aBUCH O BPCTE
henuvje u BEHOT aHTHOKCUIATUBHOT KamanuTeTa, anu u of Bpcte ROS, penokc cratyca
came henuje W BWEHOr OKpYXKEHma, BpeMeHa wu3narama AejctBy ROS u ®BHX0BO]
koHuentpanuju (Boonstra J u Post JA, 2004). Y ROS ce ybOpajajy BUCOKO peaKTHBHHU
ci10001HU paaukanu: cynepokcuaau anjoH (O27), xuapokcni pagukan (OH"), mepokcuin
pamukan (ROO’), xuapomepokcun (HOO'), ankokcun paaukan (RO), kao wu
HEepaJMKaJICKE BPCTE, OKCHIYjyhn areHCcH KOju JIJaKo MOTY Jia c€ KOHBEPTY]Y Y paJuKale,
kao mTo cy BogoHWK mepokcua (H202), xumoxmnopna kucenuna (HOCI) u cunrier
kuceonuk (10;). AktuBnoctu ROS cy ncnpemnierase ca akTHBHOCTHMA a30T MOHOKCHIA
(NO) u npyrux peaktuBHUX BpcTa azota, RNS (enri. Reactive nitrogen species), koju cy
Takohe neo (PU3MONIOMIKMX TMpoleca y helwju U HUCHoJbaBajy IBOjaKO MAEjCTBO Y
3aBUCHOCTH 0J1 HUBOa y kome cy npucytau ( Espey MG u cap., 2002a,b; Gloire G u cap.,
2006; Valko M wu cap., 2007). V BummmM koHueHTpanujama NO pearyje ca KHCCOHHKOM
WIA CYNEpPOKCHJIHUM aHjOHOM IPH YeMy HACTajy HOBE PEaKTHBHE BPCTE KaKaB je
nepokcuauTpuT (ONOO-) u napyre RNS (ciuka 5), koje MOry aa MOTU(DHKYjy HIHPH
orcer 6rnomorekyna y onqrocy Ha cam NO (Ridnour LA u cap., 2004). Y RNS ce yOpajajy:
azotr okcua (NO), aszor amokcua (NO2), azor tpuokcua (N203), mutpokcun (HNO),
nepokcuuutput u apyru (Cortese Krott MM wu cap., 2017). TloBuiieHa KOHIIEHTpaIHja
RNS moxe na noBene 10 OKCHAATMBHOI MM HUTPO3AaTUBHOI cTpeca U omTehema
Oouomonexyna, ykibyayjyhu nporeune, munune u JJHK u 1a yrude Ha curHaiHe myTteBe
u nporiece y henujama (Fukumura D u cap., 2006; Yeo WS u cap., 2008). [1a mu je cTpec
OKCHUJIATUBHM WJIM HUTPO3aTHBHU 3aBHCH 0] KOHKpekTHe ROS/RNS mHTepmenujapHe
dbopme kao u on henujckor okpyx)ema. Tako, TEPOKCHHUTPUT U a30T TUOKCUJT paTruKall
(NO2') noBonme mo okcupaamuje Cyrncrpara, JOK Ce HUTPO3aTUBHH €(EKTH OCTBApYjy
nejctBoM azot tpuokcuaa, N2Oz (Espey MG u cap., 2000; Ridnour LA u cap., 2004,
Gloire G u cap., 2006; Wink DA wu cap., 2011; Cortese Krott MM u cap., 2017).
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Cimka 5. PeakTuBHE BpCTe M HUXOBH METaObONMTH (IPEY3eTO M MOIU(PHKOBAHO W3
Durackova Z. Some current insights into oxidative stress. Physiol Res 2010; 59:459-469.)

1.2.1. PeakTuBHE BpCTE KHCEOHUKA

Cymnepoxkcun aHjoH panukai, Oz, HacTaje peayKIIHjoM MOJIEKYJIa KHCEOHUKA jeTHUM
€JIEKTPOHOM, a TJAaBHHM HM3BOpP HETOBOT HACTaHKA j€é MHUTOXOHJPHUjATHU TPAHCIOPT
eslekTpoHa. HakoH HacTaHka, oBaj paaukan noaiexe aucmyranuju no H202 u O,
CIIOHTAHO WU JIGjCTBOM €H3HMMa cynepokcua aucmytase (SOD). Jomr jenan ussop oBor
pamukana je NADPH okcuna3za npucytHa y ¢aronutuma (NOX2). M3oenszumcke popme
OBOT' €H3UMCKOT KOIUIeKCa MOCTOoje U y APYyruM henujama anu NpoAyKyjy MHOTO Mambe
CYIIEPOKCH/Ia KOJU y4YeCTBYje y CUTHAJIHMM myTeBuUMa. CynepoKcu] aHjoH ce cMmarpa
npuMapauM ROS u Moxe nmasbe na pearyje ca OpyrdM MOJIEKYJIMMa Kaja HAcCTajy
cexkynaapau ROS miau RNS, nupexTHo M y npoiiecuMa Koje KaTanusyjy eH3UMH WIH
Metanu. OBaj paguKa je YKJbydeH y MaTo(u3n0JIOTH]y pa3HUX OOJIECTH, Ak HE pearyje
JUPEKTHO ca MOJMIEeNTHIUMa, IiehepumMa 1 HyKJIEWHCKUM KUCEITMHAaMa, JI0K je HEroB
yTuiaj Ha aunuae koutposep3aH (Valko M u cap., 2006; Valko M u cap., 2007).

Xunpoxcun paagukan, OH', je HeyTpanHa dopma XUIpoKCUIHOT joHA. OBaj paauKa

j€ HajpeaKkTHBHHja XEMH]jCKa BpCTa y OMOJIOIIKUM CUCTeMUMA. Mma KpaTak moJy>KHBOT U
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HakoH (opmupama, IN VIVO, pearyje y OJM3WHM MeECTa CBOT HacTaHka. JloBOJH 10
mupextHux omrehema JJHK (okcmpanuje n yknamama 6a3za, ¢popmupama JJHK-AHK
WHTpAJIaHYaHUX JCpUBaTa, jeIHOJAHYAHWX W JBOJAHYAHHUX IPEKUIa) M OKCHJAIHje
munraa (Valko M u cap., 2006; Toyokuni S, 2016; Filomeni G u cap., 2015).

Bononuk nepokcun, H2O2, HacTaje y mepokcu3oMuMa, opraHenama Koje HHTEH3HUBHO
KOPUCTE KHCEOHUK y OCTBApUBaIby PAa3NUUUTUX MeTabonnukux ¢ynkmuja. Mana H20:
HUje cJI000HH pauKal jep HeMa HeclapeHe eIESKTPOHE, OH JIAKO NPea3H Y PEaKTHBHH
xuapokcui paaukan (Boonstra J u Post JA, 2004). H2O; je riaBHa peakTHBHa BpCTa
KHCEeOHWKa y henmjckoj curHanmm3anuju 300T KamanuTeTa Ja WHXHUOWpa THPO3WH-
¢docaraze okcHAANNjOM UCTEUHCKUX AMHHOKHCEITMHCKUX OCTaTaKa y KaTaIUTUYKOM
JIOMEHY OBHMX CH3HMMa, IITO JOBOJIU JIO aKTHUBallMje THUPO3WH-KWHA3a M HUCXOJHE
curHanu3anuje (Gloire G u cap., 2006). O BeMKOT je 3HaYaja U YHEHCHHUIIA 12 BOJOHUK
MEPOKCHT MOXe cliobogHo na mudyHmyje kpo3 henmjcke mMeMOpaHe W pearyje ca
henujama y okpyxemny (Bjorn ME u Hasselbalch HC, 2015).

CrBapame cjI000JHUX pajuKaia 4ecTo MoJpa3yMeBa ydemhe peaoKc-aKTHBHIX
MeTasa, Kao mTo je rBoxkhe/Gakap (Fe?*/ Cu*) pemoxc map. Y ycioBuMa cTpeca, BHIIAK
CYIIEpPOKCHIHOT aHjoHa iN VIVO 10BoH 10 ociiobalama reosklja u3 KOMIUIeKca ca IpyruM
mosekyimuma. Ocoboheno rBoxhe Tama Moxke aa pearyje y 38. DeHTOHOBO] peakIuju
ca BOJIOHUK NEPOKCUIOM, KaJla HACTaje BUCOKO peaKTHUBHU Xuapokcui paaukan (Valko

M u cap., 2006, Griendling KK u cap, 2016, Toyokuni S, 2016).

1.2.2. NO u peakTHBHE BpCTe a30Ta

NO je cnoGoaHU paauKal KOjU MOXKE /1a OCTBapyje CBOja J€jCTBA M KAaO OKCHJAHT
(TOHOp €JeKTpOHA) U Kao PEeAyKTAaHT (aKUenTop eJIeKTpoHa). To je Mau, pelaTUBHO
cTabunaH MoJeKys, Koju nudynayje kpo3 henmjcke memOpaHe u pearyjyhu ca cBojum
MOJIEKYJICKAUM MeTaMa yTHu4e Ha MHTpa- u excrpahenujcko okpyxeme (Gross S u Wolin
M, 1995). Kao curHanau wMomekyna, NO perynuine OpojHe (U3HOJIONIKE U
natogusuosomike npouece (Schmidt HH u Walter U, 1994). Muore aktunoctu NO cy
JIBOjaKe, W YIJIaBHOM 3aBHCE O]l HUBOA y KOME ce€ CTBapa. Y HW)XHM, HAHOMOJApHUM
koHieHtpanurjama, NO perymnuiie nporece Kao mMTO Cy KOHTPOJa TOHyca BacKyJaType,

¢yHKLIMOHMCAe HEypOHa M peryiangja npoTenHa Koju Be3yjy IBoxhe. Behuny
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¢usuonomkux edexara NO ocTBapyje akTHUBAIMjOM COJNyOMJIHE T'yaHWIAT LMKIIA3e Y
henujama, kajga HacTaje NUKIMYHU ryaHo3uHMoHO(ochaT (CGMP) rmaBHu ceKyHIapHU
rmacauk NO (Burke AJ u cap., 2013). ITocT-TpaHciannona MoaudHKalyja MpoOTCHHA,
YTJIABHOM TIPEKO S-HUTPO3WIIALIN]jE IUCTEHH-TUOJ PE3UIya, j€ joul jenan Mmexanuzam NO
curnanm3anyje (Fukumura D wu cap., 2006). VY BuimuM, MHUKPOMOJApHUM
KoHIeHTpauujama, NO wucrnospaBa WHAMPEKTHO [€JCTBO IyTeM HHUTPO3aTUBHUX U
OKCHJIATHBHHUX IpOMeHa. HacynpoT KOHBEHIIMOHAIHUM CUTHAJIHAM MOJICKYJIUMa KOjH
CBOj€ JIeJIOBame OCTBAPY]y BE3UBamEM 3a perentope, ouomnomnika aejctea NO 3acHuBajy
ce Ha MHMPOKOM orcery xemujckux peakiuja (Ridnour LA 2004; Gloire G u cap., 2006;
Gross S u Wolin M, 1995; Loitto VM 2000; Burke AJ u cap., 2013). [ToBehana cuntesa
NO pompuHOCH HACTaHKY Pa3sHUX MAaTO(PHU3UOJOUIKHX CTamka, YKJbYy4dyjyhu XpOHUYHY
urpaamanujy u karmep (Gross S u Wolin M, 1995). TToka3zaHo je aa, y 3aBUCHOCTH O
TUTA, aKTUBHOCTH U JIOKAJIM3AIlHj€ CH3UMa KOJH Ta CHHTETHUIILY, KOHIIEHTpAaIH]je Y K0jOj
ce CTBapa, BpeMEHa M3Jarama 1 oceT/buBocTH henuja, NO MoKe 1eI0BaTH MO3UTHBHO
WM HHXUOUTOPHO Ha MPOTPECH]y TyMOpa U cTBapame meracrasa (Fukumura D, 2006).
NO u NO meTtaGonuTH, Kao ITO Cy HUTPUTH, HUTPATH, S-HUTPO30THOIH, HUTPO3AMUHHU
U TICPOKCHHUTPUT UMajy BaXHY YJIOTY Yy OCTBapUBamy IMUTOTOKCHUYHHX H
reHoTokcnIHMX edekara NO, kao mTo Cy MHXUOHIIHja MUTOXOHIPHjATHE PECITHpaIlyje,
omreheme u ryoutak pynkiuje nporenna, omrehewe JTHK xoje noBoau 1o myraimuja,
Hekpo3a u amonro3a (Fukumura D, 2006). Yoshioka u capamuaunu (2006.) cy Ha
henujckoj muuuju RAW?264 nokazamu n1a NO goHOpH 103HO 3aBUCHO noBehaBajy HUBO U
akTUBHOCT KaTanaze. NO y HIKO] KOHIIEHTpallMju IITHUTH Makpodare oj amomnTos3e
n3azBane nejctsoM HoO» nenmyjyhu Ha mpoayKiujy karanase.

NO mnacraje cunre3om oj L-aprunumna, NADPH u kuceoHuka aeiaoBameM TpH
uzodpopme aszotr okcun cunrasze (enra. Nitric Oxide Synthases, NOS) y oarosopy Ha
mutoreHe u uHpuamatopue crumyinyce (Fukumura D, 2006; Amin AR 2012).
Heyponanna (enri. neuronal NOS, nNOS) u ennorenna (euri. endothelial NOS, eNOS)
NOS cy KOHCTUTYTUBHO €KCIIPUMHMpaHE Y TKMBHMAa M HUXOBA aKTUBAIlMja 3aBUCH O]
nosehama HHTpanesyitapHor kainujyma. Koncrutyrusae NOS cunretuiry mame NO, y
HAaHOMOJIADHUM KOHIIEHTpalujaMa, y Kpahem mnepuony. MHaynuOuiaHa a30T-oKCHI
cunrasa (euri. inducible NOS, iINOS) je uzodopma NOS umja GpyHKIIH]ja HE 3aBHCH O

HHMBOA MHTpAlETylapHOT KaiuujymMa u uma HajBehu kamarmrer 3a cuatedy NO (Wink
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DA wu cap., 2011; Hill BG u cap., 2010). AxtuBroct iNOS Moxe OUTH MHIyKOBaHA
pa3HUM CTUMYJyCHMMa, Kao IITO Cy NpOWH(IAMATOPHH IUTOKWHH, CHIOTOKCHHU,
okcumaTuBHH cTpec (Zamora R u cap., 2000). iINOS je riaBua msodopma NOS koja
curreruiie NO y BUCOKMM, MUKPOMOJIAPHUM KOHIICHTpAIMjaMa, y TyKEeM BPEMEHCKOM
NEPHUOY, IITO je KapakTepucTruuHo 32 NO curHanmm3anujy y vHQIaMaiuju 1 KoJ KaHiepa
(Lopez Rivera E wu cap., 2014). Ilox oxapeherum ycinoBuMa, Kaja jeé HHU3aK HHBO
EH3UMCKOT cyricTpaTa, L-apruanna, NO-cuHTa3e cTBapajy CynepoKCH] aHjoH pajJnKal,

ymecto NO, nonpunocehu okcumaruHoM crpecy (Luo S u cap., 2014).

1.2.3. AHTHOKCHIATHBAaHA 3alITUTA

Hako ce ROS cTBapajy 3a BpeMe HOpMaJHOT aepoOHOT MeTabonu3ma, OHOJIOUIKU
e(eKTH KOje OHU OCTBAPY]y 3aBHCE O] lbUX0OBe KoHIleHTpanuje. [ToBumen HuBo ROS je
UTOTOKCHYaH, JOK jé HW)KM HUBO HEONMXOJAH 3a PEeryianujy HEKOJIUKO KJbYUYHHUX
busnonomkux  mporeca, ykbyuyjyhum  gudepenumjauujy  henwja, anomnrosy,
npoiudepannjy U peryianujy peaoKc-CEeH3UTUBHHMX CHTHATHHMX myTteBa. [loBehana
koHieHTpainurja ROS moxe na mosene no hemujcke cMpTH, MyTalrja, XpOMO30MCKHUX
abepanvja ¥ KaHIleporeHese. henuje cy pa3Buiie pa3HE CHUCTEME AHTHOKCUIATHUBHE
3amtuTe Kako Oum copeumne mretHe edpekte ROS m RNS wmnm mompasuiie Hactana
omrtehema. AHTHOKCUIATUBHA 3aIITUTA (YHKIIMOHUIIIE HAa HEKOJIMKO HUBOA U JJOBOJH JI0
olJlarama WIM WHXHOWIMje OKCHJAIUje CYICTpara, yKiamameMmM camux ROS wm
VKJIalkamkbeM JOHA MeTalla KOoju Ccy karanmusatopu y peakiujama ROS u RNS. Cucrem
AQHTUOKCHUJIATUBHE 3aIlITUTE MMa €H3UMCKY M HeeH3UMcKy kommnoHeHTy (Weydert C u

CullendJ, 2010).

EH3uUMCKEe KOMIIOHEHTE aHTHOKCHIaTHBAHE 3aIITHTE
Tpu rnaBHa aHTHOKCHIATUBHA €H3MMa y henmrjama cucapa cy CynepoKCus AUCMyTasa
(eurs. superoxide dismutase, SOD), karamaza (enrn. catalase, CAT) u riyratuon
nepokcunasa (enri. glutathione peroxidase, GPx). [Toctojame paznuuutux GOpMU OBHX
CH3MMa U HbUXOBA pa3IMyWTa WHTpALENyJapHa M eKCTpalenyJapHa JIUCTPUOyIHja
00e30ehyjy 3amruty on moteHiujaaHor okcuaatuBHor crpeca (Weydert C u CullenlJ,

2010).
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Cynmepokcuj aAMcMyTaza je METAJOCH3MM KOJU  KaTalu3yje JAUCMYTalHjy
CYIIEPOKCHIHOT aHjOHA JI0 BOJOHMK IEpPOKCHIA U MoJeKyaapHor kuceonuka. SOD je
npBa JIMHWja oAOpaHe O] MOTCHIHMjaJIHe TOKCUYHOCTU CYyMepoKcuaHor aHjoHa. OBaj
eH3uM Takohe yuectByje y henmjckoj curHanmzanmju peryiaucameM HuBoa ROS
(cynepokcuaHor aHjona u H»O») u 6uopacnonoxuBoctu NO. Kox cucapa nocroje tpu
uzodopme SOD: Cu,Zn-SOD (SOD 1), MnSOD (SOD 2) u EC-SOD (SOD 3) (enru.
extracellular, EC). Cu,Zn-SOD uunu 90% ykynue aktuBHOCTH SOD y eyKapuoTCKUM
henujaMa 1 Hanasu ce yriaBHOM Yy IHUTOIUIa3MU henuje, 1ok ce Mana (pakirja eH3uma
Moske Hahu y mu3030MuMa, iepokcruzoMuMa u jeapy. Cactoju ce o1 iBe CyOjeMHHUIIE, O
KOjUX CBaKa y aKTUBHOM IeHTpYy caapxu jone Cu u Zn. EC-SOD ce nHanazm y
excTpahenjckoM MmpocTopy, Y TKMBUMa MHOTHX OpraHa, Kao mTo cy miyha, cpue u
O0yOpes3u, y mnasmu, auMpu u uepedpocnuHanHoj teyHoctd. MnSOD ce nanmaszu y
MaTPUKCYy MHUTOXOHJApHja, BaXKHA j€ y 3aIITHTHU OJl OKCHJATHBHOT CTpeca W HUMa
aatutymopcko nejctBo (Weydert C u Cullen JJ, 2010).

Karanasa je jenan oJ1 HajaKTUBHH]HX U HajpaclpOCTPAEHUJUX CH3UMA Y XYMaHO)]
6HOXEMHjH KOji e(pUKACHO KOHBEPTYje BOJOHUK TIEPOKCH]I y BOIY M KHCceOoHHK (Zivié S
u cap., 2008). Cmerrena je y mepokcusomuma cBux TkuBa cucapa (Urso ML u Clarkson
PM, 2003). Karanmaza cMamyje HHBO €KCIPECHje MATPUKCHHX METaloNpoTeasa
(6a3amHMX M OHUX Koja 3aBuce o7 akTuBHOCTH MNSOD) n Tanoxeme konareHa (Weydert
C u Cullen JJ, 2010). ITax kamanuTera pa3InIuTHX TyMopa 3a qetokcudukanujy H202 y
Be3H je ca cMambeHUM HMUBOOM KaTanase (Valko M u cap, 2006). C 063upom /2 je Kpajmbu
npoaykT aktuBHOCTH SOD BOZOHUK nIepokcH, akTuBHOCTH eH3uMa SOD u karanase cy
y CIIPE3H paJiul OApKama PEJOKC PABHOTEKE.

['myratnon nepokcupasa, 3ajeqHo ca CAT, ydecTByje y yKiamamy BOJOHHK
nepokcuna. CAT je epukacuuja on GPx y yknawamwy H20:2 kaga je oH mpucyran y
BHCOKMM KOHIeHTparjama, 1ok GPx ykimama H2O2 kanma je meroBa KOHIICHTpaIdja
uucka (Otasevi¢ V u cap., 2011). GPX peaykyje BOAOHHK MEPOKCHI O MOJICKYJIa BOJIE,
y3 momoh pernykoBanor riyratuona (GSH) koju nmputom mpenasu y OKCHIOBaHU OOJIUK
(GSSG). OBaj eH3uM je CeneHONPOTEHH U y CBOM aKTHMBHOM LIEHTPY YMECTO LIUCTEHHA
caapxu ceneHonuctend. GPx nma met n3oeH3uMcKux o0iuKa. 3a Beropy QyHKIH]Y je
noTpeOHO HEeKOJMKO KodakTopa (penykoBanu riayration, NADPH u rimyko30-6-docdar)

u nporerHa. Tako, riryraTioH peaykrasa (enri. glutathione reductase, GR) u riyko3o-
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6-bochar nmexumporenasa (eurs. glucose-6-phosphate dehydrogenase, G-6-PD) ne
pearyjy nupektHo ca ROS Beh omoryhagrajy dynkiujy GPx (Weydert C u Cullen JJ,
2010).
HeeHn3nMcke KOMITIOHEHTE aHTHOKCHIaTUBAHE 3aIlITUTE

VY HeeH3UMCKe KOMIIOHEHTE AaHTHOKCHJATHUBAHE 3aIUTUTE YyOpajajy ce pa3iuyuTd
NPOTEUHM U MaJld MOJIEKYJH, Kao mro cy: riayraruon (GSH), suramun C, mokpahna
KHCEeTNHa, andyMuH, Tpanchepun, ounupyous, suramu E, Butamun A, koenzum Q. OBu
MOJICKYJIM Ha Pa3IMuYUTUM HUBOHMMA JIENY]y KaO CHaXXHH aHTUOKCUIAHCH U ,,4UCTAYU‘

cnoboauux pamukana (Valko M u cap., 2006).

1.2.4. Tlorenuujan p53 TyMOp cympecopa y peoKc OHOIOTHjU

VY XeMarojomKUM MAIMTHUTETHMAa MyTanuja pS53 TymMOp CyIpecopHOr TeHa
yIpYXKEHa je ca MporpecujoM OOJIECTH, JIOIMIOM IPOTHO30M M PE3UCTEHIMjOM Ha
XeMoTepanujy. JenHo ox TyMOp-CyHNpecOpHHUX JeloBama P53 je M peryiucame aHTH-
OKCHJIaTMBHE 3allTuTe. YTUIaj Ha cTBapame ROS 3aBucu of cTemeHa akTUBHOCTU M
cyonenymnapue jgokanusanuje pP53. Bucoke kormnenTpanuje ROS u RNS mory mospatHo
JICTIOBAaTH Ha CTa0MIIHOCT OBOT MOJIEKYyJia MeHajyhu meroB pepokc-craryc (Maillet A u
Pervaiz S, 2012), anu u yruuyhu Ha BesuBame 3a JIHK, ¢ 003upom na ce HEKOIUKO
[UCTENHCKUX aMUHOKHMCEIMHCKHUX OCTaTaka Halla3u y LEHTPaJHOM JIOMEHY P53 Koju je
Outan 3a oBy unrepakuujy (Valko M u cap., 2007). Jleykemujcke henmje in vitro kao u
OHE TIOPEKJIOM OJ TMaljeHaTa KOJ KOJHUX TIOCTOju MyTtamuja P53 wucmospaBajy
pesuctenyjy Ha anonto3y. ¥ HEL hemujama yrBphena je koersucrennuja JAK2V617F
u pS3 myranuje. [Ipernocrasiba ce na JAK2V617F Boau neykemujckoj TpanchopMaiuju
henuja y kojuMa noctoju ryoutak gpynkuuje pdS3 (Zhao W u cap., 2012).

1.2.5. OxkcupnaruBHa omrehema GHOMoOIEKyIa
Owmehersa /[HK. CMaTpa ce Ja ¢y XUJIPOKCHUI DPAIUKaI U CUHTJIET KMCEOHHUK
ocHoBHHU ROS koju mory aa omrrere JIHK (Avery SV, 2011; Valko M u cap., 2007). Ouu

pearyjy ca cBuMm kommnoHeHtama JIHK wonekyma, omrehyjyhu mnypuHcke u

MUPUMHIMHCKE 0a3€ Kao U Ie30KCHPHUO03HY criupaiy. CBU MPOOKCHIAHCH OJ1 KOJUX MOTY
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Jla HaCTaHy OBE JIBE PEaKTHBHE BPCTE MHAMPEKTHO nomnpuHoce omtehewy JIHK (cnuka
6). 'yanuH je meljy 0a3ama HajmoII0KHUjU OKCHIATUBHOM oliTehery, 300T CBOTI' HUCKOT
penokc norernujaiga (Filomeni G u cap., 2015). HajusyuaBanuja JIHK nesuja koja
HacTaje yciea OKCHalnuje Tyanuna je 7,8-auxuapo-8-okco neokcuryano3us (euri. 7,8-
dihydro-8-oxo-2'-deoxyguanosine, 8-OH-dG). OBaj u apyrd OKCO-IEpUBaTH MOTY
nosectu o Taukactux myraudja JJHK. ROS takohe npoyspokyjy u aBonanuane JJHK
npekugae (errn. double strand breaks, DSBs), koju Cy y OCHOBH XPOMO30OMCKHX
abepamja (Nieborowska-Skorska M u cap., 2012). IlepmanentHa Moaudukaiuja
TeHEeTHYKOT MaTepHjaja ycie[ OKCHIATHBHHUX omTehema mpeacraBiba IPBH KOpaK Ka
MyTareHesu, KaHieporeHesu u crapemwy (Evans MD u cap., 2004; Valko M u cap., 2007).
[TocToju HEKONMKO penapalloHUX MeXaHHW3aMa Koju TomnpaBibajyhu omrehema
onpkapajy unterpurer JIHK, anu cy onu y henujama xanuepa Hajuyemhe HapyiieHU

(Bjern ME u Hasselbalch HC, 2015; Saki M u Prakash A, 2017).

Owmehera npomeuna. bBOYHM JIaHIIM AMHHOKUCEIMHCKMX OCTaTaka y
IPOTEeUHUMa, TOCEOHO IMCTeNHa M METHOHHHA, Ka0 U caMe TMEeNTHIHE Be3e, MOAI0XKHH
cy okcunanuju nejctBoM ROS u RNS (cimka 6). ROS mory nenoBaTu IMpPEeKTHO Ha
MPOTEUHE, WU TocpeaHo Moaudukamujom Imehepa u numuaa, Kajga HOBOHACTAIU
pPCaKTUBHM MOJICKYIH J0Boje 10 okcumatuBHux omrtehema (Levine RL, 2002).
CrBapame KapOOHMIIHUX TpyIia je OMoMapKep OKCUAATUBHUX ollTehema NpoTenHa, Koju
y OZHOCY Ha Jpyre MapKepe OKCHUAATBHOT CTpeca, Kao IITO je JUMHU/IHA epoKCcUIalnja,
uma npeaHoct 30or cBoje crabminoctu (Dalle-Donne 1 u cap., 2003, Valko M u cap.,
2007). IIporenn kapOoumn (ITK) moke HacTaTH Ha BHIE HauyuWHA: 1) JUPEKTHOM
OKCHJIAIIMjOM OOYHHUX JaHalla aMUHOKHUCETIMHA MTPOJIMHA, ApTUHUHA, JIU3UHA U TPEOHUHA
y TpOTeMHUMA; 2) OKCHJATHBHHUM IIpECEAmEeM NpPOTEHHA O-aMHJAIUjOM MU
OKCH/IAIIH]OM OOYHHMX JIaHAIA TITyTaMUHA; 3) JIejCTBOM pPEaKTUBHUX JIMITH THUX aJIJIEXUIa;
4) nejcTBOM pEaKTHMBHHUX KapOOHMJIHHMX JepuBara (KeToaMuHa, KeToalaexuaa |
neokcrno3ona) (Dalle-Donne I u cap., 2003). KapOonunanuja npoTenHa Koja yriiaBHOM
JIOBOJIM J10 TYOUTKA (DYHKIIMj€ Y HEKUM CIIy4ajeBUMa MOXKE aKTUBUPATH CUTHAJIHE TyTEBE
YKJbYUYEHE Y aHTHOKCHIaTUBHE TIpoliece U peryinanujy hemmjcke xomeocrtase (Curtis JM

u cap., 2012). OkcumaruBHe MoaudUKaIMje MPOTEHHA jaBJbajy CE€ TOKOM IpoIeca
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CTapema, alli Cy BaKHE M 32 €TUOJIOTH]Y U MPOTPECHjy MHOTHX Oosectu u mopemehaja

(Levine RL, 2002; Dalle-Donne I u cap., 2003).

Owmeherwa nunuda. XWAPOKCHI paJvKal CBOJUM JelioBalkbeM omoryhaBa
OKCHJIAIIH]y TIOJIMHE3aCHNeHNX MaCHUX KHCEIHHA. XeMHUjCKa JAerpajannja OKCUJOBaHUX
NOJMHE3acHNeHNX MAaCHUX KHCEJIHWHA JO0BOIU A0 (opMmupama OpOjHUX PEaKTUBHUX
TunoUIHUX MOJIEKYa KOju Jako mudyHayjy Kpo3 memOpane (ciuka 6). Hajmo3naruju
MOJIEKYJIM KOJH TaKO HACTajy Cy allIeXUIu: aKpoJenH, 4-XuIpOKCH-2-HOHEeHal (€HTJI. 4-
hydroxy-2-nonenal, HNE), manonauanaexun (MIA), 4-okco TpaHc-2,3 HOHEHa (€HIJIL.
4-oxo trans-2,3-nonenal, 4-ONE). Vkonuko He nohe 10 JeToKcH(DUKAIMje OBHX
MOJIEKyJla CHCTEeMHUMa aHTHOKCHJIATHBHE 3aIUTHTE, HacTaje omrehema OMOMOIEKyIa.
[Tokazano je na 4-HNE u 4-ONE wmory na moauduxyjy IHK u PHK. Takohe, 4-HNE,
MJIA u aKpoJIenH MOTY XeMHjCKHU J1a aJKWITY]y MUCTEMHCKE, XUCTHIUHCKE U JTM3UHCKE
AMHHOKHCEIIMHCKE OCTaTKe y MPOTEHHUMA, Y peakiinju kapoouunanuje nporerna (Dalle-

Donne I u cap., 2003; Curtis JM u cap., 2012).

Myweke EH3UMK ButamMuHu Oxcuposake Gase,
1 NPOTenHN 1 MeTa6onuTi Fe?* [TPAHCKPUNLMOHE U
TpaHcnauuoHe
(o] UV-X-3payere 1 | SOD, GPx, CAT, GST, BT E, L, ] rpewke
K nepokcupaase, K%poreuoﬁnuu,
uepynonna3smuH, UNUPYOUH, Penapaunja
ﬁ epuTHH ypea, ‘-®- THK
n T
A "Q— AMMHO KMCenuHe
T NOS t :
n . : U3MereHU
B @ = , NPOTENHU U
Fe'' <

$ ¥ X exuau MpotenHase

WUTOXOHAPUjanHe Anp )
P RC‘;“S) ’ NUNUOn —» wusonpocraHu .
e
c !

WHdpnamaumja v 9 / v

' lw Oxcm:a'ruano YHaKpCHO NoBe3vBakLe
: NMPOTEUHU
& \ L MOAMCbMKOBaHM MOAU(UKOBaHUX
Liutoxpom P450 E , (bg (EH31MM) npOTeMHY npoTenHa

Camka 6. VHTepaknuja OKCHIaHAaca W aHTHOKCHIaHAca y HACTaHKY OKCHIATHBHOT
ctpeca. MoandukoBaHO HAKOH Mpey3uMarba u3 Durackova Z. Some current insights into
oxidative stress. Physiol Res 2010; 59:459-469.).

Ymuyaj RNS na 6uomonexyne. NO u HeroBu HHTEpMEAHjepH Takohe mory na
noBeny jo omrehemwa nporenna, JJTHK u mununa (Fukumura D u cap., 2006, Filomeni G

u cap., 2015). Cam NO uaxXuOupa JTUNHIHY MEPOKCHAALN]Y, ald Kaaa je MPUCyTaH y
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BehrM KOHIICHTpaIjamMa pearyje ca KHCEOHHKOM U HacTajy HHTePMEINjepH Kao IITO je
NO:2-(a30T qUOKCH[ paanKai), KOju MOXe Jia JIoBee A0 Junuane nepokcuaamuje (Patel
RP wu cap., 1999). Baxan Ouomapkep kaniepa mnpahenunx wuHpIamanujom je 8-
HUTPOTYaHWH KOjU HacTaje aenoBameM nepokcuHuTputa Ha JIHK (Burke AJ u cap.,
2013). NO u nepoKCHHUTPUT MOTY Ja JOBEIYy J0 MOCTTPAHCIAIIMOHMX MOAH(HKAIIHja
MPOTEUHA, KAO IIITO Cy HUTPO3WIALIMja U HUTPAIlHja. S-HUTPO3WIIAIM]a je PUTIajarke a30T
MOHOKCHJIa THOJIHUM OOYHHMM JIaHIIMMA IMCTEMHA, BaXXKHA IOCTTPAHCIAIMOHA
mMoaudukanuja Behune knaca nporenta. Ilpeko e NO ocTBapyje cBoje YOMKBUTApHO
JIejCTBO HA CHUTHAIHY TPAHCAYKIM]Y U YYECTBYje Y (PM3HOIOMIKO] peaoKC-perynanuju
(Hess DT wu cap., 2005). Hutparuja nmpoTenHa Ha THPO3WHY IPEACTaBIba JI0/IaBAHEC
HUTpO rpyne (-NO2) THPO3UHCKMM aMUHOKHCEIMHCKHM OCTalliMa y MIPOTECHHUMA, Kaja
Hactaje 3-uutpotuposut (Radi R, 2004). To je moctrpancnanrona Moaudukaiija Koja
yIu4ye ¥ Ha CTPYKTypy W Ha ¢yHKuMjy nporeuHa. [IpencraBiba TpajHy KOBAJICHTHY
POMEHY IPOTErHA, KOja MEeHha aKTUBAIH]jy henuja, T0BOIM 10 OKCHIATHBHUX omTehema
u undaamanuje (Patel RP u cap., 1999; Mikkelsen RB u Wardman P, 2003; Lopez-
Rrivera E u cap., 2014; Ischiropoulos H, 2009).

1.2.6. OxkcuparuBuu ctpec y XMH

Huso ROS y JAK2V617F nosutuBHMM henujama Moxke Outu mosehan ycnen
ociobahama npouHdpraMaTopHUX UTOKMHA Kao mTo cy TNFa, TGFP u nntepneykunu
U3 TPAHYJIOINTA, METAKAPUOINTA M CTPOMATHUX hesrja KOCTHE CP)KU WM TUPEKTHUM
ocnobahamem ROS w3 wmerakapmonurta u rpanyinounuta. Curnamm JAK2V617F u
BCR/ABL kunaza ycmepenu cy ka STATS TpaHCKpuNIMOHOM (pakTopy Kao BaKHOM
edexTopy KaHIeporeHor aenoBama. Ilopact untpanenynapaux ROS ycnen nojauane
aktuBanuje STATS mocnenuna je cmamene excrpecuje CAT m rimyrapegokcuaa 1y
masmrHAM henmujama. MyrareHo nenoBame eHporeHnx ROS kox XMJI OGonecHuka
yCJIOBJbaBJba Pa3Boj pe3ucteHmuje Ha nMaTuHuO (naxuoutop BCR/ABL kunaze), mro
YecTo MpeJcTaBJba 3HaK J1a 0oJecT mpenasu y cinenehy, y3nanpenosany ¢asy (Bourgeais
Ju cap., 2017)

Crumynanuja PISBK/AKT/MTOR curaaaHor myra oj CTpaHe OHKOT€HHUX KHHa3a

noBehaBa kommumny ROS 30or cmamene aktuBHoctH CAT y henmjama xoje
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ekcnpumupajy  JAK2V617F  myranmjy,  OIHOCHO  TMOjayaHe  aKTUBHOCTH
MHUTOXOHPHjaJTHOT pecrnuparopHor yaHna y npucycrsy BCR/ABL onkorena (Kim wu
cap., 2005). TloBehan mHmBo ROS wmuxubummjom docdaraza npoaykaBa aKTHBALIN]y
KMHAa3a ¥ MO3UTHBHUM ITOBPAaTHUM YTHIAjeM I10jadyaBa HBUXOBO CTUMYJIATHBHO JI€jCTBO.
(Marty u cap., 2013).

3a XMH je kapakrepuctuuHa ymepeHa xpoHuuHa uH(praamanuja (Hasselbalch
HC, 2013; Hasselbalch HC u Bjorn ME, 2015) kojy kapakrepuiie ctBapame ROS, RNS
u un@uamatopHux uTokuna (Yeo WS u cap., 2008; Hermouet S u cap., 2015). Kibyunu
edexTop y onpkaBamby HH(PIAMATOPHOT CTamka j€ MaJIWTHH KJIOH KOra MpEeACTaBIbajy
henuje mujenonnne nose (Bjorn ME u Hasselbalch HC, 2015; Hermouet S u cap., 2015).
Oxo 60% XeMaToImoeTCKOr KanauTeTa HOpMaJlHe KOCTHE CPXKH YOBEKa KOPHCTH Ce 32
crBapame rpanynonurta (Cedergren J u cap., 2003). Kon XMH oHu Cy aKTHBHpaHH
(Cervantes F u cap., 2009; Hasselbalch HC, 2013; Hasselbalch HC u Bjorn ME, 2015), a
BUXOB Opoj je moBehaH. ['paHyNOLMTH WM EPUTPOLUTH Cy MOTEHIUjaTHU H3BOP
pPEaKTUBHHMX BPCTA KMCEOHUKA M a30Ta, aJIM MU OUTaH J1e0 aHTUOKCUIATUBHE 3AIITHTE.

Kao henuje ypoheHor nMyHUTETa, TPaHyJOLUTH CTBApajy pa3He aHTUMHUKPOOHE
dakrope, ykipyuyjyhu cynepokcus a"jon u NO. Mana ROS u RNS y oBum hennjama
NPEeBacXOJHO MMajy aHTUMHUKPOOHY yiory omoryhasajyhu ociobahame nporeasa (Finkel
T, 2003), oHu ydecTBYjy U Kao CUTHAJHH MOJIEKYJIH y TpEeHOUEeHhY (HPU3HOIOLIKUX
CUTHaJla TOKOM nposindepanyje u nudepenipjanyje henuja, ekcrnpecuje resa, arnonrose,
uHpamaropror u umyHckor oxarosopa (Fialkow L u cap., 2007). NO perysuiie
HEKOJIMKO (yHKIMja TpaHyJIOLHWTa, YKJbY4dyjyhH XemoTakcy, aJaxe3ujy, arperamujy,
armonTo3y M necTpykimjy Oakrepujckux hemuja (Jyoti A u cap., 2014). V 3aBucHocTH 0
BEJIMYMHE MAJUTHOT KIJIOHA, OBAaj MHJEJIOMIHU JI€0 HMMYHCKOT M HWH(IaMaTOPHOT
0JIrOBOpa MOYKE OUTH MapIHjaIHO WK JOMUHAHTHO u3MereH (Hermouet S u cap., 2015).
AxtuBanuja HeyTpopuna nomohy GM-CSF unu TNF-o Moke umatu BaxkHy YJIOTY Y
MOJyJalliji FHUXOBHX aJXE3WBHUX M CEKPETOPHUX AaKTHBHOCTH M YTUIATH Ha
NpeXHBJbaBalbe OBUX KpaTkoxkuBehux henmja ojarambeM KOHCTUTYTHBHE AamloTO3e
(Chilvers ER wu cap., 2000). Kao rmaBuu m3Bop ROS y rpanymnonutima, MeMOpaHCKH
ensnMckn komiuieke NOX, HakoH cTuMynaiyje cTBapa Beiuke koananae ROS koje ce
3a BpeMe HeperynucaHe WH]Iamanuje, MoJ MaTOJOUIKHM YyCIOBHMA, ociobahajy y

exctpahenujcko okpyxeme u omrtehyjy okonna tkuBa (Fialkow u cap., 2007). NO y
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rpaHyJIoIUTHMa MOXKe HacTaTtu aktuBHOMIhy cBe Tpu m3odopme NOS (Greenberg SS u
cap., 1998; Fialkow u cap., 2007; Cedergren J u cap., 2003; Jyoti A u cap., 2014), anu ce
10 CBOM 3Hauajy u3nBaja iNOS koja je KOHCTUTYTUBHO €KCIIPUMHpPaHa KOJl OBUX heiuja
(Cedergren J u cap., 2003; Jyoti A u cap., 2014). I[Tatorenu MOTEHIHMjall MaJIUTHO
U3MCHCHUX TPAaHYJIOIUTa je BENUKH, C o003upoM jga oHM Beh mocenyjy Heke
KapakTepucTuke Manuraux henuja: koncrutyruBHa excrpecuja INOS (Cedergren J u
cap., 2003; Jyoti A u cap., 2014; Lopez-Rivera E, 2014; Fukumura D u cap., 2006);
HapyiieHn mexanusmu pernapanuje JJHK (Sallmyr A u cap., 2004, Kagoya Y wu cap.,
2014; Henriksson G u cap., 2004; Bjern ME u Hasselbalch HC, 2015); npoaykuuja asa
rinaBHa npexypcopa cBux ROS u RNS, cynepokcuanor anjona u NO (Fialkow L u cap.,
2007, Imbesi S u cap., 2013). [Topen rpaHy/I0IKMTa © METAKAPHUOIIMTH MOTY OUTH H3BOD
ROS (Marty C u cap., 2013).

Eputponmtu cy henmje cnennjanu3oBane 3a TpaHCIOpT U pa3meny racosa (O,
CO2u NO) y )xuBum oprannzmMuma. OHHU Cy OIIPEeMIbEHH H3Y3€THO €(hpUKaCHUM CHCTEMOM
€H3UMCKE M HeCH3UMCKE aHTHOKCHUIATUBHE 3aIITUTE U JCIY]y Ka0 MOKPETHH ,,4UCTAUN "
ciobonHuX paaukana o0e30ehyjyhn aHTHOKCHIATHBHY 3aIUTUTY APYTMM TKUBHMa U
opranumMa (Siems WG wu cap., 2000; Pandey KB u Rizvi Sl, 2011). Epurpormru
npey3umajy ROS koje ocnobahajy meyrpodmmu, makpodarn u enmorenHe henuje u
HEYTpaJIUIIY X [IUTOCOJIHUM aHTHOKcHaaTuBHUM cucteMoM (Mohanty JG u cap.,2014).
[Tporeom oBux hemuja usmemen je y XMH (Socoro-Yuste N u cap., 2016). Kon
6onecnuka ca IIB muxoB Opoj je mpekomepHo nosehan. Epurporuru 360r cBoje
cnemuduune pynkuuje mory outu u3Bop ROS (Mohanty JG u cap., 2014), Baxuu cy y
metaboau3smy NO (van der Vliet A u cap., 1997; Moshage N u cap., 1995; Tsikas D,
2007; Khadem-Ansari MH wu cap., 2017; Griendling KK wu cap., 2016), anu u
MOTEHIIMjaJTHU U3BOp TBokha KOjU y cT0OOAHOM OOJIMKY Kao PEelOKC aKTUBHU METaj
ydecTByje y ctBapamy ciaoboanux pamukana (Valko M u cap., 2006; Griendling KK u
cap, 2016). Y opranusMy He IMOCTOjH IYT 3a aKTUBHY €KCKpeIHjy rBoxha. 3amaxeHo je

na (edoToMMja 3HaUajHO CMambyje PH3HK oJ1 ojase kaHiepa (Toyokuni S, 2016).

28


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cedergren%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14616549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jyoti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23875749
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cedergren%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14616549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jyoti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23875749
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cedergren%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14616549
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jyoti%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23875749
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henriksson%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15213331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Vliet%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9065416

2. MUJBbEBH PAJIA

[Tocnenuma myranuja kKapaktepucTHuHuX 3a XMH je akTuBanMja CUTHATHHX
MyTeBa KOJU Cy BaXHHM 3a MeTabonm3aM, pacT, nmpoiudepanujy, audepeHiyjanujy u
npexuBibaBame henuja. Jenan ox tux myreBa je MTOR koju, uaTerprmyhu HEKOJIUKO
JIPYTrUX CHUTHAJHHUX IyTE€Ba, MPEJCTaBJba LEHTPAIHU peryaaTop OWTHuUX henmjckux
¢dbyakumja. Ilomazehm on dumenwne Ja Koja  OoJeCHHMKA ca  XPOHUYHUM
MujenonpoiandepaTiBHUM HeoIUla3MaMa MocToju nmopemehaj okcuaaTUBHOT cTaTyca U
AQHTHOKCHIaTUBHE 3aIITUTE, a Ja Ha akTHBHOCT MTOR Mory yTunaru peakTHBHE BPCTE

M KMCCOHHMKA U a30Ta, NOCTAaBJbCHU CYy cneﬂehn INJbCBU:

1. ompenutm akTUBHOCTH eH3uMa aHTHokcuaatuBHe 3amtute (SOD, CAT, GPX,
GR), onpenuty KOHLEHTpAIM]y HATPUTA M HUTpATa M MPOAYyKaTa OKCHIAIIH]je

JWIMAJIA ¥ IPOTEUHA y IeprQepHOj KPBH MallHjeHaTa U OAroBapajyhnx KOHTpoOIa;

2. onpemutn ekcnpecujy 1INOS, Hutpotupos3uHa, p53, dochopunrucane u

Hepocpopunucane popme AKT u MTOR kunaza y rpanynonutuma;

3. WcmUTaTtH IN Vitro ytumaj pa3nuuuTex KoHueHTpanuja ROS Ha nponudeparnmjy,
hemujckn  mumknyc wu aktuBHoct  AKT/MTOR  curnanHor — myra
eputponeykemujckux HEL92.1.7. henuja kao u Ha aktuBHOCT MTOR curnanxor
nyta, ekcupecrjy INOS u HUTpOTHpO3MHA y TpaHyJoLMTHMa OOJECHHKa ca

XMH.
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3. MATEPHUJAJI U METOJIE

3.1. Marepujan

3.1.1. U36op GonecHuka

Crynuja mpeceka CIpoBeleHA je y capaami ca KIMHHKOM 3a XeMaroJorHjy,
Knuanukor nentpa CpOuje. Haxonm poOujama carmacHocTn ETmukor kommreTa
MenuuuHckor ¢akynTera YHuBep3urera y beorpaxy 88 nujarHOCTHKOBaHUX,
NPETXO/IHO HEJICUCHHX MalljeHaTa OBe ycTaHoBe ca aujarao3oM Ph'aeratuBae XMH (30
ca 1B, 24 ca ET u 34 ca [IM®), xao u 22 nauujenara ca aqujarnozom XMJI ykibydeHu
cy y ucniutuBame. [Ipoceuna crapoct manujenara o6una je 61 roguna (ogHOC TIOJIOBA: 59
mymikapaia 1 51 xena). Jlujarnoza XMH mocraB/beHa je Ha OCHOBY KPHTEPHjyMma
CBETCKE 3JIPABCTBEHE OpraHM3allMje 3a TYMOpE JUMQHOTI U XEMaTONOE3HOT TKHBA U3
2008. rogune. [lyjarHocTHKA OBUX OOJIECHHMKA OOyXBaTHIIA je aHAJIM3y KPBHE CIIMKE ca
JEYKOIUTapHOM (DOpMYIJIOM, OMOXEMHUJCKOT CTaTyca, BOJyMEHa €pUTPOIUTA, aHAIIU3Y
MHjeJorpaMa, KapuoTHma, N VItr0 KynTypy TpeTXOJHHKAa XeMaTomoe3e |
NaTOXUCTOJIOUIKY aHaJIM3y OMoITaTa KOCTHE CpxHU. KOHTpoNIHY IpyIy npeicTaBibaio je
10 ucnuTaHuKa ca HOPMAJTHUM HATa30M XEMaTOJOIIKUX TMapaMeTapa y KPBHO] CIHUIIH.
Buonomkn marepujan MPUKYIUBEH je y3 MUCMEHY CarlaCHOCT MCIHUTAaHWKA, a HaKOH
BUXOBOT HHPOPMHCamka O CBPCH MPUKYIJbamka MaTepHjaia. McnutuBama cy cripoBeieHa
y ckiagy ca mnpenopykama KoHBeHIMje 0 OMOMEIUIIMHCKUM HCTpaXXMBambUMa M3

Xencunkuja (World Medical Association Declaration of Helsinki, 1996).

3.1.2. 'henujcka n1uHUja

VY in vitro ucniutuBamy xopumhena je xymana HEL 92.1.7. henujcka muamja. To
je eputpoieykemujcka henujcka JIMHUja KOja CIIOHTaHO AuQepeHuupa y epuTpodaacte
(Martin u cap., 1982) u moceayje JAK2V617F myraiujy y XOMO3UTOTHOM cTamy. I ajeHa
je y RPMI-1640 menujymy 3a kyntuBauujy (Biowest, Nuaillé, France) ca nonatkom 10%
¢eramnor roseher cepyma (FBS, Fetal Bovine Serum, Biowest, Nuaillé, France) u 1%
PENSTREP 100 U/ml menwmmwmn/ 100mg/ml crpentomuiiuna, Biowest, Nuaillé,

France) na remmneparypu ox 37°C, y atmocdepu ca 5% CO2 u 100% BnaxHOCTH.
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3.2. Meroae

3.2.1. OGpana 6uonomkor maTepujaia 00JIECHUKA

Bencka kpB 6onecnuka u 31paBux koHTposa (10-30 ml) je cakyrybana y enmpyBeTama
ca K2EDTA antuxoarynantom u nentpudyrupana Ha 2000 rpm paau u3zBajama mia3me.
ANMKBOTH TU1a3Me yyBaHu ¢y Ha -20°C 10 nasbe aHanmuse. [leo epuTporuTa je u3aBojeH,
UCIIPaH TPH yTa ca (PU3HOJIONIKHM PACTBOPOM U 3aTUM pa30JIaKeH UCTUM PACTBOPOM Y

onHocy 1:1. Epurpouuntn cy yyBanu Ha -70 °C 1o aHanuse eH3uMa.

Ocrarak kpBu pasbmnaen je pocharaum mydepom (PBS-a, pH=7.2, 6e3 Ca?* i Mg®*)
ca nonatkoM 2mM EDTA y 3anpemunu 1:1,2. Hakon tora 35 ml paz0naxkeHne KpBu
HaHoMIeHO je Ha 15 ml mumdonpena, rpagujent rycrune 1,077 g/1 (LSM, Lymphocyte
Separation Medium, Capricorn Scientific, GmbH, Germany) u uentpudyrupano 30
munyta Ha 1400 rpm, 20°C. I'opwmu cioj miasme ca TPOMOOIHMTHMA je MaKJBHUBO
acnMpHpaH Kao U cJI0] MOHOHYKJIeapHHX henuja y untepgasu. la 6u ce noduna dppaxuja
ca rpaHyJIOLIUTUMA, EPUTPOLIUTH CY JIM3UPAHHU MOMONY pacTBopa 3a JM3Y €pPUTPOLUTA
(0,15M NH4CI, 0,1 mM EDTA, 12 mM NaHCO3) unu XUIOTOHUM JI€IIOBAkHEM XJIaHE
nectusnoBaHe Bojie Ha +4°C. Hakon nentpudyrupama 2 munyra Ha 1000 rpm, 20°C,
U3/IBOJEHU TPAHYJOLUTH HCIIpaHU Cy ABa nyTa y ¢ocdaraom nydepy, pH 7,4. bpoj u
BujabmwiHOCT henmuja onpehuBana je 6ojemem ca 0.4% pactBopom Tpumnan miasor (Gibco,

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3a JIeTeKIMjy MPOTeHHA y TPaHYJIOIMTUMA, BPIICHO je BbUXOBO 00eNIeKaBambe Ha
IUTOCIIHNH TIpenapatnmMa. Y Ty cBpxy 2,4x10° henmja je pactBapano y 6 ml DMEM (enri.
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Biowest, Nuaillé, France). O0enexeHe mio4uiie
Cy 3aTUM CTaBJbaHE MCIOJI OJIOKA ca MO JIBa WJIMHAPUYHA OTBOPA M Y CBAKU € CHIIAHO
0,5 ml henmujcke cycnensuje. biokoBu cy morom tearpudyrupanu Ha 1000 obpraja, 5
munyTa (20°C). ITnounre ca 3anembenum henrjama cymiene ¢y 20 MuHyTa Ha COOHO]
TEMIIepaTypH, a MoToM cy (ukcupane aneronom. [lpenapatu cy uyBanu Ha - 20 °C 1o

JaJb€ aHAJIN3C.
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3.2.2. FRAP tect

ToranHM AaHTUOKCUAATUBHHM KAlAUTET TIUIa3Me OjApehuBaH je MepemeM
penykiuone mohu miasme FRAP (enrn. Ferric Reducing Ability of Plasma) metomgom,
KOja Ce 3aCHHBA Ha PEAYKIHUjU KyTor (Gepu-rpunupuamirpuasun komiuiekca (Fe(lll)-
TPTZ) y mnaBo ob6ojeru ¢epo kommiekc (Fe(ll)-TPTZ), npu nuckum pH (3,6)
BpenHoctuma (Benzie u Strain., 1996). FRAP pearenc ce cacroju u3:

-300 mM anerarsor mydepa, pH 3,6 ;

-10 mM 2, 4, 6- tpu [2-nupuanin]-S-tpuasuna pactsoperor (TIIT3) y 40 mM HCl u
-20 mM Bonenor pactBopa reoxhe xmnopuna, FeCls X 6H20.

Peaknyja mounme MemameM IU1a3Me U peareHca.

100 pl y3opka + 300 pl H20 + 3 ml FRAP pearenca

Crena npo6a: 400 pl H2O + 3 ml FRAP pearenca
Ancopbaniia je ouutana Ha crekrpodoromerpy (Ultrospec 3300, Biochrom Ltd,
Cambridge, UK), va 593 nm nakoH uHkyOanuje o1 6 munyra Ha 37 °C.

A = Aysopra — Acrene npobe

3a KOHCTPYKIM]y CTaHJapAHe KpuBe KopuitheHu cy pactBopu reoxhe cyndara,
FeSOs mo3HaTe KOHLEHTpalMje KOjU HacTajy cepujoM pasbnaxema. BpenHoct
aricopOaHIle JIMHEapHO je MPONOPIMOHATHA KOHIIEHTPAIMj aHTHOKCHAaHAca y
pacTBopy.

100 pl crangapauor pacteopa + 300 pl H20 + 3 ml FRAP pearenca

Cnena npo6a: 400 ul H20 + 3 ml FRAP pearenca

A = Acrannapra — Acrere mpote
FRAP Bpennoctu u3zpauyHaTe cy nmomohy perpecMOHUX jeJHaYhHa U U3paXeHe Cy Kao

umol Fe (II)/1 mnazme.

3.2.3. OnpehuBame KOHIIEHTpALMje XEMOTTT0O0NHA

KonuenTpanuja xemoryioOuHa y JinzatuMa epuTpouuTa oapehusana je momohy
JlpankuHOBOT peareHca y 4Mju cactaB ynase kamujym ¢epunmjanun (KsFe(CN)g),
kanmujym nujaau (KCN) u kamujym nuxuapored dochar (KH2PO4). Xemornobun ce

OKCHJlyj€ Y peakIuju ca KauujyM (epuIldjaHuOM Yy METXEMOTJIOOWH KOjH CE 3aTUM
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noMohy Kanujym IjaHuJa IPEBOAU Yy CTAaOWIHM IMjaHMETXeMOroOuH. AncopOaHia
OBOT jeIUbCHa MEPHU C€ CIIEKTPO(POTOMETPH]CKH, HA TaacHO] ayxuHH oa 540 nm (van
Assendelft OW u cap., 1984).

Hb(g/1)=As40 x 1,465 X pazbnaxeme y30pKa

3.2.4. OnpehuBame aKTUBHOCTH KaTajla3e y EPUTPOIIMTHMA

Axtusnoct enzuma CAT y nu3atuma eputpoiuta oapehusana je mo meroau Aebi
u capannuka (1984). Peakunony cmenry unne S0 mM natpujym pocharau mydep, pH 7,
mu3atr epurpomuta W 30% H2O2 koju ce nmomaje HEMOCPEeTHO Tpea Mepembe.
CriekTpo(hOTOMETPH]jCKH TOKOM Tpy MUHYTA (Y MHTepBaiuMa o 110 30 CeKyH/I1) MEPHITU
cmo maj ancopbanie HoO» ycnen meroBe pasrpajimbe KaTajia3oM U3 y3opka. AnicopOaHia
je Mepena Ha tanacHoj ayxunau ox 240 nm (Ultrospec 3300, Biochrom Ltd, Cambridge,
UK). AKTHBHOCT je H3paXeHa Kao Opoj MHTECPHAIMOHAJIHHUX jEAMHHIA [0 Ipamy
xemornobuna, IU/gHb.
((AA/mun.)/a) x R x 1/CHb(gny x 1000 = U/gHb
a — aricop6ana 3a H202 (43,6)

R — pazbnaxeme y3opka

3.2.5. OnpehuBame aKTUBHOCTH CYIIEPOKCHUJ TUCMYTa3e Y EPUTPOLIUTHMA

Jluzatu epuUTpOLIMTa Ce TPETXOIHO TOJABPraBajy J€jCTBY ancCOIYTHOT €TaHOoa U
xjaopodopma y onxHocy 62,5:37,5 kako Om ce ykiIoHHO xeMoriioowH. Haxon
neHTpudyrupama 5 Munyta Ha 7000 rpm, 3a n1asby aHanu3y je KOpuilheH cyrnepHaTaHT.

VY peakuuju je mpaheHo cMameme Op3WHE ayTOOKCcHIalMje enuHedpuHa y
npucyctBy eHsuMa. SOD ykmama CynepoKCHIHH aHjOH pajJnKal HEONXOoJaH 3a
okcumanujy. [IporeHar WHXWOWIMjE TIpeACTaB/ba MeEPY KaTaJUTHYKE AaKTHBHOCTH
€eH3uMa U cpa3MepaH je npoMmeHu arcopbanne Ha 480 nm, koja je mnpahena
cnekrpodoromerpujcku (Ultrospec 3300, Biochrom Ltd, Cambridge, UK) (Misra HP u
Fridovich I, 1972).

[ToTpeOHu pearencu:

1. 0,05 M kap6onarau mydep (NaHCOs/ COs), ImM EDTA, pH 10,25
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2. 0,01 M entunedpun y 0,02 M HCI

PedepenTHy BpemHocT mpencTaBiba mopact arcop6Oanie Ha 480 nm kao mociemuia
ayTOOKCHJIAIN]€ Y OJCYCTBY CH3UMA.
Kontpona: nydep + enunedpun.
VY3opak: mydep + cynepHaTaHT + enuHEPPHH.
SOD (U/gHb) =2(AK-AA) x R/ V x CHpx AK
AK — ipomeHa aricopOaHIie KOHTPOJIHE PeaKiinje Y MUHYTH
AA- pomMeHa aricopOaHIle peakiiyje ca y30pKoM Y MHHYTH
V — 3anpemMuHa y30pka
CHb — KOTMYMHA XeMOor1o0ruHa
R — pazonaxeme
Jemuauma SOD akTHBHOCTH M3pakaBa ce Ha TpaM XEMOTJIOOMHA W MpeAcTaba
KOJIMYMHY €H3MMa K0ja y3pokyje 50% unxubuiuje Op3uHe ayTooKcuaanmje enuHegpuHa

Yy JIUHCAPHOM JICITY I10pacCTa ar[cop6aHue.

3.2.6. OnpehuBame akTUBHOCTH ITYTaTHOH MEPOKCHUIA3€ Yy EpUTPOLIUTHMA

Pasrpaamom nepokcuia HacTajy c000JHH pauKali KOju pearyjy ca hemujckum
MaKpOMOJIEKYJIMMa, HApPOYUTO JIMIMUANMA MeHajyhu BHUXOBY CTPYKTYpPY U (QYHKLHU]Y
nosoaehu no omrehewa. ['yraTnon nepukcuaasa je €H3uM KOju Jielyje MPOTEKTUBHO
TaKo IITO PEIyKyje BUCOKO PEaKTHBHE MEPOKCHIE JO0 CJad0 PEKTHUBHUX (CTAOMIHHX)
JIKOXoJa. Y 0BOj peaklnju Kao peayKyjyhu peareHc ciayu heaujcku rIyTaTHoH.

Huxorunamun munykneorun ¢ocdar (NADPH) y mpucyctsy GR mpeBoan
okcunoBany ¢opmy rayraruona (GSSG) y peaykoany (GSH) koja je moHOBO akTHBHA
¥ TOM TIPHIIMKOM Ce caM OKcHujyje. 3a oapehuBame aKTHBHOCTH TITyTaTHOH MTEPOKCHIA3E
KOPUCTH C€ MHAMPEKTHA MeToJ1a KojoM ce npatu naj ancopbaniue NADPH na 340 nm

ycnen merose okcupanuje (Tamura T u cap., 1996).

GPx
R-OOH +2 GSH —»R-OH + GSSG + H,0
GR
GSSG + NADPH + H* —» 2 GSH + NADP*

Pearencu nmoTpeOHM 3a OBY peakiujy Cy:

dochatau nmydep, KH2PO4 (Ph 7)
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1. penykoBanu rayraruon, GSH (50 mM)

2. NADPH (3mM)

3. tiyratuoH penykrasa, GR (0,33 U/ml)

4. Tepu-Oyrun-xuaponepokcua, TBH
VY3o0pak: JI[pankuHOB peareHc + CycleH3Hja epuTpoIuTa
CBU peareHcu Cy IPETXOJHO 3arpejaHu 10 coOHe Temmeparype. Peakiuja 3anounime
JOJIaBAbEeM TEPI-OYTHIXHIPOIICPOKCHIIA y peakiuoHny cmenry. Ilax amcopOaHnie
OUYUTABaH je Ha criekTpodoToMeTpy, Ha cBakuXx 30 CEKyHIH, Y Tpajamby OJ TP MUHYTa
(Ultrospec 3300, Biochrom Ltd, Cambridge, UK). Kao ciena mpoba kopuctu ce
peakimoHa cMmera 6e3 y3opka.
AKTHUBHOCT TIEpOKCH/Ia3¢ U3pavyyHaBa ce momohy dopmysie:
U/Hb = (Asz40/MiNsiepa proba) - A340/MiNzorak)) X DF/6,22 X Chp X V
Aszso/min — npomeHa arcopbaniie ciierne nmpooe U y3o0pka y MUHYTY;
DF — daxrop pazbnaxema y30pka

V —3anpemuna y3opka y 1 ml

3.2.7. OpnpehuBame akTUBHOCTH IIYTaTUOH PEIYKTa3e y €pPUTPOLIUTHMA

['myratnoH penykTaza je €H3MM KOjU KaTajau3yje PEeIyKIUjy OKCHIAOBAaHOT
riyratuona (GSSG) y penykoBany ¢popmy (GSH). AnekBarana KOJTUYKMHA PeAYKOBaHOT
rIIyTaTuoHa Yy henuju HeonmxoAHa je 3a ONTUMANHY AaKTHUBHOCT APYTUX €H3UMa —
TIIyTaTHOH TIEPOKCH/Ia3a U TIyTaTHOH TpaHcdepasa, Kao 1 3a 3aIUTUTY O OKCUJIaTHBHOT
ctpeca. Y peakuuju penykuuje koputu ce NADPH kao aupekTHu JOHOP BOJIOHUKA!
NADPH + H" + GSSG —» NADP + 2GSH
Crnexrpodoromerpujckom metomom (Ultrospec 3300, Biochrom Ltd, Cambridge, UK)
onpehuBama akTHBHOCTH eH3MMa Tpatu ce maj arnicopHaiie NADPH nHa 340 nm (Glatzle
D u cap., 1974). Pearencu notpeOHu 3a OBy peakiujy cy:

1. 100 mM K-docharau mydep, 1 mM EDTA, pH 7,5;

2. munyuuonu mydep ( 100 mMdocdar pH 7,5; 1 mM EDTA; 1 mg/ ml BSA)
3. 2mM NADPH

4. 2 mM okcuaosanu riyratyut (GSSG)
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Jluzatu epuTpouuTa Cy pazdiaXeHu y AUIYIUOHOM Iy(depy HEOCpeJHO Mpe aHau3e.

Peaknuja mounme nonaBameM NADPH, Ha co6HOj TemmepaTypu.

Caena mpob6a  ¥Y3opak

2 mM GSSG 500 pl 500 pl
nygep 450 ul 400 pl
y3opak / 50 ul
2 mM NADPH 50 ul 50 ul
N3pauynaBame:
U/gHb = ( AAuz — AAbiank) X R/ € X CHp X V (y ml) e= 6,22 mM*tcm

3.2.8. OnpehuBame KOHIICHTpAIM]e MATOHIUAIICXUIA Y IIa3MHU

Manonanannexun onpehusan je kopumhemeM THoOapouTypHe kucenune, TBA.
VY kucenoj cpeauHu U Ha BUCcOKOj TeMneparypu MJIA u TBA rpaae komyroBany 060jeHy
CYIICTaHLy y K0joj je ogqHoc MIA:TBA = 1:2. Konuentpanuja MJIA y xopenaiuju je ca
unTtesuteroM 0oje (Baski¢ D u cap., 2005).
[ToTpeOHu pearexncu cy:
-28% tpuxnopcupherna kucenuna, TCA
-Tno0apOuTypHa KucenuHa, TBA
-0,05M natpujym xuapoxcun, 0,05M NaOH
3a eKCTpaKIn]y JUIMHIHUX TEPOKCHIA KOPUCTH ce 28% TpuxjaopcupheTHa KucearHa.
300ul mazme + 100ul 28% TCA

VY3opuu cy 30 MuHyTa HHKYOUpaHU Ha Jiexy, Y ¢puxunepy, Boprekcopanu 10
MUHYTa M uHKyOMpanu Ha -20°C, 5 wmwunyra. Hakon opanehuBama, y3zopuum cy
ueHtpudyrupanu 4 munyra Ha 15 000 rpm, +4°C. buctpu, ropmu cioj npedayeH je y
HOBe eneHpopduie u y cBaky je gonar 1%TBA y 0,05 M NaOH y oxgnocy:
cynepHataut : TBA=4: 1.
Cnenuna je uaky6anuja Ha 100°C y BogeHoM Kynatuiy y Tpajamwy of 1 cata. Hakon Tora
enengopduiie cy oxnahene Ha neny. Caapikaj je mpedaueH y MUKpOILTOYE U arcopOaHIiia

je ounrtana Ha ELISA gutauy, ma 540 nm (RT-6100, Rayto, Shenzhen, China).
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Konuenrpanuja je onpehena kopumhemeM cTaHgapHEe KPUBE.

I cranpapa:

41pl rerpamerokcumnpomnana, TMA

20 ml nejoHo3oBaHe BojE

20 xanu KOHIIEHpOBaHe XJI0poBogoHnYHE Kucenune, HCI

Honynutu Bogom 10 25 ml.

II cranmapa: 0,5ml cranmapaa u 1o S0 ml gecTuioBane BoJe.

Ounanna xKoHUeHTpanuja crangapaa je 100 nmol/ml MDA. On me ce npaBu cepuja
JIBOCTPYKHUX pas0naxkema (Hrp. nmol/ml 50; 25;12,5; 6,25; 3,12; 1,56 ...). Crannapau u

CJICIIa npo6a TPETUPAHU CYy UCTO KAO IJIa3Ma.

3.2.9. OpnpehuBame KOHIIEHTpAIlMje MPOTEUH KapOOHUIa Y MIIa3MH

OnpehuBame konuentpauuje 1K y mna3mu 3acHuBa ce Ha meroau Levine u
capaanuka (1990). TIpe moyerka aHamu3e MOTpeOHO je iasmy pasdnaxuti PBS-om na
01 ce 1obua onTUMaIHA KOHIIEHTpalija MPoTEenHa 3a paj U 3aTUM LeHTpudyruparu 10
muHyTa Ha 14000 rpm ga Ou ce yKJIOHUIIE YECTHUIIE KOJ€ MOTY OMETaTH OUMTABAHE.
[TorpeGHU peareHcH:

-2,5 M HCI

-10 mM DNPH, nunuTtpodeHnIxuapasvH,

-10% TCA, tpuxnopcupheTHa KucelrHa,

-20% TCA tpuxisiopcupherHa Kucenusa,

-20 mM KH2POq4, pH 2,3, xamujym docdranu mydep,

-GndHCI, ryaHu e XUApOXJIOpHI.

[TapanenHo ce mpunpemMajy y30pak M HErosa ciemna mpooa:

V3opak: 200ul mrazme + 800 ul DNPH

Cnena npo6a: 200 pl mazme + 800 pl 2,5 M HCI.

Cwmernia je MHKyOHMpaHa y Mpaky, Ha COOHOj TeMIepaTypH, 1 caT, ca BOpTEKCOBambeM Ha
cBakux 15 munuyra. 3atum je gomato lml 20% TCA y cBaky enengopouiy, y3
nHKyOarujy Ha yneny 10 munyra. Hakon nentpudyrupama 10 muayra Ha 10 000 g,

(+4°C), oxbaveH je cymepHaTaHT M TOCTYIAaK MOHOBJbeH ca Tasorom u 10% TCA.
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CymnepHaraHT je 010a4eH a Tajor pecycnenaoBan y I ml cmere eranon-erunanerar (1:1),
BopTekcoBaH u ueHTpudpyrupan 10 munyra Ha 10 000 g, (+4°C). Ucnupame je
MMOHOBJBEHO jouI 2 myTa. HakoH mocienmer ucnupama Tajior je pecycnenaoad y 500 ul
GndHCI, BoprekcoBan u uHKyOupan 10-15 muuyra ma 37°C. Ilocime mBOCTpYKOT
HEHTpU(YTUpama CylepHaTaHT je mpedadyeH Y MUKPOTHTPAIMOHE IUI0YE U OYHMTAaHA je
anicopbanma Ha ELISA uwmrtauy, Ha 375 nm (RT-6100, Rayto, Shenzhen, China).
KosmunHa npoTenH kapOOHMIIA Y Y30pKY U3pakaBa ce Y OJHOCY Ha KOJUYHUHY YKYITHUX
npoterHa. KoHlieHTpaluja npoTenHa u3payyHaBa ce Ha OCHOBY CTaHJap/HE KpUBE Koja
ce koHcTpywuiie momohy BSA (bovine serum albumine) crannapaa y cepuju 1BOCTpYKHX
pasbnaxema, y3 ounTaBame ancopoOanie Ha ELISA gutagy va 280 nm.

[Tporeun xapOonun (nmol/ml) = (As7zsy3opka - Aszscaene npo6e) * 45,45 (nmol/ml)
[Tporeun xapOonun (nmol/mg) = mnporemH kapOonun (nmol/ml) /koHUEHTpamHja

npotenHa (mg/ml)

3.2.10. OnpehuBame KOHIIEHTpAIMje HUTPUTA U HUTPATa y TUIa3MU

['pucoBa Metona ce KOPUCTH 3a oJpehuBame KOHIEHTpaIlje HUTPUTA y Y30PKY.
Konnenrpanuja HuTpaTa ce ojapelyyje MHIAUPEKTHO, MpeBOhemeM HUTpaTa y HUTPUTE
(Green LC u cap., 1982; Yucel AA u cap., 2012). IIpunpema y3opka 3a aHanuzy
1oJipa3ymMeBa:

e JlenporenHusanujy miazme nomohy NaOH u ZnSOq.

e Penykuujy HuTpara y HUTpHTe omohy Banaaujym xiopuia (VaCls)

JlenporenHu3anyja mniazme

VY 250ul mmasme pomaBano je mo 250 pl 0,3M NaOH, cmema je BOpTeKcOBaHa U
WHKyOMpaHa Ha cCOOHO] TeMIiepaTypu 5 MuUHyTa. 3aTuM je y cmemry gonaaro 250 ul 10%
ZnSO4. Hakon BopTekcoBama U LeHTpudyrupama Ha 14000 rpm, 5 munyTa Ha +4°C,
CyIIEpHATaHT je H3/IBOjeH y HOBE TYOHWIIE M TOHOBO LEHTPU(YTHUpaH IOJ HCTUM
yCIIOBHMA.

CBH y30pIiv ¥ CTaHJApAM HAHOIICHH CY Y AYIUTHKATy Ha miode ca 96 Oynapuwnha. CBaku
y30paK HMMao je CBOjy KOHTpoJly Yy KoOjy HMje npoxaBaH I'pucoB pearenc (2%
cyndonunamua u 0,1% NEDD, N-(1-Naphthyl)ehtylenediamine dihyhidrochloride):

VY3opax/cranaapa: minazma + 2% cyndanumnamug + 0,1% NEDD
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KonTtpona: mnazma + 1 M HCl

VY apyrom neny ekcrnepuMeHTa y3opuuMma je npBo goxar VaCls a 3aTuUM KOMITIOHEHTE
I'pucoBor pearenca. Cee mioue wHKyOmpane cy 30 munyra Ha 37 °C. Hakon Tora
ounTaHa je amcopOanna Ha ELISA uurauy, ma 540 nm (RT-6100, Rayto, Shenzhen,
China).

ArnicopOaHIia y3opka ymameHa je 3a ancopbOanily koHTposie. KoHmeHTpamnumja je
onpehena xopumrhewmeM JBe cTaHAaplHE KpHBE 3a HUTpUTEe U HuTpare. Kpuse cy
KOHCTpyHCaHe MoMONy cepuje JBOCTPYKHX pa30iiaxema CTaHAapIHUX pacTBopa
HUTPUTA U HATPATA.

[loTpebHu pearexcu:

- 0,3 MNaOH - 0,6 g u 50ml dH202

- 10% ZnSO4 - 5g u 50 ml dH202

-1 M HCI - 46 ml dH202 + 4 ml 37% HCI

- 5% HCI - 13,5 ml 37% HCI + 8605 ml dH202

- 2% sulfanilamid - 2 g sulfanilamida u 100 ml 5% HCI
- 0,1% NEDD.- 0,1 g NEDD u 100ml H202

-VaCl; - 0,4 g VaClsu 50 ml 1 M HCI

3.2.11. Tect peaykiyje HUTPO TETPA30JIUYM ILIABOT

Tect penykiuje HUTPO TeTpazonuym miasor, (enri. Nitro blue Tetrazolium, NBT)
je IUTOXEMH)CKM TECT 32 MEpeHe MHTEH3MTETa PECIUPATOPHOT Mpacka, OJHOCHO 3a
onpehuBame HUBOA MPOIYKIIM]€ CYNIEPOKCH/I aHJOH pajukana. Peakiinja penykiuje xKyTo
oOojenor u y Boau HepactBopHor NBT HacTaje 7ejcTBOM CyNEpOKCH aHjOH pajauKaia
KOjU Ce CTBapa y peakiMjH PeCcHHpaTOpHOT Mpacka KaTaauTuukuM jaejctBom NADPH
okcumase. [Ipu Tom Hactaje HEpacTBOPHU TaMHO IUIaBH (opMaszaH, KOJU MOXKE OUTH
coMyOMIN30BaH M KBAaHTU(UKOBAH CHEKTPO(YOTOMETPHUJCKH y LIUTOXEMHUJCKOM e€cejy
(Monboisse u cap., 1991). Penykuuja NBT Moske OuTH CrOHTaHa WM CTUMYJHCaHA
yrnoTtpebom popbon mupucrar arerata (enrin. Phorbol myristate acetate, PMA).

ITo 100 pl cycriensuje rpaHyIoONMTa Y MEAHjyMy, Y KOHIEHTparmjn o 5 x 108 /ml
cunano je y OyHapumhe muiode ca 96 mecra. Paam ctumymanuje y onrorapajyhe

Oynapuuhe nomasano je mo 10 ul PMA (550 ng/ml). Tamo e Hema ctuMynanuje 101aT
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je meaujym. Ha kpajy je cunano o 10 pl NBT pearenca (5 mg/ml) u unky6upano 30
munyTta Ha 37°C y BnaxHoj armochepu. [1o 3aBpiieHoj HHKyOaIuju Mpoiec peayKImje
je npexkunyt gomaBameM 100 pl 10% SDS (enrn. sodium dodecyl sulfate) 3akumiespeHor
ca IM HCI (10 pul 1M HCI na ml 10% SDSa). PactBapame no6ujeHe 60je HaCTaB/bEHO je
Ha 37°C npeko Hohu. AnicopOanna je ountana Ha 540 nm, na ELISA ugurauy (RT-6100,
Rayto, Shenzhen, China). lHTeH3uTeT peakuuje u3paxana ce Kao pa3jinka HHTCH3UTETa

arcopOaHIle CTUMYJIHCAHE PeaKIije U Clerne mpooe.

3.2.12. Jlerexuuja ROS y rpanynonutima

[MpomsBonmmwa ROS y hemuju oxapehena je momohy HedryopecHeHTHOT,
MEMOPAaHCKH TPOIMYCHOT jeqUbeha 2,7-AUXJIOPOAUXHIPOGIYyOpECEHH auameraTa
(H2DCFDA, Sigma Aldrich, USA), xemujcku peaykoBane ¢popme dayopeciienna, Koje
ce momohy henujckux ecrepasa KOHBEPTYje Y MOJIADHHM U MEMOpPAHCKU HEMPOITYCHH
nepuBatr H2DCF. HoBonacrano jeaumeme ce y mnpucyctBy yHyTaphemujckux ROS
oKcHayje 10 BHCOKO  ¢uryopecuenTHor  2,7-nuxiopodayopecienna  (DCF);

(Kalyanaraman B u cap., 2012; Tsikas D, 2007).

henujcka cycrniensuja Hanera je y Oynapuuhe mmoue ca 96 mecra (10000-15000
henuja no Oynapuuhy) u uenrpudyrupana 10 munyra Ha 14000 rpm. Ha Tanor je nonara
60ja H2DCFDA ¢unanue xonuentpanuje 2 pM. henuje cy unkyoupane 15 Munyra y
mpaky Ha 37°C. Ilocne unky6auuje gogaro je mo 100 pul PBS u henmje cy cnymrene
neHtpudyrupameM, Ha 1400 rpm, 10 munyta. Ha tanor je nonato mo 100 pul 1 M NaOH.
dnyopecrienna je ountana Ha yutagyy VICTOR (Wallac, Turku, Finland), npu tanacaum

nykruHama 485nm 3a eKcruTaIujy u 535nm 3a eMucHjy.

3.2.13. Tect peayknwmje Terpasonujymcke conu, MTT

MTT je xonopuMeTpHjCKu ecej 3a MpolieHy BujaduiaHocTy henuja. 3acHuBa ce Ha
penyKuuju TETPa30JIHjyMCKe coJin MTT (3-4,5-mumeTnnruason-2,5-
TUQEHUATETP30IMYM OpOMUA) JeXUApPOreHa3aMa MUTOPXOHJpHja, TP YeMy HacTaje
HepacTBOPJbUB popMazaH Jbyondacte 6oje. MTT peaykyjy camo akTUBHE MUTOXOHJIPH]€
KUBHUX henvja, ma je TeCT IMOroJiaH 3a Mepeme Opoja BHjaOmiaHUX henwja, HUXOBE

akTUBHOCTH 1 tiposdeparmje (Mosmann T, 1983).
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VY TecTy cMO KOPUCTUIIM TpeTUpaHe U HeTpeTupane henuje. Y Oynapuunhe mioue
ca 96 mecra cumano je mo 100 pl hemmjcke cycmensmje (10000-15000 henmja mo
Oynapuuhy). 3atum je gomaro 10 ul MTT (5 mg/ml). Kynrype cy nnkyoupane 3-4 cara
Ha 37°C. [Ipouec peaykuuje je 3aycraBibeH gofaBameM o 100ul / 6ynapunhy 10% SDS-
a zakumesbeHor ca 1N HCI. PactBapame no0OujeHe miaBe 60je HaCTaB/bEHO je IpeKo Hohu
y uHKyOaropy. AncopOania je ountana Ha 540 nm na ELISA uurauy (RT-6100, Rayto,
Shenzhen, China).

3.2.14. myHOLIUTOXEMHU]CKA METO/1a

[TpBu kopak y 0ojermy IMUTOCIUHOBA IpaHyJoLHTa Ouiia je O6IoKaaa eHAOTeHe
nepokcugasze 10 munyra Ha co6HOj TemnepaTypu nomohy 3% Bonenor pactBopa H20x.
[lpumemena je MHIMPEKTHA TPOCTENEHAa CTPENTaBUAWH-OMOTHH METONIa JETEKIHje
(enrn. UltraVision Detection System, Thermo scientific, USA) y kojoj je crpentaBuaux
obenexeH mepokcuna3zoM peHa. [Ipenapatu ucnpanu y aectuioBanuj Boau u 0,01 M
docharaom mydepy (pH 7,4) uHKyOHMpaHU Cy ca NPUMAapHHM AHTHUTEIIOM Yy BIIAXKHO]
koMmopH, 12 catu Ha +4°C. HakoH Tora u3BpliIeHa jeé HHKyOaluja ca OMOTHHU3UPAHUM
aHTHU-3€4jUM UMyHoro0ynuHuma 30 MuHyTa Ha COOHO) TeMiiepatypu. Y cienehoj eranu
npenapaTyd Cy TPETUPaHU CTPENTaBUIMHCKMM KOWYraTOM Ha Iepokcujasy peHa, 30
MHUHYTa Ha coOHOj TeMnepaTypu. M3mel)y oBux kopaka ruouuie cy ucnupasne y 0,01 M
docharnom mydepy (pH 7,4). Ha xpajy cy mpemapaté WHKYOHpaHH y pacTBOPY
cymnctpaT-xpomorer (3,3-nuamuHo-Oensuaun Terpaxiopun u HoOz, Dako, Liquid
DAB+Substrate Chromogen System, USA) y tpajaty oa 5-10 MuHyTa Ha COOHO]
Temreparypu. 3a KOHTpacTpupame je Kopuinhen MajepoB xemaTokcuianH. Kao
HEeraTMBHA KOHTPOJA Yy TOKY HMYHOLMTOXEMHUJCKOT Oo0jerma CIyXHIH Cy Y30pLHU
ucnuTUBaHuX henuja koju cy 00jeHU MapajeHo ca y30pIMMa Ha KOjuMa ce J0Ka3yje
eKcripecrja OWOJIONIKMX MapKepa, ajld Cy y TOKYy mpoueaype Oojema TpeThpaHu
HEHMMYHHM CEPYMOM YMECTO IPUMApPHOT aHTUTENA.

3a pacTBapame NpUMapHUX aHTUCEpyMa KOpUIINeH je KOMEpIUjaIHU pacTBapayd
(Cat. No. SO809, DAKO) IIpemnapartu cy MoHTHpaHH y BojaeHu meaujym (Aquatex- OC
261903, Merck, Germany).
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3.2.15. Umynoxucroxemujcka meroga LSAB+/HRP

Bojeme je BpmieHO Ha TKUBHUM mpecenuma nedspuHe 5 pum. Ilpecenn cy
nenapadUHUCAHU y KCHJIONY M PEXUApPAaTHCAHU Kpo3 cepujy ankoxoisa (100%-70%).
HaxoH Tora je BpIICHO JeMacKHpame aHTHIeHa, OJIOKHpAmke CHIOTCHE TEepOKCHIIA3e,
MHKYyOaluja IpuMapHUM U CEKYHJAPHUM aHTUTEIIOM U 00jere MEIIaBUHOM CYICTpart-
xpomoreH. TKUBHHU y30pLM Cy Ha Kpajy KOHTPACTPUPAHH XEMAaTOKCHIMHOM.

JleMackupame aHTUIeHa

dopmangexus y ToKy Gukcamnyje, Kao 1 napagua TOKOM KalyIlJbera, 13a31Bajy
CTepUYKEe MPOMEHE MPOTEHHA y TKUBY (OpPMHUpPAKEM HHTEPMOJIEKYJIapHUX Be3a IITO
MOYK€ MACKHpaTH aHTUTEHE W YMAaWBUTH epeKaT crnenu(PuIHOT UMYHOXHUCTOXEMHU]jCKOT
6ojema. IlocTynkoMm peMacKkupama aHTHIEHAa TOCTIDKE ce€ OOHaBJbamkEe MpPHUMapHE
CTepuyKe KOH(UTrypaiyje aHTUTeHa YKIambamkheM HeXKeJbeHUX HHTEPMOJICKYIapHUX Be3a,
MyTeM HUXOBOT KUJama U yKilamameMm Cat+ y3 momoh nurpata. Y Ty CBpXY TKUBHH
npecelu cy nororsbenn y nutpatau mydep (Target Retrival Solution, Code No. S 1700,
DAKO), pH6 u u3narann mukpoTtaigacHum 3parnuma (560 W) y Toky 21 MUHYTa, HAKOH
yera Cy UCHHMpaHH y TeKyhoj BOIH.

[locryiak 6ojema

Hakon wm3Bpmiene nemapaduHu3anije W IOCTYNKa JeMacKHUpama AaHTUTEHA,
OJIOKMpaHa je eHJIoreHa mepokcumasza ca 3% BogenuM pactsopom HxO», 10 munyTa Ha
coOHOj TemmepaTypu. TKUBHM mpeceuu ucnpaHu y aectuwinoBanuj Bogu u 0,01 M
dochatHom nydepy, pH 7,4 uHKyOMpaHU Cy ca NMPUMAPHUM AHTUTEJIOM Yy BIIAXKHO]
koMmopH, 12 catu Ha +4°C. HakoH Tora m3BplleHa je HHKyOanuja ca OMOTUHU3UPAHUM
aHTH-3e4juM UMyHorno0ynuHuMa 30 MuHyTa Ha cOOHOj Temneparypu. Y cienehoj etanu
npece Cy TPETUPAaHU CTPENTaBUAMHCKAM KOHYraTOM Ha Mepokcuaasy pena, 30
MHUHYTa Ha cOOHOj Temneparypu. V3mehy oBux kopaka npenapatu cy ucnupanu y 0,01
M docharaom iydepy, pH 7,4. Ha kpajy npeceru cy ”HKyOUpaHu y pacTBOPY CYyICTpaT-
xpomoren (Dako, Liquid DAB+Substrate Chromogen System, USA), y tpajamy oa 5-10
MHUHYTa Ha coOHOj Temmneparypu. IIpemapatu cy KoHTpacTpupanu Mayer-oBum
XEMaTOKCHJIMHOM. 3a pacTBapame NpUMapHUX aHTHCEpyMa KOpHIIheH je KoMepIujalHu
pactBapau (Cat. No. SO809, DAKO) Ilpemapatu ¢y MOHTHPAaHH y BOJICHH MEIH]yM
(Aquatex- OC 261903, Merck, Germany).
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Kontpona kBaiureTa © Ccrnenu(PUIHOCTH HUMYHOXHCTOXEMHUJCKOT Oojemba.
HmyHoxucroxemujcka 60jemha U3BpILICHA Cy Y3 KOHTPOJY KBAJUTETA U CEUU(DUIHOCTH
0ojera MPUMEHOM IO3UTHBHUX M HETaTMBHUX KOHTpoOJa mpema mnpomno3uirjama UK
NEQAS (enri. UK National External Quality Assessment for Immunocytochemistry).

Kao mO3UTMBHM KOHTPOJIHHM Yy30pHM KOpPUIINEHHW Cy TO3HATH Y30pLHU
MUjenonpoaudepaTHBHUX HEOIUIA3MH KOJI KOJHX je eKCIpecHja OMOIIOMKIX Mapkepa Beh
paHuje noka3ana. Hamme, CBM MO3UTHBHH KOHTPOJIHU Y30PIIH PaHH]E Cy BHUIICCTPYKO
TECTUPAHU U JIOKA3aHO CaJP)KEe MCIIMTUBAHE aHTUICHE, a TPUMEHCHH CYy Ha UCTH HAYMH
Ka0 Y UCTIUTUBAHH Y30PIH Y OBUM HCTPAKHBABUMA.

Kao HeraTuBHa KOHTpOJIA y TOKY MMYHOXHUCTOXEMHU]JCKOT 00jera CIYKWIHA CY
TKUBHHU y30pIA UCIMTUBAHUX HEOIUIa3MH KOjU Cy OOjeHH IMapajielIHO ca y30pIMMa Ha
KOjUMa ce JI0Ka3yje eKcrpecrja OMOOMIKIX MapKepa, alld Cy Y TOKY Iporeaype 0ojema
TPETUPaHU HEUMYHUM CEPYMOM YMECTO MIPUMApHOT aHTHUTEA.

[penapatu cy aHanusupanu yrnorpebom mukpockona Olympuse Provis AX70, Tokyo,

Japan.

3.2.16. Ananusa ekcripecuje NpoTenHa

N3onanuja henujckux nporenHa

W3onaumja ykynHux henujcku nporenHu u3 rpanynonuta u HEL henmja
u3BpILeHa je npuMeHoM xuagHor RIPA mydepa 3a nmu3upame henuja koju ce cactojao oa:
50mM Tris-HCI pH 7,6, 150mM NaCl, 1% Triton x-100, 1% HaTpujyM JI€OKCHXOJAT,
0,1% SDS, 2mM EDTA 1 50mM NaF. Henocpenno npe moderka Jm3upama henuja,
nydpepy cy nonaBanu wuHXubutop ¢ocdaraza 1mM Na-oproBaHamaT u KOKTEN
unxuouropa nporeasa (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). henuje
cy nusupae y ongHocy 1 ml mydepa na 1x108 henuja. Jluzatu cy uHKy6HpaHH HajMame
30 munyta Ha +4°C a 3atum neHtpudyrupanu 15 munyra Ha 11000 rpm. Jluzatu cy
AIMKBOTHpaHU U 4uyBaHU Ha -80°C no ynotpebe. KoHleHTpalyja NpoTenHa y CBakoM
y30pKy oapehuBana je ynorpedbom komepuujaaaor BCA (euri. Bicinchoninic acid) Tecra

(Pierce, Thermo Fisher Scientific).
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Enexrpodopercko pa3iBajame nporerHa u aerekiuja nporenna Western blot ananuzom

[Iporennn y henujckum au3aTuMa aHAIM3UPAHHU CY HATPHjyM-AoJenuicydar-
NOJHAKpUIaMUAHOM Ten  enaekTopodopesom (enria.  Sodium  Dodecyl Sulphate
PolyacrylAmide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE), npema Jlemnujy (Laemmli, 1970).
OBa enekTpodope3a 3acHMBA Ce Ha JEHATypalWju NpPOTEeMHA KOjH HETaTHBHO
HAEJIEKTPUCAHH TIYTYjy KpO3 IMOJHAKPIJIAMHIHE TEIOBE PA3IMYUTE TYCTHHE U TaKO
JI0J1a31 710 BbUXOBOT pa3/iBajamba Ha OCHOBY BEIMYHMHE MOJIEKYJa. Y Ty CBPXY y30pLHMa
npoTewHa u3 henmujckor nu3ara JoJaBaH je PeayKIUMoHH Imydep 3a y3opke cieacher
cacrasa: 250mM Tris/HCI pH 6,8, 10% SDS, 30% raunepoi, 5% B-mepkantoeTaHon u
0,02% 6pomdpenon maso. [locne KyBawa y Kjby4allo] BOAM, y Tpajalkby O] 5 MUHYTA,
OBaKO TPUNPEMJbEHH Y30PIH NMPOTEHHA HAHOUIEHW Cy Ha 4% ren 3a KOHIIEHTPOBAC
y3opaka u pa3asajanu Ha 10% wm 6% reny ne6sprHe 1 mm, mpu KOHCTAHTHO] CTPY)U O
110 V (PegLab, VWR International Ldt, England, UK). Kopuirhen je xomepuujainu
pacTtBop akpuiamuaa u ouc-akpuiamunaa, Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1 (30% w/v),
2.6% C (Serva, Heidelberg, Germany). Kako 6u ce oapemuia MOJEKYJICKa Maca
pa3BOjeHMX NpOTEHHa, HAa CBaKW Tell je HaHeTa M cMenla pedepeHTHHUX MpPOTEHHa
no3Hatux mMosekyinckux maca (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 10 - 250 kDa;
Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania).

[MonycyBum enextpotpanchepom Ha amapary PeglLab (VWR International Ldt,
England, UK), npu xoncrantHoj ctpyju (50 MA) Tokom 90 MuHYTa, OPOTEHHH Cy
NPEHOIICHH ca rejla Ha NoauBHHMA guduyopun memoOpany (Applichem, GmbH,
Darmstadt, Germany), y nmydepy 3a tpaucdep (25 mM Tris-HCI, 192 mM rnuiun, 20%
metano, 0,1% SDS).

Hecneunguyno Be3nBame npoTerHa 3a MeMOpaHe 6JIOKHpaHO je MHKYOaIijoM ca
3% nemacauMm mitekom y TBS (50mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,15 M NaCl) Tokom 1 cara Ha
coOHoj TemnepaTypu. Hakon Tora memOpane cy uHkyOupaHe npeko Hohu Ha +4°C ca
npuMapHUM aHTHTeNIoM Y 1% miteky pactBopeHoM y TBS ca 0.5% Tween 20 (TTBS), na
poTaIMoHoj Memanuiy. MemOpane cy norom ucnupane y T 1BS, a 3atum nnkyOupane
ca CeKyHJapHUM aHTHUTeNIOM KomyroBanuM ca HRP nBa cara Ha coOHOj TemmnepaTypu.

Memb6pane cy nmoHoBo ucrmpane y T TBS Tpu myra mo 10 munyra.
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Panu Busyenusamnmje 00€NeKEHHX NPOTEHHA Ha ayTopamuorpagckoM Quimy
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) memOpane cy uHKyOupaHe ca

CHCTEMOM peareHaca 3a mojadany xemwiymunucuenuy (ECL, enrn. Enhanced

Ta6ena 1. Ilpumapua anturena (WB-Western blot; IHH- umynoxucroxemujcko
obenexaBame; ICH- nmyHOIIUTOXEMHjCKO 0O€ENIeKaBabE)

Arwrew  [Mopewro | Meromd  [npoussobaw
m 3evje ICH Santa Cruz Biotechnology, USA
m T ICH R&D Systems, USA
_ 3evje ICH Santa Cruz Biotechnology, USA
_ 3eyje ICH Santa Cruz Biotechnology, USA
_ MuLlje WB R&D Systems, USA
_ 3eyje W8 R&D Systems, USA

MULlje ICH, IHH Santa Cruz Biotechnology, USA
3evje ICH, IHH Santa Cruz Biotechnology, USA
MuLje WB R&D Systems, USA

MuLje WB R&D Systems, USA
_ MULLje WB Santa Cruz Biotechnology, USA
_ 3evje W8 Santa Cruz Biotechnology, USA
_ 3eyje ICH Novocastra, UK
m MuLlje W8 R&D Systems, USA
_ 3evje WB Abcam, UK
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Ta6esna 2. Cexynnapua anturena (HRP- horse radish peroxidase, peroksidaza rena;
WB-Western blot)

[Aerewree B | opes N | Eraa | oot SO

HRP KowbyrosaHo aHTU-MULLje Ko3je WB Pierce, USA
HRP KokwyrosaHo aHTU-3eumje Ko3je WB Santa Cruz Biotechnology, USA

3.2.17. Uzonanuja JJHK u gerexnuja JAK2V617F myrauuje
W3zonanuja JIHK u3 rpanynouuta nepudepHe KpBu

JHK u3 rpanynonuTta n3onoBana je ¢eHol XJI0poPOopMCKOM METOIOM y KOjOj ce
W3JIBOjEHU TPAHYJIOLUUTH LEHTPHPYTHPajy y pacTBopy GeHOI/XI0podhopM/U30aMuUl
ankoxodn (y ogHocy 25:24:1). Tom npunmkom ce JIHK u3iBaja y ropmoj, BogeHoj dasu.
Cnenehu kopak je mpeuunuranyja u3 ose ¢aze nonaBameMm 7,5 M pacTBopa aMHHO
anerara M xjaaHor ancosyTHor era”ona. Ysopuu JAHK cy morom memanu ca 70%
pactBopom ertmn ankoxona u Ttajor JIHK je w3gBOjeH UEHTpH(YTrHpameM.
Pexoncrurynuja JIHK 3a peaknujy nandanor ymHoxaBama (enri. Polymerase Chain

Reaction, PCR) BpiieHa je cTepHIHOM JIeCTHIIOBaHOM BoJoM Ha 37°C TokoMm Hohw.
Ucnurusamwe npucycrsa JAK2V617F myranuje

3a PCR ammmdukanujy (T3000 Thermocycler, Biometra Biomedizinische

Analytik GmbH, Goettingen, Germany) kopuithenu cy rnpajMepu mpuka3anu y Tabenu 3.

Tabesa 3.CeroBu npajmepa kopunthenu 3a ucrutubame npucycrtsa JAK2V617F myrarmje

ITpajmep Ceksenua (5’ —3’)
JAK2-FWD GTTTCTTAGTGCATCTTTATTATGGCAGA
JAK2-G-REV FAM-TTACTCTCGTCTCCACAGAC
JAK2-T-REV FAM-AAATTACTCTCGTCTCCACAGAA

Temneparypuu npodui PCR peakmmje:
1. 5 mun/95°C — aktuBanuja HotStarTaq monumepase
2. 30 nuxiyca:
e 30 cex/94°C — nenarypanmuja

e 30 cex/62°C — aHmIuHT
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e 80 cex/72°C — enonramnuja

3. 10 mun/72°C — punHanHa enoHTaIH]ja

Haxon PCR ammmdukanuje u3spieHo je npeuninhaBame Ha koinoHu (QIAquick
PCR Purification kit, Qiagen, USA) mpema ymyrcTtBy mnpousBohaua. ITpuamkom
onpehuBama mnpucyctBa JAK2V617F wmyranuje, PCR-oM yMHOXEHH TPOAYKTH CY
cekBeniupanu BigDye Terminator V3.1 kutom 3a cekBeHmupame Ha ABlI PRISM 3130
automated DNA Sequencer amapary (Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA),
kopuithessem AB DNA Sequencing Analysis Software (v 5.2).

Cexsenuupamwe PCR npoaykara

Cexsenuupame JJHK je n3BpiieHo kanmiapHoM eneKTpopope3oM Ha ayTOMAaTCKOM
cekBenaropy (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA)
xopumhemem BigDye™ Terminators Version 3.1 Ready Reaction Kit-a (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). YV PCR peakiju ce mope/ I1eOKCHHYKICOTHIa KOPHCTE
u 2°, 3’- muaeoxkcunykieotund. CBaku o4 4 IUICOKCHHYKJICOTHAA OOEIeKEH je
paznuuuToM (QiyopeciieHTHOM 0OojoM uMMe je oMoryheHa naerekumja ¢parmMeHara y
cekBeHaropy. JIHK nomumepasa xomupa jeman nanan JHK wmartpune yrpahyjyhu
HyKJIeoTHie Ha 3’ Kpaj mpajMepa CBe JOK y pacTyhu jaHal He Yrpaau HEKH OJ
nuneokcunykiaeoruaa. Juneokcunykneorunn nemajy OH-rpyny Ha 3’ mo3uruju, 300r
yera HeMajy CIOCOOHOCT Be3WBama clieficher HYKJIEOTH/a, Ta HUXOBOM YIPaIHOM
Jolla3u 0 TepMUHAIH]je TouMepu3aliije. Peakiuje ce paie camo ca jeTHUM pajMepoM
Tako Ja ce jaobuja cepuja ¢parMeHaTa pa3IMUUTUX Ay)KHHA KOJU C€ 3aBpIIaBajy
nuneokcuHyKieoTnoM. CMmerna 3a CeKBeHIMpame, PuHamHe 3anpeMune 8 pl, caapxu
cieaehe kommonente: 3-20 ng npeunntheror PCR mpoaykra (3a ayxure 200-1000 bp),
3,2 pmol npajmepa 3a cexBeHumpame u 3ul Ready Reaction Mix-a (Applied Biosystems,
Life Technologies, CA, USA).

Temnepatypuu npodun PCR peakiyje 3a cekBeHIIUpame:
1. 1mun/96°C
2. 25 nukiyca:
e 10 cex/96°C
e 5cex/50°C
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e 4 mun/60°C
3. 4°C/wo

[Mpajmepu crienuduyHM 32 MyTalKjy AYKU Cy y oaHocy Ha ,Wwild“ Tun nmpajmepa.
[Tpunukom PCR ananuse ctBopene cy JAK2V617F cekBeniie koje cy 3a Tpu 0a3Ha mapa
nyxe y omHocy Ha HemyTtupaHe JAK2 cekBenie. Ykonuko nanujeHt nma JAK2V617F
mytanujy ananusza JIHK cexBenmm (ABI3130x1) moka3ama je aBa pa3ivuuTa IHKA.
Opnnoc oBa 1Ba nuka (Mmyrtupasor — 190 6a3Hux mapoBa U HemyTupaHor — 187 6a3HHX
mapoBa) yKasyje Ha pa3iMuuTo ajleTHO onTepeheme. AJCTHO onTepeheme MyTHPaHOT
reHa je ananu3upaHo no ¢popmynu: Bucrna nukajakevel17F/(BUCHHA MHKA“wild tip + BUCHHA
nukajakavelrr) X 100%. Ilpema oBoj MeToIu MalMjeHTH Cy MpeMa cTerneHy onrepehema
JAK2 nonespenn y 3 rpyne: JAK20 (6e3 myranuje), JAK2 xereposurotu (1-50%) i JAK2

XOMO3UroTu (> 51%).

3.2.18. Ananuza henmjckor mukiyca y in VIitro ycioBuMa HMPUMEHOM IPOTOYHE

LUTOMETpH]e

3a ucnuTUBame henmjckor mukiayca u creneHa npoiudepanuje HEL henuwja y
KyJITypH KOpHIlieHa je IpOoTOYHA IuTOMeTpHuja. Y iN Vitro ycioBiMa, HAKOH TpeTMaHa
ca pa3IMYUTHM KOHIIeHTpaijama okcumanaca, N-amermn mucremna (NAC, Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) u panamuraa (Merck Millipore, Burlington, MA, USA), henuje
cy obenexaBane mpornuaujym-joauaom, Pl (Beckman Coulter International SA, Nyon,
Switzerland) mpema mnpemopyiu mpou3Bohaya, W aHanu3zupane nomohy mMpPOTOYHE
nuToMerpHje. 3a oBy aHanu3y je kopumheno 7,5x10° HEL henuja mo rpynu. AHanmsa je
BpieHa Ha mporounom nutometpy FASCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) u
CELLQuest software version3.0.

PanamunivH je nMUMOQUIHN, MaKpOJUIHU AHTUOMOTHK KOJU Y KOMIUIEKCY ca
cBojuM perentopoM FKBP12 ncnosbaBa HHXUOUTOPHO /1€]CTBO. Y KIMHUYKO) MPAKCH CE
KOPUCTH Kao MMYHOCYNPECAHT M 3a TPEBEHIM]Y PECTCHO3€ KPBHHUX CYA0Ba HAKOH

AHTHOIINTIaCTHUKCE.
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3.2.19. ExcriepMeHTaJIHU T13ajH
ExcniepumeHTH ca rpaHyIoIUTHMA

VY in vitro yciosuma ucnuras je yrunaj ROS na aktuBanujy mTOR u ekcripecujy
iNOS u HUTPOTHMpPO3WHA y TpaHyJOLUUTHMA TMalMjeHaTa W 37paBuUX KOHTpoja. Hakon
usonanuje henuje cy pecycnennosane y meaujymy RPMI-1640 (Capricorn scientific,
Germany) kome je noxatr 10% roeehu cepym (Sigma Diagnostic, USA), riyramun u
AHTHOMOTHIIM, IEHUIWIKH U ctpentamuiu (Capricorn scientific, Germany). henwuje cy
3acejane y myoue ca 6 wimm 24 Gymapuwmha y xonmentpamuju 1x10%ml memujyma n
unkyoupane 2 cara Ha 37°C, 5%CO2, 100% BrnaxuHoctu. ['paHyIONUTH Cy TPETUPAHU Ca
0,25 mM u 0,5 mM H20: y tpajamy ox 30 munryra. Onpehene rpymne cy 30 munyTa mipe
nonaBamwa H,O2 tpetupane ca NAC y ¢punannoj konuentpauuju 3 mM. NAC yknama
pPEaKTUBHE BPCTE KMCEOHHMKA KAO0 IITO CY BOJOHHUK TEPOKCHI, XHIPOKCHI PaUKall H
xunoxyopaa kucenuaa (Aruoma OI u cap., 1989). 1o ucrexy npensuleHOr BpeMeHa
TPaHyYJIONUTH Cy JBa ImyTa ucnpanu y docdataoMm mydepy (pH 7,4) HakoH dera je

henujcka cycnensuja kopuiiheHa 3a IpunpeMy HUTOCIMHOBA U IbUXOBY JaJby aHAIN3Y.

VY ekcriepuMeHTHMa 3a IpoBepy BUjabmiHoCcTH rpanynouuta MTT tectom henmje
cy Tpetupane 24 cata Behum pacrnonom konnentpaiuja H2O2 (0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM,
2mM, 3mM).

Excnepumentu ca HEL henujama

VY ekcnepuMeHTy KOjU jeé MMao 3a IWJb HCHOUTHBame akTuBHOcTH MTOR
CHUTHAJIHOT MyTa, henujcku HMKyC W mpojudepanujy MoJ J€jCTBOM OKCHAaHaca,
kopuiithere cy HEL henuje kynrtusucane y 1640 RPMI meaujymy (Biowest, Nuaillé,
France) ca momatkom 10% deraanor roseher cepyma (FBS, Fetal Bovine Serum,
Biowest, Nuaillé, France) m 1% PENSTREP (100U/ml mnenutumun/ 100mg/ml
cTpenToMuIMHa, Biowest, Nuaillé, France) na temnepatyth on 37 y atmocdepu ca 5%
CO2 u 100% BnaxxnoctH. henuje cy M30KeHE JETOBakY Pa3IMIUTHX KOHIICHTpAIlHja
H202, 01 0,15mM mo ImM. 3a tper™man je koputrhed 30% H2O» pactBapan y crepriiHOM
PBS. E¢dekar tpermana npaheH je y BpeMaHCKOM HHTEpBaly 011 S MuHyTa 710 24 cara. [la
6u ce nzberao yruimaj enumunanuje H2O2 on crpane henuja ¢popmupane cy rpymne ca

jemnaxnm 6pojem HEL hernuja (0,5-1x108/ml).
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2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH, Sigma Aldrich,
St. Louis, USA) je aso-jenumeme Koje cinobomaHoM aucorujanujom Ha 37°C crBapa
cinobomne paaukaine. 1 mM AAPH y mepuony ox 24 h crBapa 112 uM mnepokcui
panukana (Piga u cap., 2007). AAPH cyncranna pactBapana je y crepuianom PBS no
JKeJbEHE KOHIIGHTpanuje. AHanu3upaH je edekar ayrorpajHor tpermana on lh mo 72h.
Pamu ucnutuBama edekara enmporennx ROS, anm m Heyrpanucama yrunaja H2Oz u
AAPH xopumihen je antmokcumanc NAC (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) y
koHIeHTpanyjama oa 1,5 mM no 3 mM. NAC je pactBapan y crepuinoM PBS u nonaBan
Kao MPETPETMaH MM CaMOCTAITHO.

[To 3aBpmieHoMm TpeTmany henuje cy npunpemibene 3a MTT tecr, aHanmzy
METOJIOM MIPOTOYHE IUTOMETPH)E UITU Cy U30JIOBAHU MPOTEUHU 32 JETEKIIN]Y UMYHOOIIOT

MCTOAOM.

3.2.20. CratucTuuka aHajansa

Pesynratu cy mnpukazanu rpaduuku u TabemapHo. Y o00paaum mojaTaka
Kopuithene cy MeTojie mapaMeTpujcke u HenapameTpujcke ananuse (CTyIeHTOB T-TeCT,
jenHodakTopcka aHaiau3a Bapujance, Mann Whitney tect). V ananu3u moBe3aHOCTH
UCITUTUBAHUX Mapamerapa Kopuiihene cy merone jenHocTpyke (Spearmean i Pearson)
kopenanuje. CBU TECTOBM MOCMAaTpaHU Cy HAa HUBOY 3HAUajHOCTH HYJITE XUIIOTE3E
p<0,05.

OO6pana nmogaTaka U3BpIICHA j€ TOMOhY KOMEpPIH]jaTHOT CTATUCTUYKOT IaKeTa 3a
PC pauynape SPSS for windows 10 (Statistical Package for the Social Sciences for
Windows, SPSS Inc. USA).

50



4. PE3YJITATHU
4.1. Pesyararu jgerekmmje JAK2V617F wmyramuje xox PhXMH

00JIeCHUKA

MeTtonom cekBeHLMpama ucnuTana je 3actymbenoct JAK2V617F myranuje Ha
er3ony 14 xpomozoma 9 koxg Ph"XMH 6onecauka. Ox ykynao 88 Ph"’XMH ucnuranuka,
JAK2V617F myranuja je Ouna npucytHa koa cBux [1B, kao u xox 58% ET u 56% [IM®
OoJecHHKa.

Taoena 4. 3acrymsenoct JAK2V617F myranuje mel)y Ph-XMH ucnuranunmma.

. VKynHHI 0poj
JujarHosa JAK2V617F+ JAK2V617F- E—
I1B 30 (100%) / 30
ET 14 (58%) 10 (42%) 24
IIM® 19 (56%) 15 (44%) 34

Jamom anamuszom ytBphen je crenen npucytHoctd JAK2V617F myranmje npu
yeMy Cy HUCHHUTaHMIM KOJ Kojux je mpoueHaT Ouo Behu om 50% o3HaueHu kao
XOMO3HUTI'OTH, @ OHM ca MawuM nporerrom JAK2V61/7F myranuje kao XeTepo3urotu. yY
rpynu 6osnecHuka ca [1B Ouno je 14 xomosurotHux (IIBxomo) u 16 xerepo3urorHux
(IIBx13) HOcuona myrtauuje. Mehy ET OonecHunuma 14 cy Ouiam XeTepo3uroTa 3a
JAK2V617F myramyjy (ETxT13), a 10 ux je 6mno 6e3 myranuje (ET0). On ykynHo 34
[IM® Gonecnuka koa wux 15 Huje nerextoBaH Mytupanu anen (IIM®PO0), 1ok je xkox

npeoctanux 19 mpolieHTyallHa 3aCTyIJbeHOCT MyTalrje oumna mama o1 50% (IIMDxT3).

4.2, AKTHBHOCT cHCTEMa AHTHOKCHUIATUBHE 3allITUTE

4.2.1. AKTHBHOCT KaTajiase y epUTpOLUTHMA

Ucnuryjyhu aktuHocT CAT y epurporutuma yrepheno je na [IM® 6onecHuim
uMajy 3HauajHo Behe BpeanocTu y nopehemy ca 3apasuma (p<0,01) anu u ca obonenuma
on I1B u XMJI (p<0,001). I1B rpymna uma HajMamwy akTUBHOCT Mel)y obonenuma ox Ph-
XMH y oanocy Ha apyra aBa entuteta (ET, p=0,01; [IM®, p<0,001). JeguHo xox

6omecuuka ca XMJI aktuBHoct CAT je 3HauajHO cMameHa y mopehemy ca 3apaBuM
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ucrutannmuma, (p<0,001). ITocmatpano y omHocy Ha mpucyctBo JAK2 wmyranuje
HajmMay akTuBHOCT CAT wumajy [IB OonecHuim ca XOMO3HTOTHOM MYTalldjoOM
(p<0,001), nok je xox IIM®D xeteposurora akTuBHOCT eH3uMa HajBeha (p<0,01). Koz

6osecHuka ca [IB moctoju 3HauajHa pasnuka y ogHocy Ha crenieH JAK2V617F myranuje

(p<0,01).

AKTHBHOCT KaTajase y €puTpOLUTIMA
100

. R /

60 Hith

U/gHb

40

20

KOHTpOJIe I1B [IM®

I'paduxon 1. AxtuBHoct CAT y eputpuutuma XMH GonecHuKa U 31paBUX KOHTPOJA
(**p<0,01; ***p<0,001, y ogHOCY Ha KOHTpOAy; “#p<0,001 y omnocy na IIM®)

AKTHUBHOCT KaTajia3e Yy SpuTpounuTUMA
100 ok
==
20 Fa— £
2 60
5) % %k k
D 40 * %%
0
koHTpose [IBxomo  IIBxT3 ETxT3 ETO [IM®x13  [IMD0O XMJI

I'paduxon 2. AxtuBHoct CAT y eputprmtiiMa XMH GonecHuka 1 31paBuX KOHTpOJIA
y onHocy Ha npucyctBo JAK2V617F myraiuje: XOMO-XOMO3UIOT; XT3-XeTepo3urot; 0-
6e3 mytarmje (**p<0,01; ***p<0,001, y mopehemy ca korTponom; #p<0,01 y mopehemy
ca [IBxomo)

4.2.2. AKTHBHOCT CyNepOKCUJ TUCMYyTa3e Yy epUTPOLIUTUMA
Kox cBux OonecHuka peructpoBaH je maa axktuBHocth SOD y nwmsary

eputpouuta. Hajumxke Bpeanoctu 3abenexene cy ko ET (p<0,01), 3atum [IM® u XMJI

(p<0,05). Y ognocy Ha nipucyctBo JAK2V617F myTtanuje HajHwKe BpeaHoctu umajy ET
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Oonecaunm ca myTanujoM (p<0,01). 3HayajHu Maj akTUBHOCTH 3a0enexeH je u ko ET u

[IM® GonecHuka 6e3 MyTaruje.

AKTUBHOCT CYIIEPOKCH]I JUCMYTAa3€ y EpUTPOLIUTHMA

10

i
*
*

* %k

KU/gHb

KOHTpOJIE [1B ET [IMD

I'pa¢duxon 3. AxtuBHoct SOD y eputporutima XMH 6onecnuka u koutpona (*p<0,05;
**
p<0,01)

AKTHUBHOCT CYIICPOKCHU I AUCMYTA3€ y CpUTPpOIUTHMA
10
8 — * * *
ij::) 6 k%
5 -
D
v 4
2
0
koutpone IIBxomo  IIBxT13 ETxT13 ETO [IM®xt3  [IM®0 XMJI

I'paduxon 4. AxtuHocT SOD y eputponurumMa XMH 6onecHuKa 1 KOHTPOJIa y OTHOCY
Ha npucyctBo JAK2V617F wyTtanuje: XOMO-XOMO3HUIOT; XT3-XeTepo3urot; 0-6e3
myTtanyje (*p<0,05; **p<0,01)

4.2.3. AKTHBHOCT TJIyTaTHOH ITEPOKCHJIA3€ Y CPUTPOITUTHMA

Ob6omemn omx XMJI umanmu cy Hajcnabujy aktuBHocT GPX y epurponutuma
(p<0,01). ITag ensumcke akTuBHOCTH 3abenexeH je kon [IB Gonecnuka (p<0,01) u To
3Ha4yajHO Behu koja ucnMTaHuka Koju cy umanu Behu crenen JAK2V617F myrtanuje
(p<0,05). O6onenu ox ET takohe cy umanu cmameny aktuBHocT GPx y epurpountiuma
y nopehemy ca kontponama (p<0,05), npe cBera Ha pauyH ucnutanuka ca JAK2V617F

myTarujom (p<0,05).
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AKTHBHOCT NIYTaTHOH NEPOKCUAA3E Y EPUTPOLIUTUMA

0,8 i -
%k
o)
2 o6 /‘
2
S 0,4
0,2

KOHTpOJIE 1B ET Mo

I'paduxon 5. AktuHoct GPX y eputpountuma XMH Gonecanka u koHTpoia (*p<0,05;

**1<0,01)

AKTHUBHOCT INIYTaTUOH NEPOKCUAA3E Y EPUTPOLIUTUMA

E3

#
0,60 *

koHTpose [IBxomo  [IBxT13 ETxT3 ETO [IM®x13  [IM®0

* %

XMIJI

I'paduxon 6. AktuBHOCT GPX y eputponntnma XMH 6oecHuKa 1 KOHTPOJIA y OJJHOCY
Ha npucyctBo JAK2V6I7F wmyranmje: XOMO-XOMO3WIOT; XT3-XeTepo3urot; 0-6e3
myTammje (*p<0,05; **p<0,01 y nopehemy ca konTponom; “p<0,05 y mopehemy ca

[1Bxomo 1j. ETXT3)

4.2.4. AKTHBHOCT IIyTaTHOH PEIyKTa3e y €pUTPOIIUTHMA

Ucnuryjyhn aktuBHoct GR y epurpountuma OGonechuka onq XMH nHucmo

MMPOHAIIN PA3JIUKY Y OJHOCY HAa aKTUBHOCT €H3UMaA KOJ 3ApaBUX.
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AKTHUBHOCT IIIYTAaTUOH PCAYKTA3C Y CpUTPOIUTUMA
8,00
6,00
o
S 4,00
D
2,00
0,00
KOHTpOJIE I1B [MIM®

I'paduxon 7. AxtuBHocT GR y epurpountuma XMH GosecHrnKa U KOHTpOJIA.

4.2.5. YKynmHHM aHTHOKCHIATHBHU KanauuteT ria3me, FRAP Tect

YKyIHY aHTHOKCHIATUBHU KaIalUTET TUIa3Me opel)eH je Ha OCHOBY peAyKIIHOHE
mohu mnasme, FRAP metonom. Pesynratu cy nmokazanu na ce FRAP BpeaHocTH koj
Behuue OosiecHrka ca XMH He pasnukyjy 3Ha4ajHO OJ BPEIHOCTH 3IpPaBUX KOHTpOJA
ocuM kon IIM® (p<0,05) rme je uzmepeHo mnosehamwe. [lopenehm akTuBHOCT ca
npucyctBoM JAK2V617F myraumje y oBoj rpynu OojiecHUKa 3HauajHu nopact FRAP

BPEIHOCTH yTBpheH je camo kox JAK2V617F nosutuBaux ucnuranuka (p<0,05).

FRAP BpenHocTH y mia3mu
2,00
*

— 1,50 /r,
& 1,00
= 0,50
0,00

KOHTpOJIE [1B ET [IM®

I'padguxon 8. FRAP Bpennoctu y mnasmu XMH OGonecHuka M 37paBUX HCIUTaHUKA
(*p<0,05 y oxHOCY HAa KOHTPOJTY)
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FRAP BpennocTu y miazmu
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I'padpuxon 9. FRAP Bpeanoctu y mnazmu XMH 0GonecHuka U 3paBUX HCIHUTAHUKA Y
oJtHOCY Ha npHUcycTBO JAK2V617F MyTanuje: XOMO-XOMO3UTOT; XT3-XeTepo3urot; 0-0e3
mytanuje (*p<0,05 y nopehemwy ca KOHTPOIOM).

4.2.6. AHTHOKCHUIATUBHA 3allTHUTA

Kon obonennx ox XMJI 3abenexxeHo je 3HadajHO cMameme akTuBHOCcTH SOD,
GPx u CAT. Mehy Ph"’XMH OGonecuuiiuma HajciiaOujy aHTHOKCHIATHBHY 3alTHTY
umaim cy obonenu ox ET. AkrusHocT SOD 6una je mama 3a 30% a aktuBHOCT GPX 3a
14% y nopeheny ca kontposama. FRAP BpenHocTu Ouse Cy ClIM4HE Kao KOJ 3paBUX
anu 3ato Huxke y oaHocy Ha [IB (p <0.05) u I[IM® ucnuranuke (p <0.01). Ko obonenux
on IIB jenuno je aktuBHOCT GPX cHmxkena u To 20% y 0IHOCY Ha BPEIOCTH KO/ 3[]paBHX.
Y rpynu [IM® Gonecuuka aktuBHOCT SOD Ouna je 20% Hmka y mopehemy ca
koHTponama. CynpoTHo ToMme akTuBHOCT CAT Ouna je Beha y oJHOCY Ha aKTHBHOCT
€H3UMa KOJI 3/[paBUX KOHTpPOJIAa Kao U y OJJHOCY Ha Jipyra asa eHtureta (I1B, p =0.001 u
ET, p <0.05).

Kon ucriuranuka ca 1B u ET nujarnozom mocTojana je HeraTuBHA Kopesaluje
u3mely akrusHoctu CAT y epurpountuma u aktupanuje AKT y rpanynonuruma (r = -
0.424, p = 0.031). Kog [IM® GonecHuka HUje OMII0 Be3e u3Mel)y OBe JBE aKTHBHOCTH.
FRAP BpenHoctn y 1miasmMu Koja oBHX OojiecHMKa Takole cy Ouie Behe Hero kon
koHTposia u ET ucnuranuka (p <0.01).

[TopeheweM akTHBHOCTH €H3MMa y oJHOCY Ha creneH JAK2V617F myrtauuje
nokaszaHo je aa [IB ca XOMO3UTOTHOM MyTalujoM UMajy HajMamy akTHBHOCT GPX y
OJTHOCY Ha KOHTpOIY, 10K je akTuBHOCT CAT HajHmka y mopehemy ca KoHTpojlama U

cBuM octanum moarpymama (p <0.05).
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VY rpynu [1B 6onecnuka aktuBHocT CAT u GPx 3anaudajHo ce pasnukyje mehy
UCIUTAHUIIMMA Ca XOMO- U XeTpo3urotHoM myrarmjom JAK2V617F (p <0.05). Kox ET
ucnutanuka aktuBHocT GPX pasnukyje ce y 3aBucHOCTH on npucyctBa JAK2V617F

myrtarmje (p <0.05).

4.3. TlpoaykTu oKCHIALMje JIUMUIA U IPOTEHHA

4.3.1. KoHueHTpanuja MaJOHIUANIEXHUIA Y TIa3MU

MetosoM Koja ce 3acHMBAa Ha pPEAKTUBHOCTH JIMIHUIHUX IMEPOKCHAA ca
THOOApOUTYpPHOM KHCEITMHOM, yTBpheHa je moBehana koHmeHTparuje MJIA y cBum
rpynama 0oJIeCHUKA y OJJHOCY Ha 3/1paBe kKoHTpose. Hajsehu pact 3a0enexeH je kox ET
(p<0,001), szarum IIB (p<0,01), IIM® (p<0,05) u Ha xkpajy XMJI (p<0,01).
Konnentpanuja npoaykara okcuaalyje JUNuaa y Tia3mMu Ouia je nmopehana ko cBUX
ucnutannka u3 [1B u ET rpyne 6e3 003upa Ha crened JAK2V617F myranuje, 10K je y
[IM® rpynu pact 3abenexxeH caMo Ko ocoda 6e3 myranuje (p<0,01).

Konnientpanuja MmajgoHananaexua y mia3mMu
5,0

4,0
3,0

2,0

nmol/ml

1,0

0,0

KOHTpOJIE 1B Mo

I'padpuxon 10. Konmentpamnuja manonmuannexuaa y twiasmu XMH OonecHuka u
3npaBux ucnuranuka (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 y omHOCY Ha KOHTPOITY)
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KOHIICHTpaIII/Ija MaJIOHAUAIJACXHU A Y TIJIa3MHU
5,0 *k
*

4,0 * * % T " *%
£ 30
[=)
g 2,0

1,0

0,0

kontpone IIBxomo  IIBxT13 ETxt3 ETO [IM®x13  TIM®0 XMJI

I'pajpuxon 11. Konmenrpammja MIA y mwrasmu XMH OonecHuka u 37paBHX
UCIMTAaHUKA y OJHOocy Ha creneH JAK2V6I7F wmyrtanyje. XOMO-XOMO3MIOT; XT3-
xerepo3urot; 0-0e3 myrarje (*p<0,05; **p<0,01 y mopehemy ca KOHTPOIOM)

4.3.2. KoHIeHTpanuja MpoTernH KapOoHWIA y IIa3Mu

KapOonunanuja mnpencraBjba OOJMK OKCHIATUBHOT oluTehema MpOTEHHA.
KonuenTpamuja oBUX upeBep3uOMIHO H3MEHEHUX AepUBaTa y IUIa3MH OHJIa je 3Ha4ajHO
Beha ko OosiecHuka y mopehemy ca kontposnama. Hajehu mopact 3a0enexeH je Koj
o6osenux oxg XMJI (p<0,001), a Herrro Mamu kox 6oecuuka ca Ph™XMH (p<0,05). Koz
6onecHuka ca IIB moctoju pasnmuka y koHueHtpauuju IIK y omHocy Ha cremeH
JAK2V617F mytauuje mpu 4YeMmMy XETEepO3UroTH HMajy 3HauajHO Behu HHMBO OBHX
nponykara okcugamnuje (p<0,05). ¥V IIM® rpynu pact je 3abenexeH KOJ CBHUX

ucnuTaHuka 6e3 o03upa Ha npucyctso JAK2V617F mytauuje.

Konuenrpaiyja nporen kapOoOHWIA y T1a3Mu
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I'paduxon 12. Konuentpanuja 1K y miiazmu XMH GonecHuka U 31paBUX UCIIUTaHUKA
(*p<0,05; ***p<0,001 y omHOCY Ha KOHTPOIY).
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Konnientpaija nporen kapOoOHWIA y TIa3MU
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I'paduxon 13. Konnenrpanuja [1K y mazmu XMH 0GonecHuKa U 37jpaBUX UCTTUTAHUKA
y ogHocy Ha crenieH JAK2V617F mytaiyje | XOMO-XOMO3UTI'0T; XT3-XeTepo3urot; 0-6e3
myrtaruje (*p<0,05; ***p<0,001 mopeheme ca KOHTPOIOM).

4.3.3. OxcunatuBHa omrtehema TUnuIa U MPOTEHHA Y TIA3MHU

Crymuja je cmpoBelneHa paau onapehuBama KOHIICHTpAIHMje KIMHUYKUX
onomapkepa okcunatuBHor crpeca, MIA u I1K, y razmu 6onecanka ca XMH. Kog
CBUX OOJIECHMKA PETUCTPOBaH je mopact koHueHTpanuje MIA npudmkao 40% u 1K
npubmkHo 50% y nmopehemy ca konTponama. Bpennoctu I1K kon obonenux ox XMJI
ouse cy 2,3 myra Behe Hero kox 3apaBux KoHTposa u 1,5 myra Behe y nmopehemy ca Ph
XMH (p<0,01). Koxn cBux ucnuTaHuka je mopehemeM aHTHOKCHIATUBHE 3allTHTE Ca
NPOJYKTHMa OKcHJanuje yrBpheHa HeratuBHa Kopenamuja uzmel)y akrusHoctd SOD y
epuTporuTMa 1 KoHueHrpamuje MJIA (r = -0.406, p <0.01) u ITK (r = -0.371, p <0.05)
y IJIa3MH.

Ta6ena 5. Kopemanmja wusmelhy akruBHoct SOD y epurponmtiMa wu

koHueHTpauuje MJIA u I1K y nna3mu ucnutaHuka.

KoedmmijeHT kKopenamije (r) p
MJIA -0,406 <0,01
I[IK -0,371 <0,05
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4.4, KoHuenTpanuja HUTPpUTAa M HUTPATA y IJIA3MHU

VY mra3mu ucnimranuka ['pucoBom metogom oapehuBana je koHmentparmja NO2
u NO3’, ctabmianx npoxaykara merabonuzma NO. KoHiieHTpanuja yKylmHUX HUTPUTA U
Hutpata (NOx) Oumna je moBehana kom IIM® Oonechumka y mnopehemy 3apaBum

ucnutanuuuma u apyrum XMH entureruma (p<0,001).

NOX y miazmu
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I'paduxon 14. Konnentpannja NOx y mazmu XMH GosiecHrKa 1 3/[paBUX UCTIUTAHUKA
(***p<0,001, y onHOCY Ha KoHTpoay; “#p<0,001, y omHocy Ha [IM®).

bonecanuu u3 [1B (p <0.05) u IIM® (p <0.001) rpyne ucnuTaHUKa UMalIH Cy
noBehane Bpennoctu NO3™ y mma3mu y ogHocy Ha 3apase. Konnentparuja NO3™ y oBum

EHTUTETHUMA HHU]J€ Ce Pa3IUKOBaJla y 3aBUCHOCTH o]l ipucyctBa JAK2V617F myranuje.

NO3 y mnazmu

60

o ol

30

uM/ml

20
10

KOHTpOJIe 1B ET [IM® XMJI

I'paduxon 15. Konuenrparuja NO3 y rutasmu XMH GonecHuka v 31paBuX UCIUTaHUKA
(*p<0,05, ***p<0,001, y omHOCY Ha KOHTPOJTY)
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NO3 y mnazmu

60,00 * %k ok ok ok
50,00 * T {»
40,00
30,00

uM/ml

20,00
10,00

0,00
koHTposie [IBxomo  [IBx13 ETxt3 ETO [IM®xT13 [IM®0 XMJI

I'paduxon 16. Konnentpanuja NO3 y mnazmu XMH OonecHuka u 3[paBuX UCIIUTAHUKA
y onHocy Ha creneH JAK2V617F mytanuje: XoMO-XOMO3UIOT; XT3-XeTepo3urot; 0-6e3
mytanuje (*p<0,05, ***p<0,001, y mopehemy ca KOHTPOIIOM).

[openehu xonuentpanujy NO2 Koa HCIIMTAaHUKA YTBPMIN CMO TaJ BPEIHOCTH
koj o6onenux ox [1B (p <0.05) u XMJI (p <0.001). Hucke BpeaqHocTH OBUX OKCHJIa KO
nanyjeHata ToBe3yjy ce ca BHCOKMM BpenHoctuma NO3  Tj. BHXOBOM J1aJbOM
okcuaanujoM y epurpouutuma. OBo je Hapouuto wu3pakeHo kox XMIJI rume je
koHmentparrja NOs™ 20 myra Beha ox konnentpaije NO2”. NO3/NO2™ oxnoc ko Ph

XMH 0GonecHuka y mpoceky U30cH 5,7, 0K je Ko 3apaBux camo 3,7.

NO2 y mnazmu

10

uM/ml
N~

* %k ¥

B

[IM® XMJI

KOHTpOJIe 1B

I'paduxon 17. Konnenrparnuja NO™ y mmazmu XMH GosiecHuKa U 37paBUX UCITUTAHHKA
(*p<0,05, ***p<0,001 y omHOCY Ha KOHTPOITY)
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NO2 y mnazmu
10,00
8,00 = *x *% *

E 6,00

%L 4,00
2,00 * %k k
0,00 |_Z—|
koHtpose [IBxomo  IIBxt3 ETxT3 ETO [IM®x13  [IM®DO XMJI

I'paduxon 18. Konnenrparuja NO2™ y mnazmu XMH GosecHuka 1 3ApaBUX HCTUTAHUKA
y ogHOcy Ha creneH JAK2V617F myTanmje: XOMO-XOMO3UTOT; XT3-XeTepo3uror; 0-6e3
mytanuje (*p<0,05, **p<0,01***p<0,001, y nopehemwy ca KOHTpOIOM).

NO3/NO2 y mmazmu
30,0
20,0
20,0
10,0 3,7 5,5 4,7 6,8
o = — — 1
KOHTPOJIE I1B ET [IM®D XMJI

I'padguxon 19. Oxgnoc xonuentpamja NO3™ u NO2" y miazmu XMH OosecHuka u
3/IpaBUX UCIIUTaHUKA

45. NBT Tect Ha rpany/1oMTHMA

NBT TtecT ciyxu 3a mpoleHy jefHE O] HajBAXKHUjUX (PYHKIMja TpaHyJIOIMTa-
¢aronuTo3e u crnocodHoctu enzumckor cucrema NADPH na crBapa cymepokcuaHu
aHjOH W CIIMYHE KHMCEOHWYHE JepuBare. VcMTHBame W30JI0BAaHMX, HECTUMYIIHCAHUX
rpaHyJoOIUTa TOKa3alo je na Hema pasnuke y BpeaHocth NBT wunaekca usmely
KOHTpPOJIHE Tpyne U rpymna OojecHuka. MehyTuM, HakoH crumynanuje ca PMA
rpanynonuty u3 [IB rpyne umanu cy 3nauajHo Mamy pektuBHOCT (p <0.05) y nopehemwy

ca 3paBUM UCIIUTaHUIIUMA.
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Coourauu NBT Tect
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I'paduxon 20. Bpennoctu NBT wmupexca y rpamynomutima XMH namnujenata u
KOHTpOJIA.

PMA ctumynucanu NBT Tect

140
120
100
80
60
40
20

NBT unnexc
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I'padguxon 21. Bpeanoctu NBT unnexkca xon XMH nanmjenata n KOHTposia HakoH
ctuMynanuje rpanynornurta ca PMA (*p<0,05 y ogHOCY Ha KOHTPOITY)

4.6. OppehuBame ROS y rpanyaonuruma

Kopucrehu H:DCF-DA pearenc kao WHAMKATOp MWCHOUTAaH j€ CTENeH
uHTpanenyiapHe npoaykuuje ROS. 3a pa3Boj ¢uyopeciieHIie OAroBopHa je OKCHIaIHja
nomohy ROS u mexux RNS. Mepeme ¢ayopecrenne je M3BpIIEHO HA HATHBHUM
rpanynonuTuma. Kao nmo3utuBHa koHTposia KopuutheHe cy henuje TpeTupaHe BOJIOHUK
NEPOKCHJIOM a Kao HeraTuBHa KoHTposa henuje Tpetupane NAC-om. ¥V rpynu 6osecHuka
u3MepHe cy 2,86 myra Behe BpenHoctn DCF ¢yopecueniie o mopehemy ca rpymnom
3npaBux (p < 0.001). OBo roropu y npuiior noBehane komuunae ROS y rpanynonutuma

WCIIMTaHUKa ca nujarnozom XMH.
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PeakTuBHE KNCEOHUYHE BPCTE Y
IPaHyIOLUTUMA

60000,00 ok

50000,00
40000,00
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20000,00
10000,00

0,00

A

DCF ab6copbanta

3IpaBU 0oJIECHUIIN

I'paduxon 22. Bpemnoctu DCF abcopbanne xonm XMH OonecHuka u KOHTpoia
(***p<0,001)

4.7. Excnpecuja iNOS y rpanyjonutuma

NMyHOITMTOXEMHJCKOM ~ METOJOM HCIUTaHa je ekcmpecuja iINOS vy
rpaHyJIONUTHMa OoJieCHUKA U oaroBapajyhux kontposa. [Iporenar iNOS mo3uTHBHUX
henuja 6uo je 3Hauajuo Behu xox G6onecuuka o [1B (p <0.05), ET (p <0.01) [IM® (p
<0.05) u XMJI (p <0.01) y mnopehewmy ca 3apaBuM wucnuTaHuiuma. IIparehu
ucroBpemeHo exkcrupecujy JAK2V617F rena u iNOS y rpaHyionuTUMa perucTpoBaH je

nopacT no3uTuBHUX henuja y cBum rpynama ocuMm [1BxTt3 u [IM®Dx13.

Excnpecnja INOS y rpanymonurama
0,30 * %
0,25 % T
0,20 Il
0,15
0,10
0,05

0,00

% INOS nosuruBHEX hemmja

KOHTpOJIE I1B [IM®

I'padguxon 23. Excrnpecuja y iNOS rpanynouutuma XMH OGonecHuka M 37paBux
ucniutanuka (*p<0,05, **p<0,01 y omHOCY Ha KOHTPOITY)
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Cmmka 7. Excrnpecuja INOS Ha nmrocnuHoBuMa rpanynonuta XMH GosnecHuka u

onarosapajyhux KoHTpoIa.

0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

i

kouTpone [IBxomo

% iINOS nosutuBHUX henuja

[IBxT3

Excnpecwuja INOS y rpanymonuriama

* %

ETO ETxt3 [IM®0

[IM®xT3

XMIJI

I'paguxon 24. Excrnpecuja y iNOS rpanynountuma XMH 6GonecHuka u 37paBux
UCTIUTAaHUKA y OJAHOCY Ha mpHucycTBO JAK2V617F myrtanuje: XOMO-XOMO3HIOT; XT3-

XEeTEepO3UTOT;
KOHTPOJIOM).

0-6e3 wmyramuje (*p<0,05,

*#p<0,01***p<0,001 y mnopehemy ca

Kon 1B mammjenata 3HaudajHa pasziidKa y eKCIPECH]H JIeTeKToBaHa je m3Melhy

XOMO3HUTHHUX M XeTepO3UroTHUX Hocuoma mytanuje (p = 0.001). Oa paznuka je y ckiagy

ca MO3UTHBHOM KOpENaIujoM Koja rmoctoju uzMel)y 6poja iNOS no3utuBHux henuja u

creniena JAK2V617F myranmje (r = 0.871, p = 0.000).

Excrmpecuja

kouteHTpanujom NOX y razmu cBux ucnmuranuka (r=0,358, p<0,05).

INOS y rpaHymouuTHMa IO3MTUBHO j€ Kopeiaupaia U ca
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Ta6ena 6. Kopemanmja umsmely ekcmpecuje iNOS y rpaHymonuTEMa M CTENEHA
JAK2V617F wmyrammje kom XMH OonecHuka, omHOCHO ekcrpecuje INOS 'y
rpanyionuTMa u KoHeHTpaiuje NOX y maa3Mu KO CBHX UCITUTAHUKA.

Koedumjent xopenamiije (r) p
JAK2V617F myTauija 0.871 =0,000
KoHIeHTpanja NOX y mia3mi 0,358 <0.,05

4.8. Exkcnpecuja HUTPOTHMPO3UHA y IPAHYJIOUUTHMA

Ha nwmrocnuHoBMMa rpaHynonuTta OoJiecHMKa M OJroBapajyhux KoHTpona
UCTIHTaHA je eKCIPecHja HUITPOTUPO3UHCKOT aHTUTEHA UMYHOIIUTOXEMH]CKOM METOJIOM.
AHnam3oMm je yrBpheH moBehanu HUBO ekcripecuje koa obdonenux ox 1B (p <0.01), ET
(p <0.001), IIM® (p <0.001) u XMJI (p <0.001) y mopehemy ca koutposama. Mely Ph-
XMH 6onecuunuma [1B rpyna umana je 3Ha4ajHO MambM Opoj MO3UTUBHHMX henwja y

onnocy Ha ET u [IM® (p <0.05).

EKCHpeCI/Ija HUTPOTUPO3MHA y I'paHyIOLUTHMA

0,50
= = * ok ok
= E 040
[se}
g .2
£ 0,30 *
==
e =
E*g 0,20
= 5
© 2 0,10

KOHTpOJIE I1B [IM®

I'paduxon 25. Excnpecuja HUTpoTHpo3MHA y TpanynonutumMa XMH OonecHuka u
3npaBux ucnurtanuka (**p<0,01, ***p<0,001 y omHOCY Ha KOHTPOITY)
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Cauka 8. Ekcrnpecuja HHTPOTHpPO3WMHA HA I[MTOCIMHOBMMA TpaHyiomuta XMH
OoJecHHKa U OAroBapajyhux KOHTpoIa.

VY rpanynouMTHMa CBUX HCIHTAHHMKA MOCTOjU MO3UTHUBHA Kopenanuja uzMehy
ekcripecuje HuTpoTHposuHa u iNOS (r = 0.369, p <0.05), kao u HeraTuBHA KOpeJaiuja
u3melyy aktuBHOCTH SOD y epuTpolMTHMAa U €KCIIPECH]€ HUTPOTUPOIUHCKOT aHTUTEHA
y rpanynonutama (r=-0,445; p<0,05).

Ta6ena 7. Kopenauuja nusmely excrpecuje HuTpotuposusa u iNOS y rpanynonutuma,
onHocHO akTuBHOCTH SOD y epuTpormTrMa NciuTaHuKa.

KoedmmijeHT kopenarije (r) p
Excmpecija iNOS y
TpaHyJIOLHTIMA 0,369 <0,05
AKTHBHOCT SOD y
epHTPOIITHMA -0,445 <0,05

Bonecuunu ca nujaraosom ET nmanu cy Hajcnadbujy akruBHOCT SOD 111To je 6mino
y "HeratuBHOj kopenanuju (r = -0.837, p<0.05) ca BUCOKHM MPOIIEHTOM HUTPOTHPO3HMH-

MO3UTUBHUX henurja Koa OBUX OOJIeCHUKA.

4.9. Excnpecuja p53 y rpaHyJIOHMTHMA

MeToioM HMMYHOLIUTOXEMHj€ HCIUTUBAHA j€ eKCIpecHja IMpoaronToTCKOT
npoTeuHa y rpanyinonuTtuma nepudepHe kpBu. [lporenar mozutuBHUX henuja kox
OosrecHrka OO je cimuaH Opojy MO3UTUBHUX henuja Kon 3apaBuX KoHTposa. Mako je

3ana)keH TPeH]l cMambema excrpecuje pS3 xox [1B xomosurora u [IM® xereposurora,
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eKCIpecHja ce HUje CTATUCTUYKHU 3Ha4ajHO pa3vKoBaia Mel)y nCnuTaHuIMMa y OJJHOCY

Ha JIUjarHo3y wim npucyctBo JAK2V617F myrauuje.

Excnpecuja pS3 y rpanynonuTuMa
.S 0,20
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= 0,05
™
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o
S 0,00
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I'padpuxon 26. Excrnpecuja p53 anturena y rpanyrnonutuma XMH OonecHuka u
KOHTpOJIa

Excnipecuja p53 y rpanynonuTuma

s 0,20
5
=
£
» 0,15 + {[‘
S
T
Mm
= 0,10
=
n2)
g
w 0,05
Lo
o
S 0,00

koHTposie  I1Bxomo I1BxT13 ETO ETxt3 [IM®0  [IM®DxT13 XMJI

I'padguxon 27. Excnpecuja p53 antureHa y rpanynonurumMa XMH OonecHuka u
KOHTpoJIa y ojHocy Ha cteneH JAK2V617F wytanuje: XOMO-XOMO3WUTOT, XT3-
xeTepo3urot; 0-0e3 myraruje.

4.10. Excnpecuja AKT u pAKT y rpanyjiouutuma

Excnpecuja ykynue u ¢ocpopunnucane ¢opme AKT wucnuruBana je Ha
UTOCIIMHOBUMA TPaHYJIOIUTa UMYHOLUTOXeMHjcKoM MeTojoM. IloBehan 6poj AKT-
no3uTuBHUX henuja umanu cy XMJI 6onecuunu (p<0,05). IIporenar dochopunucane
dopme AKT 6mo je noehan koJ1 cBUX ucnuTaHuka ca aujarnosom XMH y nopehemwy ca
koHTpoJioM (p<0,05). Y onrocy Ha JAK2V617F myTtanujy Beha excripecuja AeTeKTOBaHA
je ko ET rpyne 6onecuuka 6e3 myranuje (p<0,05).
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I'paduxon 28. Excrnpecuja AKT kunaze y rpanymouutuma XMH OonecHuka u
KoHTpona (*p<0,05 y oqHOCY Ha KOHTPOJLY)
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I'papuxon 29. Excrpecuja PAKT kwmHaze y rpamynonutuma XMH OonecHuka u
KoHTpona (*p<0,05 y oJHOCY Ha KOHTpPOILY)
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Cauxka 9. Ekcripecnja pAKT Ha nutocrmmaoBriMa XMH OoltecHUKa ¥ 3/IpaBUX KOHTPOJIA.
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AxtuBarja AKT kunaze HajObosbe ce ociukaBa ogHOCOM (hocopuircane u
ykymHe ¢opme oBor ensuma, pAKT/AKT. UMyHOIMTOXEMH]CKOM METOAOM MoBehanu
CTEICH aKTUBAIMje y OJHOCY Ha KOHTPOJIHY IpyIy YTBpheH je ko OonecHuka ca [IB n
[IM® (p<0,05). Kako je mokazaHo aHamu3oMm npucyctBa JAK2V6I7F wmyranuje
noBehaHoj aKTHBALMjU AONPUHENIN Cy XETEPO3UTOTHH Hocuoim Mmytanuje: [1BxT3

(p<0,01) u ETx13 1 [IM®x13 (p<0,05).

PAKT/AKT y rpanymorutuma

1 * *
0,8 T %1:/ T
0,6
0,4
0,2

KOHTPOJIE [1B [IM® XMJI

I'paduxon 30. Ilpouenar akruBae Qopme AKT kmuaze y rpanymonurumMa XMH
6oecHuka 1 koHTpoia (*p<0,05 y onHOCY Ha KOHTPOITY)

PAKT/AKT y rpanymoruTuma
1 - . *
0,8 —I— El E3 = N _I_
0,6
0,4
0,2
0
koHTposie  [IBxomo [1BxT3 ETO ETxT3 [IM®0  [IM®DxT3 XMIJI

I'pa¢puxon 31. Ilpouenar axtuBue ¢opme AKT kunaze y rpanynomutuma XMH
OojlecHUKa M KOHTpoJIa y OJHOCYy Ha crened JAK2V617F myranyje: XOMO-XOMO3UTOT;
xT3-xeTepo3urot; 0-6e3 myraruje (*p<0,05, **p<0,01, y nopehemy ca koHTpoIIOM)

HUctu tpenn mehy PhXMH wucnurtanunuMa uMane Ccy OPOMEHE OJHOCA
pAKT/AKT no6ujene Western blot meromom mpu duemy je 3HauyajHa pasjivka y
aKTUBalMju KWHa3e nerektoBana konx [IM® (p<0,05), omnocno ETxT13 (p<0,01) m

[IM®xT3 (p<0,001) 6onecuuka. Y rpynama 6onecauka ca gujarno3oM ET u [IM® 6umno
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je 3HayajHe pa3iMKe y 3aBUCHOCTH of npucyctBa JAK2 myrammje (ETxT3/ETO, p<0,01;

[IMOxT13/TIMDO0, p<0,05).

PAKT/AKT y rpanymoruTuma

1,00

*
0,80 -

0,60 %

0,40

0,20

0,00
KOHTpOJIE I1B ET [IMD

I'padpuxon 32. INponenar akruBHe popme AKT kunaze y rpanynonutuma Ph"XMH
6onecuuka u kouTpoia oapehen Western blot merogom (¥*p<0,05 y ogHOCY Ha KOHTPOITY)

pPAKT/AKT y rpanynouutuma
1,00 *kk
%k k
0,80 T Ea
1]
0,60
0,40
0,20
0,00
kont pv homo pv htz et htz et0 pmf htz pmf 0

I'papuxon 33. Ilponenar akrtuBue popme AKT kunase y rpanymouutuma Ph"XMH
0oJieCHHKA ¥ KOHTpOJIa y oiHOCY Ha ctenieH JAK2V617F myranuje (XOMO-XOMO3HIOT;
x13-xerepo3urot; 0-6e3 wmyrtammje) oapehern Western blot meromom (**p<0,01,
***p<0,001, y mopehemy ca KOHTPOIIOM).

K IIBx13 IIBxomo ET0 ETxr3 IIM®0 IIM®Px13

PAKT s . S— c———. “—
ART S S < S “—

Canka 10. Excnipecuja AKT u pAKT y rpanynountuma XMH GonecHrKa U KOHTpoOIIa
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4.11. Excnpecuja MTOR u pmTOR y rpanyiouutuma

bojermeM UTOCTMHOBA IPaHYJIONUTa KMYHOIITUTOXEMHjCKOM METOJIOM IOKa3aHa
je moehana ekcrpecuja ykymaor mTOR koj cBux GonecHuka ca agujarnozom PhXMH
(ET, p<0,01; I1B u I[IM® p<0,05). Yuyrap rpyna 6poj nmo3utuBHuX henuja mosehan je
kox [1B u [IM® xereposzurora (p<0,05), ogaocHo kox ET Gonecuuka 6e3 JAK2V617F

mytaruje (p<0,01).

Excripecuja mTOR y rpanynonurima
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I'paduxon 34. Excnpecuja ykynae mTOR kunaze y rpanynonuruma XMH OonecHuka

U KOHTpoOJa y ofHocy Ha mpucyctBo JAK2V617F myrtanuje: XOMO-XOMO3UTOT; XT3-

xereposurort; 0-6e3 myramuje (*p<0,05, **p<0,01, y nopehewy ca KOHTpOIOM).
docdopmiucana ¢opma eHsuma nosehaHo ce eKCIpUMUpa y CBHM TIpynama

XMH (ET, p<0,001; [IM®, p<0,01; IIB u XMJI p<0,05). [Ipucycro JAK2V6I17F

MyTalllje y TpaHyJIoOLUTHMa HUje uMano yrunaja Ha Opoj pmTOR-no3utuBHuX henuja.

Excnipecuja pmTOR y rpanynonutumMa
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I'padpuxon 35. Excrnpecuja pmTOR kunaze y rpanynomutuma XMH OonecHuka u
KOHTpOJia y OJHOCy Ha mpucyctBo JAK2V6I7F wmyTtauuje: XOMO-XOMO3UIOT; XT3-
xereposurot; 0-6e3 myraruje (*p<0,05, **p<0,01, y nopehemy ca KOHTpoOIOM).

72



Crenen akTuBaiyje KuHase npejacraBbeH kao ogHoc pmTOR/mTOR noxkazao je

na on ykynao npucytHor mTOR mnoBehany aktuBanujy y nopehemy ca KOHTpojama

MMajy CBU OOJIECHUIIM OCUM OHUX ca aujarHo3om I[1B. Y oBoj rpynu 3HauyajHa pa3iauka y

AKTHBHOCTH KHHA3€ MTOCTOJH Y 3aBUCHOCTH 01 cteneHa JAK2V617F myranuje, Ipu 4eMy

Behn cTemeH MyTtamnuje O3HauaBa W mojadany akrtuBanujy (p<0,01). ITopem Tora,

aktuBHOCcT MTOR mnosehana je kog XMJI (p<0,05), ET xereposurora (p<0,05) u [IM®D

ca u 6e3 myranuje (p<0,05; p<0,01).

1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00

KOHTpOJIE I1B

pMTOR/MTOR y rpanynonuruma

* * %

[IM®

I'padpuxon 36. Crenen axtuBanuje mTOR kunaze y rpanynonutuma XMH OonecHuka
u KoHTpouna (*p<0,05, **p<0,01 y ogHOCY Ha KOHTPOITY)

1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00

KOHTPOJIC

pmMTOR/MTOR y rpanymonuTiama

* k%

— L
=2 I T2
[IBxomo IIBxT3 ETO ETxT3 [IM®0 [IM®xT3

XMIJI

I'paduxon 37. Crenen aktuBanuje mTOR kunaze y rpanynonuruma XMH OonecHuka
U KOHTpoOJa y ofHocy Ha mpucyctBo JAK2V617F myrtauuje: XOMO-XOMO3UTOT; XT3-
xerepo3urort; 0-6e3 myrauje (*p<0,05, **p<0,01, y mopehemy ca KoHTpoIOM).
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Cauxa 11. Excnpecuja mTOR u pmTOR Ha nmrtocnmHoBuma XMH OGonecHuka u
3/IpaBUX MCIUTAaHUKA
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4.12. Excnpecuja MTOR u pmTOR y kocTHOj cp:ku

NMyHOXHCTOXEMHUJCKOM METOJIOM Ha IpeceIuMa KOCTHE cpyku moBehanu Opoj
mTOR no3utuBHuX henuja, y 0oJHOCY Ha KOHTPOJIE, IETEKTOBAH je Ko obosenux ox [1B
(p<0,05). CynpoTHO OBOME, CBU McnuTaHuIM ca aujarHozom Ph"XMH umanu cy Behy
excripecrjy dhochopunrcane hopme kuHaze y nopehemwy ca 3apasuma (I1B, p<0,05; ET,

p<0,05; TIM®, p<0,01).

A Excnipecuja mTOR y kocTHO] b Excnpecuja pmTOR y kKocTHO]
CpXKHU CPXKHU
£ 0,30 g 0,20 %
E * %
2 0725 * % - *
% E 0,15 T
£ 020 :
£ 015 2 010
E o4
0,10
o 2 o005 [T
E 005 £ -
£ 0,00 £ 000 I
koHtpose IIB [IM® koHtpoae IIB ET

I'padpukon 38. Excrpecuja mTOR (A) u pmTOR (b) y henujama xoctHe cpxu ko Ph-
XMH 6onecnuka u koHtposa (*p<0,05, **p<0,01 y ogHOCY Ha KOHTPOITY)

IIponienar aktuBHe ¢opme MTOR y onHOcy Ha YKYMHO €KCHPUMHpPaHY

(pmTOR/mMTOR) nmosehas je jeauno xox [IM® (p<0,05).

PMTOR/MTOR y kocTHOj cpku
1,00

0,80 —

0,60
0,40

0,20

0,00

KOHTpOJIe I1B ET [IM®

I'padpukon 39. Crenen aktuBanuje MTOR kunase y y henujama xoctHe cpxku ko Ph-
XMH 6onecHuka u koHTpoisa (*p<0,05, y o1HOCY Ha KOHTPOITY)
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Cauxa 12. Excnpecuja pmTOR 1 MTOR y henujama KocTHE cpku KOHTpoOJIa U

TIM® GosecHuKa.

Jasbom aHanmu3zoMm yTBpheHa je MO3MTHUBHA Kopenamyja u3Mel)ly ojHoca

pmTOR/mTOR y koctHoj cpxxu u ekcnpecuje pmTOR (r=0.590, p<0.01) omnocHO

pmTOR/MTOR (r=0.464, p<0.05) y rpanynonuTuma.

Ta6ena 8. Kopenaruja nuzmehy aktuBHoct mMTOR y KOCTHO] Cp’ku M TPaHYIJIOIUTHMA.

KoedmmijeHT Kopenarmije (r) P
pmTOR y rpaHyIOIHTHMA 0,590 <0,01
pmTOR/mTOR y rpaHyIoNHTHMA 0,464 <0,05
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4.13. Excnpecuja pS6K y rpanyjouutuma

Western blot meromom wucnuTana je ekcrnpecuja aktuBHe (opme SO6K 'y
rpaHyJI0OIMTHMA TaljeHaTa u oaropapajyhux konrpona. Hajpehy excripecujy umanu cy

ET (p<0,01), a 3atum I1B 6onecuunu (p<0,05).

Excrnpecuja pS6K y rpanynonutuma

0,14 * %
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

*

!
1

PS6K / ERK1

KOHTpOJIe I1B [IM®

I'padpuxon 40. Excripecuja pS6K rpanynouutima Ph-XMH OonecHuka u KoHTpoJia
(*p<0,05, **p<0,01 y ogHOCY Ha KOHTPOILY)

VY oBUM IrpynaMa akTUBHOCT KMHa3€ OuJia je Haju3pakeHuja KOl XEeTePO3UTOTHUX
Hocunana JAK2V617F myranyje (I1Bxt3, p<0,01; ETx13, p<0,001), npu gemy ce koj
obonenux on IIB ekcrnpecuja pS6K 3Ha4yajHO pa3nMKoBana y OJHOCY Ha CTENEH
JAK2V617F mytauuje (IIBx13 / IIBxomo, p<0,01). Kox ucnuranuka ca [IM® Huje Oumno

3HaYajHE pa3yivke y nopehemy ca 3apaBuma.

Excripecuja pS6K y rpanymonutuma
0,20
¥ Kk

0,15 A T
—
¥
. 1]
W 0,10
- #
%
(Lo}
- ’_l—‘ |_X—‘

0,00

koHTposie  [IBxomo [1BxT13 ETO ETxT13 [IM®0 [IM®xT3

I'paduxon 41. Excripecuja pS6K rpanynomuruma Ph-XMH GonecHuka 1 KOHTposa y
oJlHOCYy Ha npucyctBo JAK2V617F MyTanuje: XoMO-XOMO3UTOT; XT3-XeTepo3urot; 0-6e3
myTanuje (**p<0,01, ***p<0,001 y nopehemy ca koutpomnom; “* p<0,01 y nopehemy ca
[1BxT3).
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Camka 13. Excripecuja pS6K y rpanynonutima XMH 6onecHuka u 3paBuX KOHTPOJIA.
y OJIHOCY Ha MpucyctBo JAK2V617F mytanuje: XOMO-XOMO3HTOT; XT3-XeTepo3urort; 0-
0e3 MyTaruje.

Excnpecuja pS6K mo3utuBHO je kopeaupana ca ekcrupecujom pmTOR (r=0.325,

p<0.05) u aktuBarmjom AKT (pPAKT/AKT, r=0.359, p<0.05) y rpanysoruruma.

Ta6ena 9. Kopemanuja m3mehy excrpecuje pS6K um pmTOR, omHOCHO cremneHa
axtuBaije AKT (pAKT/AKT) y rpanynonuruma.

KoeduiuijeHT Kopenamiije p
pmTOR 0,325 <0,05
pAKT/AKT 0,359 <0,05

4.14. AxktuBHoctr MTOR 'y rpaHylonMTHMa HAKOH TpPeTMaHa BOJOHUK

NMEPOKCUIOM U AHTHOKCUAAHCOM

Ha nuwurocnuHoBMMa rpanynonuTa OoOJIeCHHKa M 3[paBUX  KOHTpoOJa
UMYHOITUTOXEMH)jCKOM METOJIOM HCIHTaHa je eKCIpecuja YKynHor u (ochopummucanor
mTOR. Hakon TpuaeceromuHyTHOr TpermaHa ca aBe Ao3e H20. mokazano je na
koHIeHTpanyja oa 0,5mM mnosehasa aktuBHOCT MTOR y mopehemy ca HeTpeTHpaHoM
rpynoMm (p<0,01). V rpanynouutuma OosiecHuka npetperMan ca NAC-oM MoOHUINITaBa
OBO cTUMYyNanuoHo aenoBame (p<0,05), mox cam NAC Hema yTullaja Ha aKTUBHOCT

mTOR.
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pMTOR /MTOR nocne TpeTmMana ko 60JIeCHUKA

1,00 Ak

% 080 ; Onerperupan

E E m0,25H202

g 0,60 % m0,5H202

E 0.40 a3NAC

= B0,25H202+3NAC
0,20 @0,5H202+3NAC
0,00 7

I'paduxon 42. Crenen aktuBanuje mTOR y rpanymonuruMa OonecHWKAa HAKOH
tpetmana ca H2O2 (0,25 mM, 0,5 mM) u NAC (3 mM) (*¥*p<0,01, y omHOoCcy Ha
KOHTpoIy; *p<0,05 y ogrocy Ha 0,5 mM H202).

Kon 3apaBux wcrnmranumka tperman ca 0,5 mM H.O; mma uctu edekar Ha
aktuBamjy MTOR kunaze anmu u HakoH nperperMana NAC-om ogaoc pmTOR/mTOR y
rpanynonutuMa Behu je y mopehewmy ca HerperupanoM rpymoM (p<0,01).
Heyrpanuzanuja enmorenux okcuganaca (tpetman NAC-om) Takohe nenyje

ctumyinatuBHo Ha mTOR (p<0,05).

pmMTOR/MTOR mnocie TpeTMaHa Ko KOHTpOJIa

1,00 —

% 0,80 * Onerperupan

= m0,25H202

g 0,60 m0,5H202

E 0,40 g3NAC

= @0,25H202+3NAC
0,20 @0,5H202+3NAC
0,00

I'padguxon 43. Crenen aktuBanuje mTOR y rpanymouutuma 3apaBUX HCIHUTaHHKA
HakoH TperMana ca H202 (0,25 mM, 0,5 mM) u NAC (3 mM) ("p<0,05, **p<0,01, y
OJIHOCY Ha KOHTPOJY).

Pesynratn 0BHX eKcmiepMeHaTa yKa3yjy Ha CTUMYJaTUBHO aenoBame H202 Ha

mTOR KHHAa3y y IrpadHyJIOIUTUMA, aJIM U HA PA3JIMYUTY CCH3UTHBHOCT CH3UMa IMPUIIMKOM

IMPOMCHEC PCAOKC CTamka KO 3/IpaBUX U 00JIECHHX.
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KorTpore 0.5 mM H,0, 3mM NAC + 0,5 mM H,0,
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Cauka 14. Excripecrja pmTOR Ha nutocnuHoBuMa rpanynonuta XMH GonecHuka u

KoHTpouta rociie Tpermana ca 0,5 mM H202 u 3 mM NAC.

4.15. Excnpecuja iNOS y rpanyionuTiMa HAKOH TPETMaHA BOJOHUK IEPOKCHIOM

H AaHTHOKCHJIAHCOM

Hakon wu3onammje M KpaTKOTpajHOr OopaBKa y KYITYpH TpaHYJIOLUTH CY

tperupanu ca 0,5 mM H202 u 3 mM NAC. Vpaljena cy nBa ekcriepuMeHTa ca Tpyrnom

3npaBux ncnutannka 1 XMH 6onecanninma. Y o6a ciryuaja HoO» je moBeo 1o 3HagajHOT

nosehama 6poja iNOS nosutuBHux henuja (p<0,01). Hakon mperpermana ca NAC-om

u3ocraje ctumynatuBHo nenoBambe H202. Cam NAC je takohe Omo 6e3 yruiaja Ha

excripecrjy iNOS y rpaHyJonuTUMa.

% iINOS mo3uTHBHIX
hemuja

0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

HETPeTHPaH

* %
T

0,5H202

3NAC

Excrpecuja INOS mocie TperMana koj1 00JIeCHHUKA

0,5H202+3NAC

I'padpukon 44. Excripecuja INOS y rpanynonuruma XMH OonecHrka HaKOH TpeTMaHa
ca H202 (0,5 mM) u NAC (3 mM) (¥*p<0,01, y onHOCY Ha KOHTPOJY).
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% INOS mo3utuBHEX hemmja

0,50
0,40
0,30
0,20
0,10

0,00

Excnpecuja INOS nociie TpeTMaHa KoJi KOHTpOJIa

=

HETPeTHpaH

* %k

0,5H202

3NAC

0,5H202+3NAC

I'padpukon 45. Excrpecuja iINOS y rpanymouuTrMa 3ApaBUX HCIUTAHUKA HAKOH

tpermana ca H202 (0,5 mM) u NAC (3 mM) (**p<0,01, y oHOCY Ha KOHTPOJIY).

Kontpona 0.5 mM H,0, 3 mM NAC+ 0,5 mM H,0,
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Cmmka 15. Excnpecuja INOS Ha nmurtocnmHoBUMa rpanyinouuta XMH OonecHuka u
KOHTpoJa nocie TperMana ca 0,5 mM H202 u 3 mM NAC.

4.16. Excnpecuja HUTPOTHPO3UMHA y I'PAHYJIONMTHMA HAKOH TPeTMAaHA BOIOHUK

MNEPOKCUIAOM U AHTHOKCHUIAHCOM

Hakon tpermana BomoHuk mnepokcugoMm u 3 mM NAC-oM LUTOCIMHOBU

IpaHyJIOIUTa YINOTPEOJbEHH Cy 32 MMYHOIMTOXEMH]CKY NETEeKIHjH HUTPOTUPO3MHA.

[Tokazano je na 0,5 mM H20, ctumynaTHBHO JielTyje Ha €KCITPECH]Y HUTPOTHPO3UHA KOJT

3apaBux (p<0,01) m xox Oonecumka (p<0,001). ¥ rpynu obonenux NAC 3Ha4ajHO

cMmamyje oBo nenoame H202 (p<0,01).

81



% HUTPOTUPO3UH-
MO3UTUBHUX henuja
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I'paduxon 46. Excnpecuja HuTpoTHpOo3uHa y rpanynonutumMa XMH GonecHrka HaKOH
tpermana ca H2O2 (0,5 mM) u NAC (3 mM) (*¥**p<0,001, y ogHOCY Ha KOHTPOIY;

#15<0,01 y omaocy Ha 0,5 mM H,0y).

% HUTPOTUPO3UH

MO3UTUBHUX hemnmja
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Excripecrja HUTpOTUPO3WHA HAKOH TPETMaHa KO
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I'padpukon 47. Excnpecrja HUTPOTHPO3WHA Y TPaHYIOIMTHMA 3IpaBUX HCIHUTAHUKA
HakoH tpetMmana ca H202 (0,5 mM) u NAC (3 mM) (¥*p<0,01, y oxHOCY Ha KOHTPOJTY).

31paBu
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Camka 16. Ekcrpecuja HUTPOTHpPO3MHA Ha IMTOCIMHOBMMA Tpanyinomura XMH
OoJsiecHrKa ¥ KOHTposa mocie Tpermana ca 0,5 mM H202 u 3 mM NAC.
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4.17. MTT TecT ca rpaHyJIOIMTHMA 110CJIe TPETMAaHa

Y mwmy mnpoBepe UIHUTOTOKCHYHOT aenoBama H202 rpanynommtn XMH

0oJIeCHHMKA U 3]JpaBUX MCIUTAHUKA TPETUPAHU CY pa3NUUUTUM KoHIeHTpanujama H202

(0,5 mM, 1 mM, 3mM) u 3 mM NAC.

MTT Tect koI 31paBUX

1,2
é\ * % s * %
g_ 1 00,5mMH202
jas}

B3MMNAC+0,5H202

208 &
< # o 1mMH202
T 06 w
2 @ 3mMNAC+1mMH202
2 04
E Y B3mMH202
o
> 0,2 83mMMNAC+3mMH202
N3
(=)

O L |

I'padpukon 48. IIpouenar xuBux henuja Ko KOHTpoina HakoH TperMmana ca H202 (0,5
mM, 1 mM, 3mM) u NAC (3 mM) (*p<0,05 y omnocy Ha KoHTpoidy; **p<0,01 y
nopehemwy ca rpynama 0e3 nperpermana ca 3 mM NAC)

CMameme Opoja xxuBux henmja ca moBehamem mo3e H2O2 6mIt0 je 103HO 3aBHCHO
(3apasw, (p<0,05); 6onecuuiy, (p<0,01)) 1 ©Mao je UCTU TPEH] y 00a EKCIICPUMEHTA. ).
[Tperperman NAC nenoBao je TMTONPOTEKTUBHO U 3HayajHO je noehao 6poj henunja kox

3apaBux (p<0,01) u 6onecuuka (p<0,001).

MTT Ttect xon XMH OonecHuka

=

* %k

3 =] ##

& o8 -] .y " 00,5mMh202

z E3mMMNAC+0,5H202
2 06

s O O 1mMH202

2 04 @m3mMNAC+ImMH202
o )

g O3mMH202

° 02

> 83mMNAC+3mMH202
N

=)

I'paduxon 49. Ilponenar xuBux rpanyionura kox XMH GonecHnKa HAKOH TpeTMaHa
ca H,02 (0,5 mM, 1 mM, 3mM) u NAC (3 mM) (*¥p<0,01 y oanocy Ha KOHTpoOy;
***p<0,001 y mopehemy ca rpymama 6e3 nperpermana ca 3 mM NAC).

['panynouutu 6ojecHHKa MOKazadu cy Behy OTIOPHOCT HA IITETHO JENIOBaH-E

H20, mito je mpu MamuM f03aMa OuiI0 BUCOKO 3HauajHo (p<0,05).
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I'paduxon 50. OnHoc xxuBuX rpanynonuta nzmehy XMH GosiecHIKa 1 KOHTPOJIa HAKOH
tpermana ca H202 (0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM).(*p<0,5, y onHoCy Ha 3/ipaBe
HCITUTAHUKE)

4.18. MTT Ttect ca HEL herujama

HEL henuje tpetupane cy jeanom nozom 0,5mM H20; u Hakon 24 yaca MTT
TECTOM HCIUTHUBAH j¢ BUXOB BHjaOmiuTeT. Kao KOHTpona Ciy)Xmia je HeTpeThpaHa
rpyna HEL henuja. ¥ rpynu tperupanoj camo H202 6poj henmnja cmamuo ce 3a 40% y
oJiHOCYy Ha KoHTpouy. [Iperperman panamuuunom (1puM), uaxuburopom mTOR kuHasze,
joll BHIIIE je MOTeHIMpao oBaj HeratuBHU TpeHA (p<0,01). lo3a panamununa ox 1 uM
noBesa je HakoH 24 h mo maga 6poj henuja 3a 80% (p<0,001). NAC (3 mM) je umao
[IATONPOTEKTHUBHO JIEJCTBO Y OBOM EKCIIEPUMEHTY, ojpxaBajyhu Opoj henuja HaKOH

tpermana H202 npubimkHO cmyaH KOHTPOJIH.

MTT tect ca HEL henujama
120
S 1,00 30.5mMMH202
jan
= B1uMRAPA+0.5mMH202
S 080
% 060 IUMRAPA
> o 3mMNACItMRAPA0.5mMH202
2 0,40 s 03MmMNAC+0.5mMH202
S 020 @ B3mMNAC+ItMRAPA
= 0,00

I'paduxon 51. IIpouenar xuBux HEL henuja Hakon tpermana (**p<0,01, ***p<0,001
Yy OHOCY Ha KOHTPOIY).
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4.19. ¥Yrtnuaj paszamuurux Tpermana ca H202 na aktmBHoct AKT/MTOR

curnaJjsor myra koa HEL henuja

VY excnepumenty ca HEL henmjama mcriurana je nuHamuka aktuBanuje AKT
KHMHa3e HakoH TpeTmana ca 0,5 mM H20z y Bpemenckom unTepBany oxa 0-3 h. Western
blot meTronom onpehena je mporenncka ekcnpecuja AKT u pAKT. IIpBu oarosop Ha
npumeny H>O» 6o je maj akTHBHOCTH (5 MHUH. ), MAaKCHMaJTHa aKTUBHOCT 3a0€JIe)KeHa je

y 30. MHHYTY, da 6u ce 1 cat mociie TpE€TMaHa BpaTuJia Ha IIOYCTHE BPCIAHOCTH.

Tperman HEL henuja ca H,0,
0,40

030 .\..——H/‘\’N

0,20

PAKT/AKT

0,10

0,00
K 5 min 15 min 30 min 1h 3h

I'padukon 52. [Ipomena y creneny akruBaimje AKT (PAKT/AKT) Hakon TpeTMaHa ca
0,5mM H20; untepsany ox 0-3 h

K Smin 15min 30min 1h 3h
PAKT W o  —

AT (G D D IR I ST

Canka 17. Excpecuja pAKT u AKT y HEL henujama Hakon Tpermana ca 0,5mM H20:
uHTepBaiy oxa 0-3 h.

Ucnuryjyhu edekar pazmuuntux kormnentpanuja H2O2 (150 uM, 300 uM, 500
uM) na aktuBHOcT MTOR kuHaze mokazanu cmo Be3y usMely noze H202 u qunamuke
aktuBanuje kuHaze. H202 y xoHuentpanuju ox 150 pM cBoj MakcUMaiaHM edekaT
nocturao je mocie 15 wmwmayra (p<0,05). CTUMynIaTUBHO [CIIOBalkE¢ HajMame
koHteHTpanyje HxO2 O6miro je kpatkotpajHo, A0 30. MHHyTa , Kaja je JeTeKTOBaHA
noBehana aktuBanuja mTOR nox yrunajem 300 uM u 500 uM H202 (p<0,05). I[ToBehan
onHoc pmTOR/mTOR mnoctojao je 1 car (300 uM u 500 uM H202, p<0,01), omHocHo 3

cata (300 uM, p<0,01) ox moyeTKka TpeTMaHa.
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Tperman HEL henwuja ca H,0,

0,5 * *
*

0,4

0,3

0,2

0,1

**** %k %k
T T

pmTOR/mMTOR

15 min 30 min 1h

0150 H202 O300 H202 ©500 H202

I'padpuxon 53. Edexar paznmuutux goza H202 (150 puM, 300 puM, 500 puM) y
BpeMeHckoM mHTepBay ox 0-3 h ma aktmBHOcT MTOR y HEL hemujama (*p<0,05;
*#p<0,01 y omHOCY Ha KOHTpOIIE).

K 15 min 30 min 1h 3h
A
pmTOR ) Gty ] e ]
WIOR  pomis  wiGewes  Svaswby GBI  oamman
b

meOR [ T— -— v p——— o -

Cauxka 18. Excripecuja pmTOR 1 mTOR y HEL henujama nakon tpermana ca 300 uM
H202 (A) u 500 uM H20- (B) Bpemenckom uatepBaity ox 0-3 h

VY excniepumenty HEL henuje cy tperupane ca H2O2 u NAC y tpajamy ox 30
MuHyTa. MIMyHOONMOTOM H305I0BaHMX MpoTenHa ojnpehena je ekcrnpecuja pmTOR u
mTOR. Oxgnoc aktuBHe u ykymHe popme mTOR y ogHocy Ha koHTposry moBehaH je
HakoH mnpumene 0,5 mM H202 (*p<0,05). Ilperperman ca NAC mnonumruo je

ctumynaTopau epekat H20:.

Tperman HEL henwuja ca H,0, u NAC

0,50 *
@
& o040 I
-
£ 030
S
O 0,20
£
S 0,10

0,00

K 0.2mM H202 0.5mM H202 3 mM NAC 3NAC+0.2H2023NAC+0.5H202

I'paduxon 54. Crenen aktusanuje mTOR nocne Tpermana ca H202 u NAC (¥p<0,05 y
OJIHOCY Ha KOHTPOITY)
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K 0,2H,0, 0,5H,0, 3NAC 3NAC+ 0,2H,0; 3NAC+ 0,5H,0,

pmTOR s, B —

Canka 19. Exnpecuja pmTOR 1 mTOR y HEL henujama Hakon tpetmana ca 0,2 mM,
0,5mM H202 u 3 mM NAC.

Tperman HEL henuja y kyntypu ca 1 mM H2O2 umao je 3a mocnenuiry nosehany

aktuBaiujy S6K (pS6K/S6K) 30 munyra Hakon npumere H202 (p<0,05).

Tperman HEL henwuja ca H,0, u NAC

0,50
0,40
X 0,30
<=}
R
< 020
@
A 0,10
0,00
0,5 mM H202 1mMH202  3mMNAC+0,5  3mM NAC+L
mMH202 mMH202

I'paduxon 55. Crenen aktusanuje S6K (pS6K/S6K) nmocne tpermana ca H2O2 u NAC
(*p<0,05 y ogHOCY Ha KOHTPOJTY)

K 0,5H,0, 1H;0, 3NAC+ 0,5H,0, 3NAC+ 1H,0,

- - —

pS6K

SOK e T S g

Canka 20. Excripecuja pS6K u S6K y HEL henmjama mociie tpermana ca 0,5 mM Hz0o,
1 H,0omM u 3 mM NAC.

4.20. ¥Yrtnuaj xonruHyupasHor tpermana ca AAPH na aktuBnoctr AKT/mMTOR

curHajaHor nmyra kog HEL heanja

VY musby HCIMTHBaKka KOHTUHYHpaHOT enoBamba ROS Ha aktuBHOCT AKT KuHaze
HEL henuje cy tpetupane ca 3 paznuuure noze AAPH (0,25mM, 0,5 mM, 1 mM) y
Tpajamy o1 | cata. [IporenHCKa excripecuja mokasania je J03HO-3aBUCHHU T/l aKTUBHOCTH

npu yemy je AAPH y xonuentpanuju 0,25 mM uza3pao Hajsehy akruBammjy AKT, mox

87



je axtuBHOCT AKT kmnaze nHakon npumene 1| mM AAPH Ouna mama y onHocy Ha

KOHTPOJIHC BPCAHOCTHU.

Tperman HEL henuja ca AAPH

0,5

PAKT/AKT

: %é

5 min i i 60 min

0

00,25 AAPH B0,5AAPH B1AAPH

I'paduxon 56. AktuBanuja AKT y HEL henujama HakoH TpeTMaHa pa3IHduTHM J103aMa
AAPH (0,25mM, 0,5 mM, 1 mM).

A K 5 Mun 15 mun 30 mun 60 Mun

PAKT wms  dEED sem  S  —

Camka 21. Excripecuja pAKT u AKT y HEL henujama makon tpermana ca 0,25mM
AAPH (A) u 0,5 mM AAPH (B) y Tpajamy ox 60 MunyTa.

VYTuuaj nyrorpajuor aenosamwa ROS na AKT kuna3y ucnutas je rpetMmanom HEL
henuja ca AAPH u NAC y Tpajamy o1 24 u 72 h. Hakon 24 h, AAPH je noseo a0 Gnaror
nana excripecuje pAKT nok je antnokcunanc NAC umao cynpotau edexart. [locne 72 h

BpenHoct pAKT y tperupanum rpynama Ouie cy NpUOIMKHE BPEIHOCTHMA KOJ

KOHTpOJA.
Tperman HEL hemuja ca AAPH u NAC

1
=
g
= 0,5
X .-<'=.>-< : :
Y

K 05AAPH  1AAPH 3NAC 3NAC+05AAPH 3NAC+LAAPH
—@—24h —@—72h

I'paguxon 57. Edexar nyrorpajuor tpermana ca AAPH (0,5mM, 1 mM) u NAC (3mM)
Ha excripecujy pAKT y HEL henujama.
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K 0.5AAPH 1AAPH 3NAC 3NAC+0.5AAPH 3NAC-1AAPH

pAKT e g e

A B e AT WS
Cauka 22. Excnpecuja PAKT u aktuna y HEL henujama 24 yaca nocne TperMaHa ca
0,5mM AAPH, 1 mM AAPH u 3 mM NAC
VY eKCHepruMEeHTY y KOME CMO HMCIUTHBAIU YTHIQ] KOHTHHYHPAHOT JEJIOBamba
AAPH na aktuBHOocT mMTOR knHa3e ©MyHOOJIOT METOAOM JIETEKTOBAaHA j& EKCIIpecHja
mTOR u pmTOR y HEL henujama. /[BameceT4eTBOpOYacOBHU TPETMaH JIOBEO je& 10
6maror nosehama aktuBHOCTH MTOR. ITocne 72 h akTuBHOCT KMHA3e Ouia je HUXKA y

OIHOCY HAa KOHTPOJHEC BPECAHOCTH.

Tperman HEL henuja ca AAPH (24 h/72h)
0,8
0,6
0,4

” ﬁ%

pmTOR/MTOR

m e o

0,5 AAPH 1 AAPH 3NAC

O24H BE72H

I'paduxon 58. Edekar myrorpajuor tpermana ca AAPH (0,5mM, 1 mM) u NAC (3mM)
Ha aktuBannjy mTOR y HEL henujama.

K 0,5AAPH 1AAPH 3NAC 3NACH+0,5AAPH 3NAC+1AAPH

PuTOR SN SE— S - o— —
VIOR e WS GHD TED aEp =

Canka 23. Excripecuja pPmTOR 1 mTOR y HEL henujama 24 yaca nocie TpeTMaHa ca
0,5mM AAPH, 1 mM AAPH u 3 mM NAC.

Bumexpatau tperman ca H202 (0,5mM, 1 mM) u NAC (3 mM) HHje uMao
yrunaja Ha aktuBHOCT mTOR kunaze. henuje cy tperupane 3 myrta y nepuony of 24
cara, a 3aTHUM je ucnuTaHa nportenHcka ekcrpecrja mTOR u pmTOR Western blot

METOIOM.
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Bumekparau tpetman HEL henuja ca H,0,

0,6

o 0,5
O

= 04
E

Z 03

© o2

g o1

0

0.5 H202 1 H202 3NAC 3NAC+0.5H202 3NAC+1H202

I'paduxon 59. Ytunaj sumekparne npumene H202 (0,5mM, 1 mM) u NAC (3 mM) Ha
aktuBaiujy mTOR y HEL henujama

4.21. HcnutuBame henaujckor nukiayca HEL henuja FACS merogom

Metoznom nporouHe nuToMeTpuje ucnutad je yrumaj 0,5 mM u 1mM H20; na
henujcku muknyc HEL henuja 48 h makon mpumene. ToM MPUIMKOM PETUCTPOBAH je
cMmameHu 0poj henuja y muposamy (GOG1 dasa, p<0,05) u nosehan 6poj henujay S pasu
(p<0,05) mox yrumajem H205.

®aze henujckor nukinyca HEL xon henuja

50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% henuja

GO0G1 S

OK ©0,5H202 81 H202

I'paduxon 60. IIpuka3 daza henujckor nmuxinyca konq HEL henuja HakoH TpeTmaHa ca
0,5mM u 1 mM H20; (*p<0,05, y omHOCY Ha KOHTPOIY).

[Topenehu ose Bpeanoctu ca aktuBanujoM mTOR (pmTOR/mTOR) y HEL
henujama Tpetupanum ca 1mM H20: yrBphena je HeratuBHa Kopenamuja usmely 6poja
henuja y GOG1 dazu (r=-0,591, p<0,05), onHOCHO MO3UTHBHA Kopenanuja usmehy 6poja
hemmja y S (r=0,854, p<0,001) u G2M da3u (r=0,646, p<0,05).

90



Tab6ena 10. Kopenanuja aktuBHOcTH MTOR (pmTOR/mTOR) y HEL henujama ca
¢dazama henujckor nukiyca HakoH TpetMana ca 1| mM H20»

®a3ze hemmjckor nukayca | KoedumujeHT Kopenarije (r) p
GOG1 -0,591 0,043
S 0,854 0,001
G2M 0,646 0,043

[Iperperman panamunumzHom (500 nM) cmamuo je epexar H2O2 Ha mporenar

hemnja y GOG1 daszu y kynrypu.

Tperman HEL hemmja ca H202 n panamuimaom

) :%:
40 —2 —3

K 0,25 0,5 1

% henuja y GOG1 dazu
hemujckor nukiTyca
N
o

—e—H202(mM) —@—R+H202(mM)

I'paguxon 61. Ilpomena 6poja HEL henuja y GOG1 ¢a3u henujckor nuxityca HaKoH
tpermana ca HoOz mm ca panamutiuaom u H2O»,

3naua) mTOR 3a mponaranmjy hemmja kpo3 henujcku HUKIYC TIOKa3aH je
JIeJIOBamk-eM paraMuiiiHa Ha HeTpetupane henuje. [Tog yTuiajeM nHXHOUTOPa CMambEH je

6poj henuja y S u G2M dasu (p<0,05).

henujcku nuknyc kon HEL henuja

70

60 OGOG1 ¢a3za koHTpOIA
< 50 B GOG1 ¢paza RAPA
= H '
E 40 mS ¢aza koHTpoOIA
° 30 mS ¢aza RAPA

o * BG2M ¢a3za konTposa
10 [ mmm BG2M dasa RAPA
L. Wt *

I'paduxon 62. [Ipuka3 dasa henujckor nukinyca kog HEL henuja HakoH TpeTmaHna ca
500 nM panamuniuaoM (RAPA) (*p<0,05, y onHOCy Ha rpyme 6e3 TpeTMaHa).
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5. JMCKYCHJA

3ajeqHMYKA KapaKTepUCTHKAa MHOTHUX TyMmMopa je TmoBehaHa KOHIIEHTpaIyja
peakTHUBHUX BpcTa kuceonuka. ROS omrehyjy henujcke makpomoriekyse Hapyiasajyhu
CTpykTypy ¥ ¢yHkumjy came hemmje, a oxcunmatuBHO omrteheme JIHK cmarpa ce
uHUIMjaTHUM Joralhajem y pa3Bojy kanueporerese (Avery SV, 2011; Kryston TB u cap.,
2011). NO y Ouojoruju TymMOpa MOKE€ HMMATH JIBOCTPYKY VIOTy jep HAeiyje u
CTUMYJIATUBHO U NPEBEHTHUBHO Ha pa3Boj 0ojecTu Memajyhu akTUBHOCT PErylaTOpHUX
mosekyna (Amin AR, 2012). C apyre ctpane, henuje Tymopa MOTy OUTH OTIIOpHH]jE Ha
OKCHJIATMBHHM CTpPEC Yy OJHOCY Ha HopMmaiHe hemnmje, jep je y HBHUMa BHUCOK HHBO
npoaykuuje ROS gecro npahen nosehaHuM KananuTeTOM aHTUOKCHJATHBHE 3alITUTE.
Ha Taj Haunn oHe ctudy mpoiudepaTuBHY MPEIHOCT Yy OJAHOCY Ha 31paBe hemmje jep
u3beraBajy mreTHo jaenoBame ROS, a y ucto Bpeme, Kao M3BOp PEaKTHBHHX BpCTa,
WH/IYKYjy anonTo3y okoiHux 31apaBux henmja (Bjern ME m Hasselbalch HC, 2015;
Ushio-Fukai M u Nakamura Y, 2008; Schieber M u Chandel NS 2014).

XemaronoeTcke MaTHYHE U IPOTeHUTOpPCKE hemnuje eKCHpUMHUpPajy HEKOJIUKO
uzopopmu erzuma NOX koje mporn3Bojie Majie KOJIMYMHE PEaKTUBHUX BPCTA KHCEOHUKA,
MITO je y CTPOTO KOHTPOJHMCAHUM YCIOBHUMA, BAXKHO Yy PEIOKC CHTHAIM3AIUjH
HEONXOJHO] 3a YCIOCTaB/bamke OamaHca wu3Mel)y mporeca camMOoOOHOBE |
nudepeHnyjanpje y anxyntHuM matuuduMm henujama (Piccoli C u cap., 2007). Bpojue
cryauje nocsehene cy yno3u ROS u okcuaaTHBHOT cTpeca y peryiaiuju XeMaToroese
(Eliades A wu cap., 2012; Vlaski-Lafarge M wu Ivanovic Z, 2015). Ilosehano,
HeperyaucaHo crBapambe ROS, yrrue Ha QyHKIM]y XeMaTOMOeTCKUX MaTUUHuX henuja,
IITO ce OJipakaBa Ha TOK heJMjcKOr LHMKIyca, yOp3aHO cTapeme henuja WM pas3Boj
xemarosyomkux manurautera (Ghaffari S, 2008). Hasselbalch je 2013. roaune u3Heo
XUMNOTE3y Ja CTalHa WH(Iamanuja Moke Hu3a3BaTH omTehewa mMaTuuHuX henmja y
KOCTHO] CpKH jep oBoau 70 okcuaatuBHuX omrtehema JJHK u cTBapa mukpocpenuny
Koja moroayje mHAykuuju wmyranuja. BCR/ABL onkoren m JAK2V617F wmyranmja
uHAyKyje cTBapambe ROS y xemarornoerckuM MaTUYHUM henujama ycieq yera Hactajy
OKCHUJIATUBHH CTpec, TeHOMcKa HectabuimHocTta u omrehema JIHK (Sattler M u cap.,
2000; Marty u cap., 2013). bpojue cryauje cy nokasane noBehany npoaykiujy ROS y
XMH u nocrojame okcunatuBHor cpeca (Vener C u cap., 2010; Musolino C u cap., 2012,
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Marty C u cap., 2013; Yalcin S u cap., 2010; Hurtado-Nedelec M u cap., 2013, Durmus
A u cap., 2014; Ceneli O u cap., 2009; Socoro-Yuste N u cap., 2017; Cokié¢ VP u cap.,
2015). Ytunaj NO u RNS je Mame UCHTaH KOJI OBUX XEMATOJIONIKUX MAJIMTHUTETA U
YIJIaBHOM C€ OJHOCH Ha ojjpeluBame npumapHux meradbosmrta NO, HUTpHUTa U HUTpaTa
(Rejto L u cap., 2003, Cella G u cap., 2010).

[Mox yrunajem BCR/ABL onkorena u JAK2V617F myrauuje kon XMH nonasu o
koHcTtuTyTHBHE akThBanuje PI3K/AKT/mTOR mucxomnux curHanmaux myrteBa (Skorski
T u cap., 1997; Spivak JL, 2010; Pandey R u Kapur R, 2015), koju cy notenuujaita Mmeta
nejectBa ROS u RNS (Zhao D u cap., 2017; Lopez-Rivera E u cap., 2014). YV Hmxum
KoHIeHTpanujama ROS Mory nenoBaTH Kao CEKyHIApHU TJIACHUIM KOJH PETYJIHIIY
AKTUBHOCT PEIIOKC-CEH3UTHBHHUX €H3MMa KMHa3a U (ocdaraza. Bucoke KoHIEHTpalmje
ROS y nporenutoprmMa xematornese goBoje 10 xunepdochopunamnuje AKT/MTOR myra
Kao 0JIroBOp Ha crumyanujy nuTokuanMa (Yalcin S u cap., 2010). PaBroTexa u3mely
aKTHBHOCTH KuHa3a U (ocdaraza oapehyje mnrensurer curnaia AKT/MTOR myra
(Clerkin JS u cap., 2008).

[Tonazehu ox unmwenune 1a koa 6onecHuka ca XMH nocroje ycioBH 3a HacTaHaK
OKCHJIATHBHOT cTpeca W Aa Ha akTmBHOCT MTOR Mory yTtumatu peakTHBHE BpCTE H
KHCEOHMKa M a30Ta, ucnuTaH je creneH akrtuBauvje mTOR curnanHor myra y
TpaHyJIOIUTHMA U KOCTHO] cpxu OonecHuka ca XMH, kao u y ycioBuma nosehanor
OKCHIATHBHOT cTpeca in Vitro.

Y 0BOj CTyAMjH MOKa3aHo je 1a je Oananc u3Mel)y okcugaHaca U aHTHOKCHIaHaca
HapymeH kog XMH. ¥V mazmu cBux 6onecHuka ca XMH, y o1HOCY Ha 31paBe KOHTPOJIE,
noBehaHa je KOHIEHTpaluja npoaykara junuaHe nepokcuganuje u IIK, koju Hactaje
OKCHJIAIIMjOoM MpoTerHa. Hamm pesynraT cy y ckiiagy ca pe3yiaTatuMa CTyauja KoJ
6onecnuka ca XMJI, rxe je mokazan nosehan HuBo M/IA u 1K y xponuunoj u y dasu
noropirata Oonectu (Ahmad R wu cap., 2008; Rajeshwari U wu cap., 2013).
Konnentpanuja MJIA pacrte ca nporpecujom 60J€CTH, y3 IaJl aKTUBHOCTH HE-€H3UMCKeE
anTuokcuaatuBHe 3amture (Ahmad R u cap., 2010). C apyre cTpaHe, HalM pe3yaTaTu
1oKa3yjy 3HayajHe pasiuke nu3Mehy nojequuux noarunosa XMH y norsieny akTHBHOCTH
€H3UMa aHTHOKcHAaTuBHE 3amTtute y epurpountnma, SOD, CAT, u GPX. Hajcinabuju
KamaruTeT aHTUOKCUIATUBHE 3aIITUTE UCTOJbUIN ¢y O6onecHunm ca XMJI u ET. Ilan

aktuBHocTH SOD 1 GPx n3mepeH je kog ET Gonecnuka, 1ok cy obonenu og XMJI y3 To
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umanu u cHmwkeHy aktuBHOCT CAT y cBojum eputpountuma. Kon 6onecnuka ca I1B
3HAYajHO CMamEhe aKTUBHOCTH Y OAHOCY Ha KOHTPOJIHE y30pKe mokaszaHo je 3a GPx.
bonecuuuu ca [IM® cy ce n31BOjUIM IO CBOjO] PEAKTUBHOCTH M KOJ HBUX j€ MOKa3aHa
cMameHa akTuBHOCTH jeauHo 3a SOD, nok je akrmBHOCT CAT Omina moBuieHa, Kako y
OJIHOCY Ha 3/IpaBe KOHTpOJIE Tako U y oxHocy Ha OonecHuke ca ET u I1B. Bpennoctu
TOTAJIHOT AHTHOKCHUIATUBHOI KalamureTa Iula3Me, KOju je oapehuBaH MepemeMm
peaykimone mohu minasme FRAP meromom, 6une cy HajBehe ko 6osecHnka ca [IM®.
OBe pasznuke usmehy mnoarunoBa XMH, rae OGonechuum ca ET umajy HajHHKY
aHTHOKCUAAaTUBHY 3amTuTy a [IM® ucnosraBajy Hajsehu aHTHOKCHIATUBHU KalallUTET,
y CcKIamy cy ca OwuonomkuMm/(GpeHOTHIICKUM KOoHTHHyymMoM kox XMH, tme ET
npencTaniba pany, [IB ymepeny a [IM® y3nanpenoBany ¢a3y 6onectu. Kox 6onecnuka
ca [IM® noBehanu okcunaTuBHU cTpec 610 je mpaheH u noBehaHuM aHTHOKCUIATUBHUM
kanarureroM. OBaj MEXaHHM3aM JI0 Ca/ia je 3amakeH Koz Apyrux kanmepa (Bjern ME u
Hasselbalch HC, 2015), a Hamwm pe3ynratu IpBH MMyT yKa3yjy Ja HBEroBO MOCTOjambe KO
XMH wmoxe noectu ao mporpecuje Oonectu. Kao uzBop ROS, manurne henuje
3amTheHe cy o1 BbUXOBOT IITETHOT 1ejcTBA MoBehaHOM akTHBHOIINY aHTHOKCUIATHBHE
3alllTUTE, aau Ha OkoJiHe 3/paBe hemuje ROS mMory nenoBaTH IMITETHO W W3a3BaTH
anonto3y (Ushio-Fukai M u Nakamura Y, 2008; Schieber M u Chandel NS 2014).
HcnutuBame aHTHOKCHIATUBHOT Kamanurtera koja OonecHuka ca XMH koje je
CIPOBEJIEHO y OBO] CTYIUjU OJHOCHM c€ Ha ojapehuBame aKTHBHOCTU €H3UMa
AHTHOKCHJATHBHE 3alITMTe y ju3aTuma eputpomuta. C apyre crpame, Coki¢ m
capamauny (2015) cy Ha OCHOBY aHaiM3e MPOTEOMa M TPAHCKPHUIITOMA TPAHYJIOLNUTA
6onecauka ca XMH nokazanmu nosehany ekcripecujy CAT Ha mpOoTEeMHCKOM HUBOY KO/
JAK2V617F neratuBuux 6onecuuka ca ET u [IM®, kao u aeperynaiujy TpaHCKpUIaTa
HEKUX IeHa OMTHUX 32 KOHTPOJIy OKCHIATUBHOT cTaryca. Pe3ynTar civyaH HalmuM, ajiu
Ha FCHCKOM HHBOY, nobujen y cryauju Hasselbalch HC u capagnuka (2014), omnucyje
cmameny ekcrpecrjy rera 3a CAT kox ET wu 1B, anmm He u kox Gonecauka ca [IM®.
Socoro-Yuste u capagauuu (2017) cy Ha OCHOBY aHalu3e MPOTEOMa TPaHYJIOLUTA
MOKa3aJiy J1a Cy MHOTH MPOTEHHU YKJbYYEHHU Y aHTHOKCHJIATHUBHY 3aIUTUTY a0epaHTHO
excnpumupanu mehy moarunoBuma XMH wnm y omHocy Ha mpucyctBo JAK2VE17F
MyTaruje. Y3 To, OBH ayTopu cy nokazanu aa JAK2 myranuja uMa BUIE yTHIlaja Ha

cucrem aerokcudukanuje ROS nero moxrun XMH, u 1a mocroju cMameHa ekcrpecuja
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CAT y mpucyctBy JAK2V617F myraunuje. Pesynratu Marty u capamnuka (2013.), Ha
JAK2V617F ,knock-in“ mumijem mojeny, HpuKazyjy y MaTHYHHM XEMaTONOETCKUM
henujama cmameny excnpecujy CAT Ha TeéHCKOM M Ha IIPOTEMHCKOM HMBOY, Kao U
cMmameny ekcrnpecrjy rera 3a CAT kon XMH CD34+ henuja y nopehewy ca CD34+
henujama xon 3apaBux. Koncturyrusna aktuBanuja PI3K/AKT curnamnnor myra mon
yrunajem JAK2V617F wmyramuje Moxke na wuHxuOupa aktuBHoct Forkhead O
TPAHCKPHUILMOHUX (haKTOpa KOjU Cy BaXKHH 3a €KCIIPECH]y aHTHUOKCHIATUBHUX €H3UMa,
yksbyuayjyhu CAT. Ciinuno oBoMe, ayrotpajHa aktuBaiuja STATS ox ctpane BCR/ABL
KMHA3€e OJITOBOPHA je 3a cMambeHy HHTpauenynapny ekcrpecujy CAT u rimyrapenokcuHa
1. Iopen antmokcupatuBHor CAT y K562 henujama koje excripumupajy BCR/ABL
OHKOTeH uMa MW aHtunpoiudepatuBHo aejcTBo. Perymumyhu konuentpauujy ROS,
eH3uM 3aycrasiba henuje y GO da3u, ysoaehu ux y crame mupoBara (Bourgeais J u cap.,
2017). Ctyauja Ceneli u capagnuka u3 2009. roguse je mokasajia pa3induTy aKTHBHOCT
SOD kon Tpu THma xemartonoerckux hemmja 6onecauka ca XMH. Axkrtunoct SOD y
nonuMopdonykiieapauM henujama Omiia je 3Ha4ajHO CMambEHa, JIOK j€ Y epUTPOIUTHMA
6una nosehana koJ 6oecHuKa y nopehemy ca 34paBUM KOHTpoJiMa. Y TPOMOOLUTHMA
HUje Owio pasnuke u3Mmel)y OonecHuka u 31paBuUX KoHTposa. OBO je ykazano n1a
aktuBHocTH SOD ensuma u nponykiuja ROS Mory OuTH u3MemeHe y CKiIaay ca
cnenuduyHoM pyHkuujom henuja. Hamm pesynratu ce He MOTY y HOTITYHOCTH ITOPEIUTH
ca pe3yjiTaTuMa ApPYrux ayTopa, jep MCIUTY]y aKTUBHOCT CHCTEMa aHTUOKCHIATHBHE
3alITUTE HA PAa3IMUYUTHM HUBOMMA U Y pa3IMUUTHM henujaMa, ajau OHH, Kao U pe3yITaTu
JIpYTuX, yKazyjy Ha nmopemehaj perymnamnuje cucrema ca nmoceOHUM OCBPTOM Ha pasiuKy
n3mely nojennuaynux noarunosa XMH.

Hugo unrpanenynapuaux ROS y rpanynonutuma 6onecauka ca XMH oapehusan
je Kao BakaH OMOMapKep OKCUJATUBHOT CTpeca M aKTUBAIlH]e IPaHyJIoHTa. YIOTpeOoM
DCFH2-DA nerekryjy ce peaktuBHe Bpcre H20,, HO’, ROO’, NO°" m ONOO™
(Kalyanaraman B wu cap., 2012; Tsikas D., 2007 ) koje cy KapaKTepUCTUYHE 3a
rpanyionute. [ToBehan HuBo ROS je nerexkroBan ko 6onecHuka ca XMH, mro je jomr
jeaHa MOTBpJa MOCTOjaka OKCUIATUBHOT cTpeca ko XMH u akTuBanuje rpaHysnonuTa
Ko7 oBUX Manuraurtera. [ maBuu n3Bop ROS y rpanysnonntuma je MeMOpaHCKH €H3UMCKHI
kommiekc NOX, koja katamu3yje NADPH-3aBucHy penykumjy KHCEOHHKA 0

CYIEPOKCHJI aHjoH pajukaia. [log HOpMalHUM YCIIOBMMA OBaj €H3UMCKU KOMIUIEKC je
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HEaKTHBaH, a TOjeJMHaYHE KOMIIOHEHTE C€ Haja3e y IUTOIUIa3MU M MEeMOpPaHCKUM
cucremuma hemmje. Kama cy henuje ctumynucane, nmurocoiiHe Komnonente (p47phox,
p67phox, p40phox u Rac2) murpupajy 10 meMmOpaHa rjie ce crajajy ca MeMOpaHCKH
Be3aHUM KoMmroHeHTaMa (gp91phox/NOX2 wu 22phox, koje 3ajenHo GoOpMHPajy
¢dnaBouuToxpom b558), unMe HacTaje KaTAIUTUYKU aKTUBHA okcuaasa. Docdopunanmja
p47phox Ha HEKOJMKO CEPHUHCKHX aMUHOKHCEIMHCKHX OCTaTaka MMa KJbY4HY YIOTY Y
axtuBaruju NOX. Hurtado-Nedelec u capaguuiu cy 2013. rogune ucrnutuBain ROS y
HeyTpodunuma 6onecuuka ca XMH koju Hactajy aktuBHouthy NOX u luXOBY yiory y
HACTaHKY TPOM0OO03a U BaCKyJapHUX KOMIUIMKAIMja, KOje Cy TJIABHU Y3POK MOpPTaIUTETa
Ko oBHX OonecHuKka. [lokazamu cy ma y Heyrpodmimma Oonecanka ca XMH, koju
excupumupajy JAK2V617F mytauujy 10j1a34 10 KOHCTUTYTUBHE Xunepnpoaykuuje ROS

345

u noBehane pochopunamuje p47phox Ha Ser*™. Beza uzmel)y JAK2 u NOX je notephena

yrnotpebom cenektuBHUX JAK2 wuHXMOWTOpa, KOjU Cy JOBeNHM J0 HHXHOUIH]jE

35 u nponyximje ROS HakoH wuxoBe uHAyKIHje GM-

docdopmnanuje p47phox Ha Ser
CSF-om. ITopen NADPH oxcunase, ogHocHo mweHe NOX2 umszodopme kao riiaBHOT
u3Bopa, ROS y HeyTpoduiarma Mory HacTaTu y MUTOXOHJpUjaMa WIM aKTUBHoIIhy
kcaHTUH okcupaze. Kipyuny ymory y BCR/ABL 3aBucom ctBapamy ROS wumajy
TpaHckpunuuona aktuBHocT STATS5 m Rac2 GTP-aza koja Mema MeMOpaHCKH
MIOTCHIIMjaJl MUTOXOHJIPH]ja M MIPOTOK €JIEKTPOHA Kpo3 pecniuparopHu Janay (Warsch W
u cap., 2012). Heyrpoduiu cy rmaBuu u3Bop ROS y kpBH, IITO NOCEOHO J07a3U 10
u3paxaja kog XMH. Mana je rimaBau npoussos aktTuBHOCTH NOX cynepoKcHIHH aHjoH,
HAKOH eroBe aucmyrtanuje (croHtane win aejctBom SOD), nHacraje H20,. Bomonuk
nepokcu Moxke 1a qudyHayje kpo3 henuje u TkuBa M akTUBHpa Apyre henuje kKao mTo
cy eHmoTenHe henmuje u TpoMOOUMTH, WU Jla JoBene 10 omrehema okolHUX hemnuja,
nonpunocehu natopuznonoruju XMH. YV neyrpodpunuma XMJI GonecHuka 3abenexeHe
cy BUcoke koHmeHerapuuje H2O2 kako mpe W Tako W HaKOH NMPHUMEHE aHTHTYMOPCKE
tepanuje (Al-Gayyar MM u cap., 2007). [Toeehanu arnBo ROS ko HamMx HCHUTaHUKA
y CKJIQAy je ca pe3yaTaTuMa JPYrux ayTopa U MoKa3uje aKTHBAlLlM]y U BEJIHKH MaTOTeHH
noTeHIujan rpanysionura kox Ph* u Ph"’XMH.

TectoMm KOju ce 3aCHMBA Ha peAYKIM]H HUTPO TETPA30JUyM IIaBOT ofpehuBaiu
CMO HHTpalenyjIapHy HpOAYKLHU]y CYNEpPOKCHI aHJOH paJuKajga y TpaHyJIOLHUTHUMA.

HcnutuBame HU30JI0BAHUX, HCCTUMYJIMCAHUX I'PAHYJIONUTA ITOKA3aJI0 je Ja HEMa PAa3JIMKe
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y Bpeanoctu NBT unnekca msmel)y konTponne rpyne u rpyna 6onecHuka. Mehyrum,
HaKoH ctumynanje ca PMA rpanynouutu u3 1B rpyne umanu cy 3HauajHO Mamby
PEKTUBHOCT y mopehemy ca 31paBuUM HCHHTAaHMLIUMA. Y Tpouecy (aromurose Kao
OJrOBOp HAa MHBAa3Wjy MHUKPOOPraHW3MHMAa aKTHBHPA C€ YUTAB HU3 CH3MMa M CHCTEMa
KOjU Karaju3yje TpPOU3BOJAKBY BHCOKO TOKCHYHUX jEAHIbECHAa M3 KHUCEOHHKA.
,PecrnuparopHu mpacak* je Op3, AMHaMHUYaH MPOIEC KOju ce IN VIVO aemiaBa jeIuHO y
crumyincanuM henujama (Ceneli, 2009), 3aBucH o7 BpPCT€ CTUMYJyca M MOXKE OUTH
U3MEHEH y Pa3IMYUTUM IaTOJOIIKUM CTambuMa. TOKOM (arouuTose KoJI HOPMATHHX
neykoruta pacte NBT pemykyjyha akTHBHOCT JieykomuTa. Y OJIMAKIOM CTaJHjyMy
nujaberec MEIUTyca, aKyTHE MH]jEIIOIMTHE JIYKeMUje, Tymopa OyOpera u oBapyjyma u
HAaKOH 3pauema OojecHuuu umMajy cmamenu creneH NBT peaykuumje (Okuda u cap.,
1974; Mantur u cap., 1998). Kako je nepokcunutputr (ONOQO") jenan o 3HaYajHUJUX
edexTopa ,,pecnupaTOpHOr Mpacka™ cinaba peakTUBHOCT T'paHyJIOUUTa OOOJIENHX O
XMH wmorna 6u ce o6jacautu nosehanum ctBapameMm NO' (1To ce ornieaa y nosehanoj
koHueHTpauuju NOx y nnazmu). Haume, NO™ nupektnom naxubunujom NOX cMmamyje
ctBapame Oz, IITO orpaHMyaBa MH(IAMATOPHY PEAKLM]y U IITUTH OKOJHA TKHUBA O]l
npekomepHux omtehewa (Clancy u cap., 1992; Carr u cap., 2000). Ucnuryjyhu
bynkimjy ber onkorena BaxkHor 3a Hactanak XMJI, Voncken u capauunu (1995) cy
nokazanu ga (bcr-/ber-) HeyrpoduiaM eKCepUMEHTAHMX MUILIEBA Y OJIrOBOPY Ha
CTUMYyIaNujy ctBapajy 3HatHO Behy konmnunny Oz y nopeljery ca uataktHum win (ber-
/bcr+) u (ber+/ber+) meyrpodunuma. [pernocrasiba ce 1a bCr oHKOreH UMa 3aIITUTHHY
yIIOTY jep cMamyje nHTeH3uTe nHpaamatopHor oaroropa. Koxa I[1B 6onecHuka cMameHOj
npoaykiuju ROS nocie ctumynaiuje Moria 6u nornpuaeTd u noBehana pasrpagma Oz
, Jep Y epUTpOLIUTUMA KOJU CY KOJ BbUX HAj3aCTYIJbEHHU]HU HUjE PETUCTPOBAH 3HAYAJHUJU
nax aktuBHOcTH SOD y mopehemy ca KOHTpojoM. XeMoriioOMH MHOTOOpOjHUX
eputporuta ykiama neo NO™ Ilopemehaj pemokc crama y TpaHYJIONHUTHMA PEMETH
BUXOBY 0/10paMbeny pynkuujy. Cmamweny NBT penykyjyhy akTUBHOCT rpaHynonura
NOKa3aJlu Cy U IpyTu ayTopu kox O6onecHuka ca [1B (Samuelsson J u Palmblad J, 1996,
Samuelsson J u Palmblad J, 1997), anu u [IM® (Perianin A u cap., 1984).

Cryauje koje cy pokycupane Ha epexre NO u RNS kon 6omecnuka ca XMH cy
peTKe, MaKko y TMAaTOJOTHjU OBUX OOJIECTH MMa OCHOBA 32 HUXOBO HCIIUTHBAIGE.

AxrtuBroct NO u RNS je gecto Heonsojusa ox aejcta ROS (Federico A u cap., 2007).
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Onu cy neo eeKTopHOr cucTeMa rpaHyJonuTa, Kao henuja mpuMapHOT UMYHOJIOLIKOT
OJIFOBOpA, KOje Cy MaTUTHO u3MemeHe kog XMH. V oBuM ucnuTuBamuMa, JOMPUHOC
NO KOMITOHEHTE OKCHIATHBHOM W HUTPO3aTUBHOM cTpecy Yy XMH mpornemen je Ha
OCHOBY KOHIIeHTpanuje metadonuta NO y 11a3mMu, HUTpaTa U HUTPUTA, KA0 U Ha OCHOBY
excrpecuje INOS u HuUTpOTHpO3UHA Yy TpanynouuTuMa. OnpehuBame HUBoa camor NO
je TemKo 300T HEeroBOr KPAaTKOT MOMYKUBOTA. Majga Cy HUTPUTH MPUMApHHU MPOTYKT
meraboau3sma NO, oHM ce He akymynupajy in Vivo Beh Op30 OKCHIyjy J0 HUTpaTa
JICjCTBOM OKCHXeMOorioouHa y eputporutuma (van der Vliet A u cap., 1997; Moshage N
u cap., 1995; Tsikas D, 2007; Khadem-Ansari MH u cap., 2017; Griendling KK u cap.,
2016). Eputpounty nMajy BUCOk okcunatuBHU Kanauutet 3a NO u uutpute. NO pearyje
ca OKCUXEMOTITIOOMHOM, Kajla HacTajy MeTxemornooun u nurpatu. [lpeysumame NO on
CTpaHe epUTPOIINTA Y3 KOHBEP3H]y Y HUTPATE j€ TJIaBHU META0OIMYKHU MYT 32 €HAOT€HO
dopmupanu NO. HutpaTtu cy OMOIOMIKK MOTITYHO HEAKTUBHU, HACYNPOT HUTPUTUMA, U
okcumanuja NO y epUTpOLUTHMA J0 HUTpaTa je HajeuKacHUjU IMyT MEeTadOoJIHUYKe
uHakTuBanuje NO. YV 0BOj cTyaAMju MOKa3aHa je nopehaHa KOHLEHTpalMja HUTpaTa KoJ
6onecnuka ca [1B u IIM®. bonecuunu ca [IM® cy nmanu 3HavajHo Behe BpeaHocTH
NOX He camo y 0THOCY Ha KOHTPOJIHE y30pke Beh u y omHocy Ha 6onecHuke ca [I1B u ET,
mTo Ou Moryio aa ykaxke na cy u ROS u NO Baxnu 3a nporpecujy 6onectu. Kama ce
MeTaboJIMTH TMOCMAaTpajy MOojeANHAYHO, KOHBEp3Uja HUTPHUTA J0 HHUTpaTa Ouia je Beha
ko cBux noxarunoBa XMH y onHocy Ha 3apaBe KOHTposie. Y HEKOJIMKO CTynauja je
MOKa3aHO Ja je HUBO HUTPUTAa M HUTpaTa WJIM CMambeH WM noehaH Koja KaHIepa
(Khadem-Ansari MH u cap., 2017, Giinel N u cap., 2002; Gonenc u cap., 2006).
[IperxonHa ucnutuBamwa HUBoA npoaykuuje NO kox 6onecHuka ca XMH nokazana cy
cmamenu HUBO NO kon ET u noBehan HuBo NO kox 6onecuuka ca [1B (Cella G u cap.,
2010). V3 To, Rejto u capamuumu (2003.) cy nokaszamu in vitro ga je NO oxarosop
TpoMmOolMTa HapyiieH koja mamujeHata ca XMH koju mumajy tpom603y. Y cTynuju
Sangwan-a u capamauka (2014) koHnenTpanuja HuTpuTa Ko XMJI GonecHuka Onia je
3HayajHo mnoBehaHa y mopehemy ca 3ApaBUM KOHTpOjJaMa M TNpPHUMEHAa HWMaTHHHOA
pOY3pOKOBaia je ieH naj. OBo je y CympOTHOCTH ca pe3yJITaTiMa Halller UCTPaKuBamba
y kome cy XMJI OonecHUIIM UMalIM HIKE BPEIHOCTH HUTPHUTA Y OJHOCY Ha 37paBe
ucnutanuke. [IpernocTassba ce Ja 0ArOBOp JIEKU M YMHCHULIU J1a ce HajBehu 1eo mux

OKCHJIOBAaO Jajbe 0 HuTpara ¢ 003upom na je omuoc NO3/NO2 kox oBux OosiecHHKA
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BumiectTpyko Behu y nmopehemy ca ocranum rpymama. Hamm pesynraTu Koju mokasyjy
noBuieHn HUBO NO meTabonuTa nmoceOHO Cy BaXKHU Yy CBETIY MOAATaKa Ja HUTPUTH H
HHUTPATH MOTY npeacTaBibatu pezepBoap NO y kpBu U TKuBUMa. OBU METa0OIUTH MOTY,
1oz oapeheHuM ycioBuMa iNn Vivo Kao MITO cy XUIOKCHja uii Huzak pH, 6uru uzsop NO
U JApyrux OMoakTHBHHMX okcuaa asora (Bryan NS u cap., 2005; Lundberg JO u cap.,
2008; Lundberg JO u Weitzberg E 2010; Gladwin TM, 2005; Griendling KK u cap.,
2016).

Knacuunu nyt ensumcke cuntese NO, L-aprunun—NOS, je rinasau uzsop NO y
opraam3my, a iNOS kiby4dHa nzohopma opor ensuma y NO cHUTHaJIM3AIHj | KOja je y BEe3H
ca un¢uamanujom u kaneporenezom (Fialkow L u cap., 2007; Lopez-Rivera E u cap.,
2014). V oBoj cTyaMju UCIUTHUBAHA je npoTenHcka excipecuja iNOS y rpanyionuTuma
6osecanka ca XMH. Kox cBux ucnuTanuka je mokasaHa mosuiineHa excrpecuja iINOS,
npu demy je Hajeehu Opoj INOS nosutuHux henuja nerexroBan koj XMJI GonecHuka.
OBo yka3zyje Ha wmoryhy mnosehany mnponykumjy NO, y MHKpOMOJApHUM
KOHLIEHTpAalLljaMa, 3a Pa3IUKy OJ IPYruX M30(OpPMHU OBOT €H3UMa KOje MMajy MHOTO
MambH KanauurteT npoaykuuje NO. ¥V Hamioj cTyauju je Takohe Mmoka3aHa IMO3UTHBHA
kopenainmja u3mehy koumentpammje NOX y mnasmm u  ekcmpecuje INOS y
TpaHyJIONUTHMAa OoJieCHHKA, MTO yka3yje na je NO koa OBUX MaJMTHUTETa BEPOBATHO
nacrao aktuBHomthy INOS, ka0 ¥ Ha MOCTOjarbe yCI0Ba 3a HUTPO3ATUBHHU CTPEC KOJ
XMH. iNOS ce ekcripuMupa y MHOTUM henjama HaKOH MHIYKIIH]j€ UMYHOJIOIIKUM WU
UH}IaMaTOPHUM CTHMYJycUMa Kao W XMIIOKCHMjOM M OKCHIATHBHUM CTpecoM. Y
HeakTuBHpaHUM hennjama nHpopmairona pudonykiaenHcka kucenrna (MPHK) 3a iNOS
ce de novo cunTteruie Hakon ctumyinaiuje (Rao KM, 2000; Fukumura u cap., 2006).
Mebhyrum, y MmHOrMM KaHiepuma iNOS je koHcTHTyTHBHO ekcnipumupana (Lopez-Rivera
E u cap., 2014, Fukumura u cap., 2006), kao 1 y HEKUM TKMBHMA, Kao IITO je TuryhHu
enutenujym (Hill BG u cap., 2010) u henujama ca cneuu@uuHoMm (yHKIH]JOM.
Koncrutyrusna ekcripecuja iNOS y rpanynoruruma (Cedergren J u cap., 2003, Jyoti A
u cap., 2014) ykasyje nga je NO BaxkaH e(peKTOpHH MOJIEKYyl Yy OBUM henujama.
AxrtuBupanu JAK-STAT curnanuu nyt nosehasa unnykuujy iNOS u cuntezy NO (Rao
KM, 2000; Aktan F, 2004; Lechner M u cap., 2005; Vannini F u cap., 2015). [Toka3ano
je na jemuHo henumje koje Mory jna crBapajy BHUCOK HHBO NO, Kao TNpH CHHTE3U

katanm3oBaHoj iNOS, mory u3aszBartu HuTpo3atuBHU ctpec (Espey MG wu cap., 2000).
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Mtuore henuje kannepa ekcipumupajy cee Tpu NOS, y3 npenomunaiujy iNOS (Ma Q u
cap. 2010). 360r Tora cnenuduyuna naxudbunuja iNOS Moke MpeacTaBbaTh jOII jeIHY
cTparerujy y Tepanuju tymopa. Mcnuryjyhu nBa pa3zauumrra Tepanujcka MpUCTyIa Kool
obonenux og XMJI, Ghalaut u capauuim (2012) cy yrBpauiau 1a je 6061 edekar nMao
TpeTMaH Koju je noBeo jgo Beher maga konueHtpaunuje NO. AxruBnoct INOS kon
KaHIlepa MOXKE C€ MO3MTHBHO HJIM HETaTUBHO O/pa3suTH Ha mporHo3y Ooixectu. NO
NO3UTUBHO YTHYE HA aloONTOTCKY aKTHUBHOCT P53, mehyTum, Koj HEKMX KaHIepa ca
myTtupasoM gopmom P53, NO moTeHuupa meroBa OHKOreHa cBojcraBa. CrenupuuHu
HrBo NO nactao aktuHorhy INOS mosxe na aktuupa HIF-10, AKT u ERK curnanue
MyTeBE KOjH JaJbe JT0BOJIe 10 oBehane mponudepalyje, akTHBaIKje aHTHATIONTOTCKUX
nyTeBa M Hactanka meracrasa (Wink DA wu cap., 2011). IToeehana excripecuja INOS y
HAIlOj CTYIOMjU JOLI jelaH je ToKa3aTesb aKTHBAllMje TpaHyloluTa M 0]pa3
TpaHnchopmanuje oBux henuja, mTo je paHuje OnMcano Ko Apyrux manuraurera (Lopez-
Rivera E u cap., 2014), a npBu myt nokazano kox XMH.

Kao mepy aktuBanuje henuja, anu 1 OKCUAATUBHUX olTehema U nHGIaManuje,
UCIIMTAIM CMO HHBO €KCIIpecHjeé HUTPOTHPO3MHA Ha NPOTEHHUMA TIpaHyJIOIHUTa
6onecunka ca XMH. V rpanynonutuma ceux XMH entutera nosehana je HuTpanuja Ha
tupo3uny. Ilokazana je mo3uTuBHa Kopenanuja wusmehy ekcopecuje INOS wu
HUTPOTHPO3WHA y TPaHyJIONHUTHMA, mTo ykaszyje na je INOS BaxHa 3a HaCTaHAK OBE
Moaudukanuje. Y ckiamy ca TuM obonenu og XMJI umanu cy Hajehu 6poj mO3UTUBHUX
henuja y nopehemy ca octamum rpynaMa HCOUTaHHWKA. HUTPOTHpPO3WH je jemaH of
CTaOUITHUX KpajlbHX MpojykaTa Metadbonusma NO 1 Mapkep KyMyJlaTUBHE aKTUBHOCTH
INOS (Lopez-Rivera E u cap., 2014). Jyoti u capaguunu (2014) cy mokasanu aa Rac2
npoteuH, komnoHeHta NOX, nnteparyje ca iNOS y XyMaHUM U MUIIJUM HEYTpopHInMa,
IITO JIOBOAH J10 TpaHcyokaiuje Rac2/iNOS 1o memOpaHa ¢aro3oma rjae ocTBapyjy cBojy
yiory y ¢arouutosu, ctBapatbeM ROS u RNS u HuTpanujom nmporenna. Mexanuzmu
HaCTaHKa HHUTPOTHPO3MHA Yy TPaHYJIOUUTHMA MOTY OWTH pasznuuuTH. HutpotuposzwH
Hajuemhe HacTaje HAKOH peakldje MEePOKCHHUTPHUTA ca IMPOTEMHHMA KOjU CaJpiKe
TUPO3UHCKE aMUHOKHUCEITNHCKE ocTaTke. [IepOKCHMHUTPHUT, CHA)KHU OKCHJAHC, HAcTaje y
peakuuju u3melhy NO u cynepoKcHuIHOT aHjoHa, aji 1o oApeheHuM ycnoBuMa (Kamga cy
MPUCYTHH y BHUCOKMM W €KBHMOJAPHUM KOHIIGHTpalpdjama), 300r uera ce 4YecTo

HHUTpaLHja Kao NOCJIeAnIa ACjCTBA MEPOKCUHUTPHTA IN VIVO 1oBoau y nutawe (Baldus S
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u cap., 2002, Espey MG u cap., 2002 B). AntepHatuBHO, 0OBa MOJAM(HUKAII]a MOXKE
HacTaTH u3Mel)y THPO3MHCKMX aMUHOKHCEIMHCKUX OCTaTaKa Ha MPOTEMHUMA U HUTPHUTA,
y peaklnMju KaTajlu30BaHO] TEpOKCHaa3ama, KakBa je Mujenonepokcumaza (MIIO)
kapaktepuctuyna 3a rpanynomure (Griendling KK u cap., 2016). MIIO, aktuBupana
BOJIOHUK TIEPOKCHJIOM, TOBOH 10 okcuaruje Hurputa (NO2') y a30T JHOKCH] paTuKa
('NO»), xoju name Boau no Hurpamuje (Pfeiffer S u cap., 2001; Hurst JK, 2002; Baldus
S u cap., 2002; Ushio-Fukai M u Nakamura Y, 2008). MIIO y neyrpoduinMa u
MOHOIIMTUMA CTBapa JojaTtHe meradonure, npeBojchu HoOz y xumoxiopHy kucenuny
(HOCI), koja ca npucyrHum HutpuTuMa naje Hutpua xjopun (NO2Cl) mro Takohe
nonpuHocu ¢Gopmupamy HuTpotuposuHa (Aktan F, 2004). Hurpauuja nporerHa Ha
TUPO3HMHY YTHYE Ha jeJlaH O] HajBaXHUJUX MeXaHU3aMa henujcke perynamnyje, HUKINIHY
uHTepKkoHBep3ujy usmely dochopunucane u nedochopunucane dhopme THUpO3UHA Y
npotennuma (Drew B u Leeuwenburgh C, 2002). 3na4aj BepoBaTHO MOKe OUTH JIBOjaK,
y 3aBUCHOCTH O] CaMOT ITPOTEHHA KOjH je MOIU(PHUKOBAH M KOHTEKCTA (aKTHBALIMOHH HITH
MHXHOUTOPHU) y KoM ¢ocdopriiaiidja 1aTor THPOZUHCKOT OCTaTKa yTU4e Ha QYHKIH]Y
IpOTEHHA.

ROS u RNS mory peBep3ubmiHO 1a MOAU(PUKY]Y TPOTEUHE MPEKO CyMIIopa Yy
aMUHOKHCEIIMHCKUM OCTalliMa ITUCTEMHA U METHOHHMHA, IITO j€ OCHOBA 3a IMOCTOjarhe
CHUTHAJIM3allM]€ 3aCHOBAaHE Ha pPENOKC peakmujama. PeaktuBHe TuonHe rpyme (SH)
[MCTENHAa Ha MHOTUM MpOTeMHNMa Mory Op30 aa pearyjy ca H202 u NO y Ouonomkum
cucTeMHUMa TIpH YeMy HacTajy S-xumpokcuiaoBanu (S-OH) u S-uutposunosanu (S-NO)
nepuBatu. HakoH peakuuje ca qpyrum muctennnMma (y peaykoBanom riayratuony, GSH,
WIM THOJHUM TIpynama JpyTUX IMpoTenHa) oba oBa JepuBaTa CymIiopa MOTy Ja ce
KOHBEpTYjy a0 aucynduaa (S-S) u penykyjy najbe A0 CylapXuapuia Ha padyH
pelnykoBaHUX ekBHMBajeHara, npeko NADPH u cucrema THOpEIOKCHH/THOPEAOKCUH
pelnyKTa3a M TIyTapeIoKCHH/TIyTapeIoKCHH penykra3a. OKCHIaTHBHE MOIU(pUKAIH]je
PEaKTHBHUX IMCTEHHA JIOBOJIE 10 IPOMEHA CTPYKTYpe U (YHKIIHje MPOTEHHA, yTUIY Ha
JoKanmu3anmuj)y u (U3MYKe HMHTEpaKIUje Kao W Ha MOMJIOKHOCT IMPOTEHHA JPYTUM
MOCTTpaHCIAMOHUM Moau(dukanujama, kao mTo je ¢ochopunanuja. 360r tora ce
cMmarpa J1a Cy IUCTEMHCKHM aMHHOKHCEIMHCKH OCTalld y TMPOTEMHHMa MpPUMapHU Yy
npeHomewy penokc curHama (Yoshida S wm cap., 2011; Filomeni G u cap., 2015).

Moudukaiuja THOTHHX Tpyna I[HMCTEMHA OKCHIAHCHMMa HaJla3u C€ Y OCHOBH
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unrepakiuyja ynyrap mTORCI kommekca (Sarbassov DD wu Sabatini DM,2005;
Shenberger JS u cap., 2009; Yoshida S u cap., 2011).

VcnutuBame HUBOA aKTHBAIIMje CepUH-TpeoHHH KuHa3e AKT y rpanynonuruma,
MOKa3aJio je nmoBuieHy excripecujy ¢pochopunucana popme AKT kox cBux XMH, kako
koax Ph"XMH tako u koq XMJI u noBehan cTereH akTHUBallWje, U3paKEH Kao OJIHOC
dochopunucane u ykynue popme eazuma, pAKT/AKT, kox 6onecuuka ca [1B u [IMO.
Kana ce mocmarpa nonpunoc JAK2V617F myranuje, aktuBannja AKT Ouna je Hajpeha
KOJ XeTEPO3UTOTHUX HOCHOIAa MyTaluje, mTo ykasyje na AKT HHje moj ancoiayTHUM
yrunajem JAK?2. UnentudukoBanu cy OpojHH MPOTEHHH KOjU peryaunry aktuBHOcT AKT
(Song G wu cap.,, 2005). Kako cy mokasamm Kim wu capagaumm (2005)
aytodpochopunanujom Ha tuposuny 177 (Tyr 177) BCR/ABL kunaza ctumysuiie
aktuBanujy PI3K. Takohe, mMTORC2 nupextHo Gochopunurie u aktuBupa AKT kunazy
(Jacinto E u cap., 2006). ITojauana aktuBHocT AKT KO/ HAIIMX MCIIUTAHUKA OJroBapa
koHcTuTYTHBHO] aktuBanuju PISK/AKT curnannor myra y Ph’XMH u Ph*XMH kojy cy
onucanu apyru ayropu (Bartalucci N u cap., 20136; de Freitas RM u da Costa Maranduba
CM, 2015).

Y yKBHpPY OB€ JOKTOPCKE AMCEpTalldje HWCIHUTAaHAa j€ eKCIpecHja U CTEIeH
aktuBainje mTOR y rpanynomutuma Gonecauka ca XMH. OnpehuBana je akTuBHa
dopma npucytHa y mTORC1 xomrutekcy, aereknujoM docdoprnanuje mTOR Ha Ser
2448 n ucniutad ogHoc pochopunncane u ykynae popme ensuma. AktuBupanu mTOR
y mTORCI1 kommuiekcy je pocdopunucan npeaoMuHanTHO Ha Ser 2448, a y mTORC2
koMmIuiekcy Ha mosunmju Ser 2481 (Copp J um cap., 2009). Iloka3ana je moBehana
excnpecuja ykynHor mTOR y rpanymonutima cBUX 0ojiecHUKa ca aujaraozom Ph™XMH.
dochopuincana popma enzuma 6uia je mopehano excnpumupana ko XMJI u Ph"’XMH,
6e3 yrunaja JAK2V617F myramyje. CBu XMH 6onecuunu ocum I1B umanu cy Behu
creneH aktuBammje kuHaze, pmTOR/mMTOR, y nopehemy ca konTposama. OBO je y
CKJIaIy ca pe3yliTaTuMa IPYTuX HCTpakuBada KOJU Cy TMOKa3aJd KOHCTUTYTHUBHY
axtuBajy MTOR u meroBux edexropa S6K u 4E-BP1 y npucyctsy BCR/ABL kunase.
(Ly Cu cap., 2003). Kon 6onecruka ca I1B moBehana aktuBanuja je 3aBUCHIIA OJ1 CTETICHA
excripecuje JAK2V617F wmyrtauuje u 3a0enexeHa je caMo KOJA XOMO3UToTta. Y
HeyTpoduiIMMa, y OATOBOPY Ha CTHUMYJalHjy, Mokpehy ce OpojHH KOHCTHUTYTHBHH

OMOXEMUjCKM TYyTEBU M €H3UMH, 0e3 NMPOMEHmEHE EKCIIpecHje T'eéHa U HOBE CHHTE3e
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npoTenHa. TpaHCIAlMOHa KOHTpPOJIA eKclpecHje crnenuduuHux mporenHa ooe3oehyje
BaXHY OWOJOIIKY MPEAHOCT, YKJbydyjyhu cmocoOHOCT Op3e cuHTe3e NpOTeHHA
kopuithemem koHcTHTyTHBHUX HPHK, Ge3 morpebe 3a Tpanckpunmujom. OBakaB BHI
perysaiyje je BakaH 3a HeyTpoduiie 300r KWHETUKE HH(IIaMaTOPHOT OJIT0OBOPA, CHHTE3E
PEaKTUBHUX MEIUjaTopa y OJrOBOPY Ha MHTPA- U eKCTpalleNyJapHe CUTHAJIE U KPaTKOT
JKUBOTA OBUX henuja, Maja je 3amakeH | KOJ TPOMOOIMTAa ¥ MOHOIUTA. TpaHCIallMoHy
KOHTpOJly crnenupuyHux npoTenHa obe3dehyje mTOR curnamam myt, perysaiujom
uHuIMjanje tpancnamuje oxapehenor cybcera uPHK. Ilopen tora mro yrtuue Ha
MUTOT€HE3y, pacT henurja u MeTaboIu4Ky KOHTPOIY Hekoiuko tunosa hemmja, mTOR
yTU4e U Ha aKyTHE poMeHe (peHotumna TepMuHaIHO Audepenurpanux hemmja kakse cy
HeyTpopmin. MexaHu3aM TpaHCIalMoHe KoHTposie perymucaH mTOR  kuHazom
OJIFOBOpaH je 3a Op3y cuHTe3y M ociobahame KIby4dHOT MoaynaTopa uHpIamaiwuje,
coyOomITHOT MHTEpieykuH 6 perenitopa o (interleukin-6 receptor a, IL-6R o). Ogaj
petentop je neHtpaina kommnonenra IL-6/IL-6Ra curnanHor cucrema, 0AroBOpHOT 3a
pa3He uH(pIAMAaTOpHE peakiuje, yKbyuyjyhu perpyroBame henuja, pa3Boj akyTHOT
UH(IaMaTOPHOT OJIrOBOpA U MpeJia3 U3 aKyTHe y XpoHUYHY HH(paamanujy. Tpancnanuja
ca xoHctutyruBHuX MPHK, HakoH akTuBanuje Heyrpoduiaa, Moxe ce crerupuyHo
uHXuOupatu jaejcrBoM panamununa (Lindemann SW u cap., 2004). mTOR yuectByje y
perymnaiuju TpaHcalje MpoTenHa BAXKHUX 3a (PYHKITH]y TpaHyJIONuUTa, Kao mTo je iINOS
(Lee M u Choy JC, 2013) unu HIF 1o (McInturff AM u cap., 2012). Mu HEHCMO 3ana3uim
NO3UTUBHY Kopenauujy wusmehy ekcmpecuje iNOS wu aktuBammje mTOR y
rpanynonuTuMa 6onecauka ca XMH. OBoMe 1onprHOCH U YHELEHHUIIA 1A J€ peryiaiuja
aKTUBHOCTH OBMX €H3MMa KoMmruiekcHa u oboctpana (Lee M u Choy JC, 2013; Lopez-
Rivera E u cap., 2014).

HMIMyHOXUCTOXEMH]CKOM METOJIOM MCIHTAaHa je eKCIIpecrja U CTENeH aKTUBaIUje
mTOR y koctHOj cpku OonecHuka ca XMH. AGepantHa aktuBaiuja mTOR 3anaxkena
je KOl XeMaToJIONIKKX MaaurHuTeTa, ykibyuyjyhu XMH (Bartalucci u cap., 2013), mto
yka3zyje na je peryianvja mTOR kipyuHa 3a HopmanHy xemaronoe3y (Geest CR u cap.,
2009). Ludin u capagaumm (2014) cy mokaszanu 1a mTOR noehasa konnentpaiujy ROS
y MaTHYHUM heltjama XeMaToIoe3e MITO JJOBOJAM JI0 IMOKpeTama hellnjcKor MUKITyca ’
moomm3anje hemuja. mMTOR je HeraTuBHU perynaTop ayrodaruje, mpoieca Koju MTUTH

henuje ox wmanurHe TtpaHchopMmalmje crpedyaBajyhu HarommiaBambe henmjcKux
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omrehema, yKIambambeM TOKCHYHUX MPOTEHHA U OMTEheHWX MHUTOXOHIpPHja, KOje Cy
rmaBan u3Bop ROS (Pantovic A u cap., 2013). Y KOCTHO] CpH CBU HCIIMTAHUIU Ca
nujaraozom Ph"XMH mmanu cy noBehany ekcrpecujy dochopunucane hpopme mTOR
kuHaze. [Ipomnenar aktuBHe (Gopme MTOR y omHOCy Ha YKYImHO EKCIPUMHpAHY
(pmTOR/mTOR) 6uo je moehan jenuHo koxa O6onecHuka ca [IM®. Jlasbom aHanu3oM
yrBpheHa je mosutuBHa Kopenauja usmely omnoca pmTOR/mTOR y kocTHO] cpxu u
excripecuje pmTOR, onHocHo pmTOR/MTOR y rpanynouutuma. OBH pe3yiaTaTH Cy Yy
CKIaay ca mojauuMa u3 jureparype Aa je mTOR curHaimHu myT KOHCTHUTYTHUBHO
aktuBupan y XMH henmjama (Bogani C u cap., 2013). UcniutuBamem yrunaja mTOR Ha
peryiaiujy Mujesionoese y ex Vivo cucremy audepeHigjainje rpanysIonuTa, aHali30M
pa3IMUMTUX TOMyJalfja XeMaTOIMOSTCKUX MPOTreHUTOpa, MOKa3aHo je Ja panaMUIluH
JIOBOJIH JI0 MHXUOMIM]jEe eKcriansuje onpenesbennx CD34" nporeHuTopa any He yTHde Ha
paHe XeMaTOINOEeTCKEe MPOreHUTOPE, BEPOBATHO AW(DEPEHIHUjATHOM pPEeTyJalujoM
aktuBHOCTH AKT 1 mTOR (Geest CR u cap., 2009). ¥ KOCTHOj Cp>Ku OOJIeCHHKA ca
XMH koju excnpumupajy JAK2V617F myrauujy noBehan je HuBo ¢ochopunaiyje
STATS u AKT y xemaronoerckum henujama (Grimwade u cap., 2009). Ha ,,knock out*
MHUIIIEBUMA 3a JIN3030MaliHy Kucey aumasy (enrit. lysosomal acid lipase, LAL) moka3ano
je na HemocTaTak (YyHKIMje OBOT €H3MMa JIOBOAM JIO0 EKCIaH3Wj€ MU]EJIOUIHUX
cympecopckux henuja (enrs. Myeloid-Derived Suppressor Cells, MDSCs) u Hactanka
MmujenonpoiaudepaTuBHUX HeomnasmMu. LAL yuecTByje y KOHTpOiIM pa3Boja H
xoMeocTaze henuja MujenonHe JTUHMje U KOHTposnu uHGuamanuje. Ilokasano je na je
mTOR curHanHu NMyT akTUBUpPAH y KOCTHO] CpxkH y ycioBuma nedunujenuuje LAL.
MDSCs henujama npunanajy pazau tunoBu henuja, ykipyuyjyhu rpanynornure (Yan C
u cap., 2012).

AxtuBHocT mMTORCL1 curnansor myra je MCUTHBaHa oJipehBambeM eKcrpecHje
HucxonHor epexropa mTOR-a, S6 kuHaze, y rpanynonutumMa OonecHnka ca XMH.
Hajsehy excnpecujy aktuBHe (opme SOK y rpanynmonutuma wmamm cy ET u IIB
OonecHui. Y OBHMM TIpylaMa aKTMBHOCT KWHa3ze OwWwia je Haju3pakeHHja KoJ
XeTepo3UroTHUX Hocunaua JAK2V617F myranmje, mTo ykasyje na nopea JAK2 na
aktuBannj)y mTOR/S6K yruuy u npyru myresu. [lokaszaHo je na Ha aktuauujy mTOR-
a yruue 1 MEK/MAPK curnanau myr (Lehman JA u cap., 2003). Excopecuja pS6K

NO3UTUBHO je Kopenupana ca ekcrnpecujom PMTOR wu akrtuBammjom AKT vy
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IpaHyJIOUTHMA. Y HAIIUM HUCTPaXKMBamkbUMa HUCMO MOKa3aJld akTUBAIMjy SO KMHaA3e y
rpanynonuTMa 6onecauka ca [IM®. Moryhe je na kog [IM® mTOR octBapyje cBoja
JiejcTBa Mpeko Apyrux edexropa, a He mpeko S6K. Hamm pesynaratu ykasyjy na ce ca
nporpecujom 001ecTr Memha u akTUBHOCT epekTopa MTOR kuHaze.

AxtuBHOCT MTOR curHamHOr myTa aHaIW3UpaHA je Y YCIOBHMA IOBHIICHOT
OKCHIATUBHOI cTpeca IN Vitro, HakoH Tpermana rpanyiouuta H20.. Pesynratu oBux
eKCIIepUMEHaTa yKa3dyjy Ha cTuMmyjiaTuBHO nenoBakbe H2O2 Ha mTOR kuHazy y
TPaHyJIOIUTHMA, aJli ¥ Ha PA3IUYUTy CEH3UTUBHOCT €H3MMa Ha MPOMEHE PEIOKC CTamba
Koj 3apaBux u OonecHuka ca XMH. VYV rpanynonutuma OoJjieCHHKA, MpPETPETMaH
aaTrokcuaancom NAC, Koju yKiIama peakTHBHE BPCTE€ KUCEOHMKA Kao mTo cy H»Op,
OH" u HOCI (Aruoma OI u cap., 1989), nonuiitaBa CTHMYJIaATHBHO JICIOBAHE BOJTOHUK
nepokcua, 1ok cam NAC Hema ytuiiaja Ha aktuBHOCT mTOR. Ko 31paBux ncnuranvka
oBaj edekar m3ocraje jep je u HakoH nperpermMana NAC-om ognoc pmTOR/mTOR y
rpanyionuTiMa Behm y mopehemy ca HETPETUPAHOM TPYIIOM, a HEyTpaiau3alyja
eHJIOTeHHX OKCHaHaca Takole nenyje ctumynatuBHo HAa mTOR.

Hekonuko ctynuja je mokasano na je mTOR mop perymanujom hemujckor peaokc
craryca (Sarbassov DD u Sabatini DM 2005; Dames S u cap., 2005; Shenberger JS u
cap., 2009; Oka SI u cap., 2017). [TocTtoje KOHTPAAUKTOPHHU MOAALN KOjU TIOKa3yjy aa
mTOR Moxe OUTH M aKTUBHUpPaH U UHXUOMPAH OKCUAATUBHUM CTPECOM, IITO 3aBUCH O]
tuna henuje y K0joj je ekcpuMmupaH u BpcTe okcunanca (Sarbassov DD u Sabatini DM
2005; Shenberger JS u cap., 2009; Yoshida S u cap., 2011). IIpomeHe unTpaetyIapHor
€HEpreTCKOr HUBOA U JIOCTYNHOCT HYTpHjeHaTa yTUuy Ha (QYHKIHU]y IPOTEUHA KOJU Cy
perynucanu pefokc noreHujanomM. Kommnonenre, kao mTo cy kuHase, pocdarase u Maie
GTP-a3e, ykJbyueHe Cy y BPEMEHCKY M NMpocTopHy peryianujy aktuBHoctd mTORCI1
(Yoshida S u cap., 2011).

VYTtunaj ROS Ha akTUBHOCT CUTaHANHUX IyTeBa Tpeda MocMaTpaTH y CKIIOILY
MIPOMEHE PEIOKC CTama Kao BaXHOT (akTopa y peryjanuju YHyTaphelnjCcKux mporeca
(Kirlin WG wu cap., 1999). OBaj noteHumjan 3aBUCH 0OJ1 JOKaJIH3aluje, METabOIMUKOT
cTama, aAudepenurjanuje u tuna hemuje. Ilpomene koje ce jaBsbajy TokoM henujckor
nukiryca kpehy ce y pacriony ox 0,260V 10 0,160V u moBoJbHE Cy 32 aKTUBAIH]y PEAOKC
CEH3UTHBHUX MpoTenHa. Y hennjama Koje mponudepuIny moTeHIIH]all e MEHha y MPaBIy

okcupanuje 0,24V mro je jom u3paxkeHuje TokoMm audepeniujamuje 0,2V n0k je Ha
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noueTky anonrtose uzmepero 0,17V-0,19V (Dames S u cap., 2005). Y3eBmm y 003up cBe
HaBEJCHO MpeTnocTaniba ce Aa ce TOR y henuju Hamasu y penykoBaHO] ¥ OKCHIOBAHO]
dbopmu, a BUXOB 0IHOC ojipeheH je GakToprma KOju WHAUYe PETyNHIITy hellnjcKu peaoKe
noteHijan mehy kojuma cy u ROS.

AxtuBHOCcT MTOR wu3Mmely ocranor perynucaHa je ¥ jaudHOM HHTEPaKIIUje
u3Mel)y kunase u Raptor-a. Beh je mokazano qa HyTpUTHUBHU CTaTyC yTh4e Ha HUXOBY
BE3y TaKO IITO je HEIOCTaTaK HyTpHjeHaTa CTaOWIu3yje JOK y CTamy MO3UTHBHOT
€HEepPreTCKOr ¥ HyTPUTUBHOT cTaryca y henuju uaTepakiuja ciadu, a akruBHocT mTOR-
a pacre (Kim, D.H u cap., 2002).

Sarbassov u Sabatini (2005) y cBoM mcTpakuBamy Cy mokazanau ga mMTOR-
Raptor koMmIiekC Moxke OWTH peryjiucaH peJIOKC-CCH3UTUBHUM MEXaHU3MOM. Y
npucyctBy okcumanca PAO (enrn. phenylarsine oxide) aktuBapa ce CUTHAJIHU YT H
dochopmmme tpeonnn 389 y cymncrpary S6K1. PAO crBapa mucynduaHe MOCTOBE
OKCHJIAIIMjOM THOJIHUX Tpyla YHyTap HMpOTEeHWHA IITO 3a MOCIEAUIly UMa JHCOIH]jalnjy
komruiekca u aktuBanujy mTOR kunaze. [loBehana akTuBanMja KWHa3e ONCTaje U y
CTalby CMambeHE KOJIMYMHE HYTpHjeHaTa ILITO 3HA4H /1a je CMEIITEeHa HUCXOIHO Y OJTHOCY
Ha HYTPHUjEHT-CEH3UTHBHY PETYyJIalujy WX Ja MOXIA NPEACTaB/ba MEXaHW3aM HEHOT
nenoBama. [Ipema oBoM Monerny MeTaboin3aM MHUTOXOHIpPHja Yy MPHUCYCTBY JOBOJHHE
KOJIMYMHE HYTpPUJEHaTa MOXXE MEHaTH PEelOKC CTamkbe yHyTap henuje U akTUBHUpATH
mMTOR-Raptor nyt (Kim, D.H u cap., 2002).

VY camoM mTOR Monekyny MoCTOju peloKC CEH3UTHBHU PErHOH O3HAueH Kao
FACT. OxcunoBanu ook FACT ce cacToju u3 anda xennkca i CHaKHUX TUCYII(PHTHIX
Be3a m3Mmely mucrenHckux octataka (Cys2460 u Cys2467) xkojuma dopmupa omuy.
OxcunoBanun obmuk FACT Moxxke ce Bezatw 3a XuApopoOHY MOBPIIMHY
KOMILJIEMEHTAapHOT 00JIMKa OKPYKEeHY IMOJIApHUM pe3uayama. Penykuuja aucynpuanux
Be€3a JipaMaTu4yHO rnoBehasa GuIeKCHOUITHOCT yHyTap KapOOKCHU-TEPMUHAIHOT pEeruoHa a
CaMHMH THM H JOCTYITHOCT HEKOJMKO XUApooOHrx 6ouHuX yanama. OBO ce oapakaBa
Ha wuHTepakuujy FACT ca npyrum pernonnma mTOR-a xao M ca pasnmuuuTuM
yHyTaphenujckum crpyktypama (Dames S u cap., 2005). [loka3zaHo je u na ykymHa
konmunHa TOR Mostekyna y henuju 3aBucu o1 pefokc-crama FACT momena. Kako Hema
pasznuke Ha HuBoy HPHK mpermocraBsba ce ma aucynduane Be3e yHyTap OBOT JIOMEHA

yruuy Ha faerpaganujy TOR-a.
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CurHajgHOM NyTy 4Hja C€ aKTHBHOCT OIJie/la y JIAaHYaHO] aKTHBALMjU KHUHA3a
TJIaBHY peryiaTopHy npoTuBTexXy unHe pocdartase (Groeger G u cap, 2009). PaBaotexka
n3Mel)y akTHBHOCTH KHHa3a U (ocdarasa oapehyje npucycTBo U jaunHy CUTHaIA KOJH ce
npenoce myrem PI3K/AKT/mTOR.

PTEN je docharummmnozuron 3 docdaraza koja aedochopunuiie
PtdIns(3,4,5)P3 na no3unuju 3 u Hacraje PtdIns(4,5)P2. Kao nmocnenuna meHOT ejcTBa
WHXUOMpPAHM Cy mpornaraiyja henmjckor nukiryca u hemamjcka MmoKpeTJbHBOCT, CMabY]y
ce henujcku pact u BennunHa u nokpehe anonrosa. (Davies MA u cap., 2002). [To3naro
je ma cy myranuja uiam ryoutak ¢yHKiuje oBe (ocdarase moBezaHe ca rmoehaHoM
aktuBHomthy mTOR-a (Neshat MC., 2001). AkruBnoct nmunuaHe ¢ocdaraze PTEN
Takolhe je peryiaucana peoKc MOTCHIIN]aIOM.

Jeman on HaumHa wuHakTHBalNMje Qocdaraze je cTBapame PEBEPIMOMITHHUX
nucynduaHux Be3a y aktuBHoM Mecty (Leslie N u cap., 2003). V in vitro ycinosuma ycen
okcumanuje H2O2 dopmupajy ce mucyndumne Bese msmel)y MUCTCHHCKOT OCTaTKa Ha
aktuBHOM Mecty (C124) u cycemnor muctenHa (C71) mTo 3a mocineAuily uma
uHakTHBanujy en3uma. Kaxko ce PTEN unaktuBupa enjjoreno creopeHuM ROS y ciyuajy
OKCHJIATHBHOT CTpeca Kao ¥ HaKOH CTUMYIalMje pakTOpHUMa pacTa MpeTIocTaBba ce J1a
OKCHJIaTHBHA WHAKTHBAllMja TIPEACTaB/ba (PU3MONOMIKA MeXaHH3aM peryJalmje
PISBK/AKT/mTOR curnamsor myTa.

VY wuctpaxuBamy KojeM ce ucnutuBaio UV 3padyeme Kao BakaH OHKOI'€HU
YUHWIALl M3 CHOJhAIle CpeUHE IOKa3aHO je€ Ja jé OHO M CHaXaH CTUMYIYC Yy
aktuBanuju p70 S6 kuHaze y enunepmanaum henujama muimesa (Huang C u cap., 2002).
[Tocpennuk y oBoMm JejcTBY je umTaBa rpyna ROS koje ce cTBapajy yHyTap WU Y
6nmu3uHK henujcke MemOpane U nmokpehy kackaay KMHa3a, akTHBHPAjy TPAHCKPHIILIMOHE
¢dakTope u rencky excmnpecujy. H202 je oaroBopan 3a ¢ocdopunanujy p70S6k na
mectuma Thr389 u Thr421/ Ser424. bnokana panaMUIIMHOM yKa3yje Ha IMOCPEIHUUKY
ynory mTOR y oBoj kackaau. Mehytum kako docdopunanmja 10CTHKE MAKCUMYM Y
pa3IMYUTUM BPEMEHCKUM MHTEpBAJMMa Y OJTHOCY Ha MMOYeTaK WHAYKIHUje (Ha MO3ULIUjU
Thr421/ Ser424 nocne 60 munyta, Ha mo3uuuju Thr389 nocne 120 munyTa) mpernocramba
ce yuemrhe u qpyrux kuHaza y ROS nocpenoBanoj aktuBanuju p70 S6 kuHase.

KakaB he yrunaj mmatu ROS Ha curHasiHe MOJIEKyJie 3aBHCH U O]l HbUXOBE

muctpubynuje y hemuju. Hamme, crBapame H202 on ctpane NOX je mokamn3oBaHO
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(Oakley u cap., 2009) jep ce aktuBupanu NOX KOMIUIEKCH YAPYXKYjy Y MOCEOHHM
henmujckum onespuMa. M aHTHOKCHIATHBHUM CHCTEM HUMa CBOjy CHEeHU(PUYHY
nokamu3amujy: GPx ce Hamasu y nwurocony, a CAT y mnepokcuzomuma. Duna
cybuenymapHa jgokanusanuja omoryhaBa ctBapame H202 rpagujeHTa Ha MecTMMa Ha
KOjUMa Cy CUTHAJIHU poTenHH ckoHneHTpucanu (Woo HA u cap., 2010).

V yclioBUMa MOBUILICHOT OKCHIATUBHOT cTpeca iN Vitro, HakoH TpeTMaHa BOJIOHUK
nepokcuoM, nosehana je excrnpecuja iINOS M HUTPOTHPO3MHA y TPaHYJIOLHUTHMA.
[IperxoaHO omucaHM pe3ydTaTH OBE CTYAMj€ Cy IOKa3ajid IOBHUILIEHY AKTUBHOCT
mTORC1 kommuiekca y ycioBUMa €HJIOT€HO MoBehaHOr OKCHJIATUBHOI CTpeca KOJ
6onecuuka ca XMH, koju ykpyuyjy u INOS/NO komIoHeHTy. Y HCTOM OKpYKemY, in
vitro, mosehana je aktuBHocT MTORCI1. PISBK/AKT/mTOR oHKOreHH CUTHAJIHU MYT je
noreHurjaaHa meta aejctsa iNOS u NO. MelytuMm, ekciepuMeHTalIHU TOJAlH KOjU Uy
y npuior xunote3n Aa iINOS u NO yuectByjy y aktuBanmmju mTOR u OHKOreHoj
CHUTHAIM3aLuju cy peTku. Lopez-Rivera u capagaumm (2014) cy ko1 MeaHoMa IMoKa3ain
Be3y usmelyy NO, ogrocuo excripecuje INOS u peBep3uduinne Hurposmiaiuje TSC2 koja
cnpeyaBa qumepuzanujy ca TSC1. YV oBoM curHamHoM myTy riiaBHU aktuBaTtop MTOR
kuHase je manma Rheb GTP-aza. TSC2 , xao Tymop cympecop, y komiuiekcy ca TSCI
nHaktuBupa Rheb u tume naxubupa mTOR u Monekyne HUCXOIHO y CUTHAJIHOM IIYTY,
p70 pubozomanny S6 kunazy u 4EBP1. [loBehana aktuBamuja mTOR non aejctBom
INOS je oHKOMONIKH 3HAYajHA jep CTUMYIHILE nponudepaiujy heiarja u pact Tymopa u
HEraTHUBHO ce€ oJpakaBa Ha amonTto3y. KinuHuuku 3Hauaj oBakBor naejctBa iNOS Ha
mTOR mnoka3aH je mo3uTUBHOM KopenanujoMm ekcrnpecuje iINOS u HUTpo3wiaiuyje ca
aktuBanujom S6K u 4EBP1. TSC2 cagpxu OpojHE HUCTEHHCKE aMHUHOKHCEIMHCKE
ocTaTke y (PyHKIIMOHAIHO 3HaYajHUM JIOMEHUMA, KOji MOT'y OUTH HUTpo3miIoBaHu. Kako
je NO nnejorponHu MoJIeKyJl, cBoja AejcTBa y perynanuju mTOR moxe 1a octBapyje u
IpyrMM MeXaHu3MuMa, Jenyjyhu Ha mosekyne ycxonHo o mTOR curnamxor myra,
KOBAJIGHTHUM Moau(UKalHjama MPOTeHHa Kao IITO Cy HUTpalldja W HUTPO3UJIAIH]a
(Lopez-Rivera E u cap., 2014).

Tymop cynpecopan p53 NpOTEMH Kao XOMOTETPAMEPHU TPAHCKPHUIILUOHU
dakTop, anMm W MEXaHW3MHMa HE3aBHCHUM O] TPAHCKPHIIIHjE, CTBapa ycCJloBe 3a
yknamame omrehene JIHK myrem pemapanuje ninm anonro3e. lberoBa mHakTHBAaIM]a WK

CMameHa EKCIPECcHja KapaKTepPUCTHKE Cy MHOTUX KaHIepa 1 mpema Velu u capaaHuimma
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(2007) mory OuTH mocieauIia OKCUIATUBHOT cTpeca kaaa mon yrunajeM ROS u RNS
nonazu jo S-rinyratuonunarnmje JIHK-Besyjyher momena. IlokazaHo je Takohe na
npucyctBo JAK2V617F myranmja yruue Ha GyHKIMOHATHY HHAKTUBAIM]y PS3 HMako cy
MmyTtamuje camor pS53 perke y XMH mnpe Tpanchopmanmje y aKyTHY MHJETOHIHY
neykemujy (Nakatake M u cap., 2012). Ucnutyjyhu ekcripecujy p53 y rpanyiouuTuMa
nepudepHe KpBU HAIIMX MCIIMTAHWKA HUje MMpoHal)eHa CTaTUCTUYKH 3HaYajHa pas3linKa y
OJIHOCY Ha AMjarHo3y WiM NpucyctBo JAK2V617F myrtanuje mMana je 3amaxeH TPeHI
cMmamema excrpecuje pS3 kox I1B xomo3urora u IIM® xereposurora. OBo je y ckiany
ca 70 caxa o0jaBJbEHUM, ONPEYHHM, pPE3yJITaTUMa KOjH Ce OIHOCE Ha Bedy m3Mmelhy
aktuBanuje AKT/mTOR curnansor myra u p53. Ha momeny xymanux ¢udpodiacta
MOKA3aHo j€ J]a Y OCHOBH CTapema, n3azBaHor aktuBanujoM AKT curHanHor myra, Jiexu
akymynamnuja p53 ycinen mTOR-om mocpenoBaHe CHHTE3€ U CTaOWIM3aIje IpOTEHHA
(Astle u cap, 2012). CymportHo oBome, AKT docdopunanujom MDM2, E3 youkBuTHH
Jurase Koja je rinaBHu anTaronuct p53 y henuju, noBoau a0 aerpananuje p53 (Ogawara
Y., 2002.). Excnpecuja p53 y henujama pe3ynrar je paBHOTEXE CYIPOTHHUX YTHUIIAja.

Pesynratu Hammx ekcriepuMeHaTa MOTBPIWIM Cy HIMPOK cnekTap yruuaja ROS
Ha CyIOMHY TpeTupaHux henuja, ol cTuMmyjangje nponudepanyje A0 HHAYKIH]jE
hemmjcke cmpTtu. Ha rpanynonutuma XMH OGonecHuka u 3apaBux ucnutanuka MTT
TECTOM TIOKa3aHO j& IUTOTOKCHYHO JIeJIOBakhe pa3ananuTuX KoHieHTpaiuja HoOz. OBome
j€ CBaKako JONPUHENO U TO IITO Cy M30JI0BaHE henuje Ouiie JUIIEHEe MPOTEKTHUBHOT
JIeJI0OBakba MHOTOOPOJHUX aHTHOKcHAaHaca u3 miazMme. ['youtak henmja Ouo je 103HO
3aBHCaH Koja 00€ Trpylne HCIUTaHWKa W HeyTpanucaH mnperpermManom ca NAC.
['panynouuT  OHKOJOHIKMX  OoOJecHMKa uMajy mnoBehaHy  HMHTpalenylapHy
KoHIeHTpauujy ROS, mTo je mokasaHo y HaIlloj aly U CTYIUjH APYTUX UCTpakuBaya (de
Cavanagh EMV wu cap., 2002). YV HaiieM eKCIEPUMEHTY TPaHYJIOLUTH OOJIEeCHHKA
UCTIOJBIIIN Cy Behy oTmopHOCT Ha mTeTHO AenoBamke H202, BepoBaTHO Kao pesynraT
O6ospe amanTaruje Ha Bucoke konreHTpamuje ROS (Devi GS u cap., 2000.). IIpema
IPETXOJHO OMUCAHUM pe3yJTaTUMa cMambeHy akTUBHOCT CAT umanu cy camo obonemnu
on XMJIL, nok je xox IIM® OonecHMKa aKTUBHOCT €H3MMa Y €pPUTPOLUTHMA Owuia
3HayajHo Beha y nopehemwy ca 31paBUM HCIUTAHUIIUMA.

Kako cy rpanynmouutn Beoma CEH3UTHBHE M peakTHBHE henuwje uuja ce

BUjaOUITHOCT y KyITypH Op30 cMamyje neo ekciepumenara ypahen je ca HEL henujama.
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OBe henuje mpencTaBibajy EpUTPONICYKEMHUjCKY henmujcKy JHMHH]Yy dHja  je
nudepeHIrjaluja 3aycTaBjbeHa Ha HUBOY €pUTPOHIHO-METaKapHOUTHOT IIPOTEHUTOPA.
HcnospaBajy KOHCTUTYTHBHY aktuBanujy JAK2 Tupo3uwH KMHa3e Koja je mocienuna
xomosurote JAK2V617F myranuje (Este ML u cap., 2005)

[To3naro je ma edekar mpuMeHe OKCHAATUBHUX areHca Ha mporece y henuju y
BEJIMKO] MEpPHU 3aBHUCHU O] 03¢ U AyXUHE BHUXxoBor jaenoama. H2O2 1 NAC cy y 0Boj
CTYZIUjY IPUMEH-CHHU Y BUTY jETHOKPATHOT TPETMaHa OCHM Y €KCIIEPUMEHTY KOjH j€ UMao
3a UWb KCIUTHBAKC YTHIAja BHUIICKPATHOT H3Jarama OKCHJAHCY Ha aKTHBHOCT
curHanHor myta. Edextn Tpermana mnpaheHnm Ccy y pa3lIdYUTAM BPEMEHCKHUM
UHTEpBaJIIMMA: 5 MuHYyTa 10 3 cara, ogHOCHO 24 h u 72 h.

JIBajsieceT 4eTBOPOYACOBHU TECT BUjaOMIHOCTH (Iponudepaliyje) nokasao je aa
je 6poj HEL henuja tpetupanux ca H202 3a 40% mamu y ogHocy Ha KoHTpoday. [Tocie
TpPETMaHa paraMUIIMHOM BHjaOMITHOCT henmja ce momaTHo cMamuia ykaszyjyhu Ha 3Ha4aj
aktuBHOT MTOR curHagHOT mMyTa 3a MpeXUBJbaBamka hemuja y KynTypH.

VY jmocamanimuM UCTpaXHBAambMMa IOKa3aHa je Be3a m3Mmely mo3e U BpeMeHa
U3JI0KEHOCTH ca CTENEeHOM olTehema MaKpoMOJIEKyla KOjU JIOBOAE 1O MaJlurHe
TpaHcopmaruje u anonro3e uian henujcke cMptu (Giilden M u cap., 2010). Mehytum,
TOTOBO J]a HEMa HCTPaXMBama Koja ce 0JIHOCe Ha Be3y m3Mely J03e, OTHOCHO BpeMeHa
nenoBama ROS 1 aKTHBHOCTH CUTHAJIHUX TyTEBA.

Ucnuryjyhu excnipecujy pAKT u AKT noa yrunajem H202 nopact akTHBHOCTH
peructposa je nocie 30 MuHyTa 1a 61 ce y Tpehem caty BpaTno Ha OYEeTHE BPETHOCTH.
CrnuuHy TUHAMUKY aKTHUBaIyje peructpoasiv cMo U ko mTOR kunaze. OHOC aKTUBHE
u ykynHo ekcrnpumupane opme mTOR 6uo je y 30. u 60. munyTy 3HauajHo Behu y
nopehewmy ca HerperupanuMm henujama. Tperman HEL henuja ca mawom no3om H20:
U3a3Bao je kpaTkoTpajHy akTuBanujy mTOR kunaze (15 munyta). AkTuBanuja sehum
KOHIIeHTpaljama tpajaia je ayxe, 1h (0,5 mM H202) omrocuo 3h (0,3 H202 mM). YV
eKCIIepUMEHTY ca pa3znuautuM no3ama H202 30 MuHyTa mociie ctuMymnanuje 3a0ernexexH
je 3Hauajuu mopact akTuBHOCTM MTOR u S6 kunaze y HEL henujama. Edexar
aKTUBAIM]je je U30cTao y rpynama koje cy npe H202 tpetupane ca NAC. OBu pe3ynratu
OwIH Cy y CKJIaoy ca pesyiTraruma JOOWjeHHM Yy €KCIIEPUMEHTY ca TPaHyJIOIUTHMA
Hamux ucnutanuka. Cinyad edekar nooujeH je y uctpaxuamwy ca MO7e hemujckom

JMHUAJOM XyMaHHX Merakapuonura. Tperman ca H202 3Ha4yajHO je cMambHO aKTUBHOCT
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docdaraza u nosehao dhochopunanujy Tuposuna henujckux nporenna. [Ipumena NAC
cMamuiIa je crerneH ¢ochopunanyje. 3aHMMIbUBO je aa je ekcrnpecuja BCR/ABL
OHKOTeHa y OBUM henujamMa mmasia UCTH YTUIA] Ha (GochOpUIN]y MPOTEHHA Kao U
npumena H,O» (Sattler M u cap., 2000).

Haxo perynuiie akTUBHOCT cUTHaIHUX mmyTeBa H2O:2 HHje kiacMuaH CHTHAJHU
MOJIEKYJI KOju ()YHKIMOHUIIIE 110 IpUHIHITY JIurana-perentop. [lomyxusot H202 je Bpio
Kparak, y auMQonuT™Ma, Ha mpuMep, U3Hocu cBera 1 ms. [IMpeKTHUM JeloBamkeM Ha
npyre penokc cucreme kao mro cy NADPH/NADP, rmyraTnon/okcu10BaHH ITyTaTHOH,
TUOPEJOKCHH/OKCHIOBAaHN  THOPEAOKCHH, mpotenH-SH/mporenn-S-S-R perymnume
nposmdepanujy, amontozy u curnanue nyrese (Bienert GP u cap., 2006). Kon npumene
H202 y ekcrepuMeHTaIHUM ycjaoBHMa OWTaH (akTOp KOjU YTHYE Ha pe3yirTar je
TPaHCHOPT MoJieKyaa Kpo3 memOpany. Hamme, H20. Op3o mponasu kpo3 mmiazma
MeMOpaHy aiy je TpaHcropT orpannyeH. [lokazaHo je 1a KOHCTaHTa MepPMEadITHOCTH Tj.
MPOIYCTIEUBOCT I1a3mMa Memopane 3a H2O» 3aBucu o daze henujckor pacra u 1a je net
nyra Beha y ekcrnoneHuujanHoj ¢aszu pacra (Sousa-Lopes u cap., 2004). Bogonuk
HNEPOKCHJI Ce Kpo3 Iula3Ma MeMOpaHy TpaHCIOpPTYyje CHUCTEMOM akKBaropuHa (rpyme
TpaHCMEMOpPaHCKUX TpOoTernHa Koju (opmupajy mope 3a Op3u TpaHCHIOPT MOJIEKYJia
BOJI€). 3a TPaHCIOPT Kpo3 MeMOpaHe JeyKeMH]CKUX hennja HajBaKHUJU Cy aKBaIlOpUH 3
u 8. O BUX0oBOT Opoja U aKTUBHOCTH KOJU CE€ MOT'Y MEHATH Y PA3IMYUTUM OKOJTHOCTUMA

3aBHCH CTelieH nepmeadmwiHocTn memopane 3a H202 (Vieceli Dalla Sega F u cap., 2014).

Kao npyru okcunanc kopurhen je AAPH ca Beoma 1yruM NoiayKHUBOTOM, YHjUM
pa3iarameM KOHCTAaHTHO M JHPEKTO TPOMOPIUOHAIHO KOHIIGHTPALUjH HACTajy
nepokcun paaukanu (ROO-). Ananuzom excripecuje AKT u pAKT nporenna npumehen
j€ pelMIpoYHu OJHOC M3Mel)y akTHBHOCTM KHMHA3€ M JI03€ OKCHJaHCa - ca MopacToM
koHueHntpauuje AAPH onanana je aktuBHocT AKT y HEL henujama.

VY exnepuMeHTy y kome cy hemuje 24 vaca tpetupane ca AAPH w/mmm NAC
peructpoBaHa je mnoBehana ekcmpecuja pAKT y cBuM rpymama TpeTHpaHHM ca
anTuokcuaancoM (NAC), na 6u mocie 72 h ak THBHOCT KrHa3€e OMI1a rOTOBO MCTa Kao KOJT
HeTpeTupaHux henuja. Mlctu TpeTMaH UMao je cynpoTHH edekar Ha aktuBaiujy mTOR
KHHa3¢e Koja je Omia moBehaHa mociie JiBajeceT dyeTBopodacoBHOT jaenoBaba AAPH u
cmamena moj yrurajeM NAC. OBaj packopak y akTHBallMju KWHa3a Morao OW ce

00jaCHUTH HEraTUBHOM IIOBPAaTHOM CIPEroM Koja je ONHcCaHa Yy CKJIOMY
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PISBK/AKT/mTOR curnamsor myra, a 4dju MeXaHu3aM HUje 10 Kpaja pacBerbeH (Wang
X u cap., 2017).

JIBaneceT yeTBOpovacoBHM BHUIIeKpaTHU TpeT™MaH ca HoO2 u NAC Huje 3HauajHO
npomenno aktuBanujy mTOR y nopehewy ca konTponHom rpynom. IIpernocrasiba ce
Ja je wu3Narame hendja JyroTpajHOM JCjCTBY PEAKTUBHUX OKCHAA JOBEIO [0
aKyMyJianja u3MEeBhEeHUX MaKpoOMOJIeKyla U MHTEH3UBHUjUX mopemahaja y henujckum
npolecuMa IITO 3a IOCHENUIly MMa yia3ak henuja y cTame penapainuje HacTalux
IIPOMEHA UIIM CTame aganTanuje Ha Bucoke koHuentpamnuje ROS (Davies KJA, 2000).

WNuTpanenynapHo penokc crame, ciaudHo pH crarycy WM JOHCKO]
KOHIICHTPAIUJH y IUTOCOIY MeHa (DU3HOJIOMIKO OKPYXKECHe M (PYHKIHjy TPOTEHHA
(Bienart GP u cap., 2006). Cymaiiija MHOrOOPOjHUX OKCHIO-PEIyKIIMOHUX MMPOMEHA U
BUX0Ba MehycoOHa uHTepakiuja oapehyje koHauHu pe3ynrar nenoBama ROS.

[Tojauana aktuBanmja hemujckor mukinyca kogq XM nose3ana je ca moBehanom
kommmanHOM ROS (Tothova Z u cap., 2007). Henocrarak aktuBae AKT kuHaze Moxe ce
JIEIUMUYHO HAaJIOMECTUTH moBehameM MHTpalenynapHe konuentpauuje ROS (Juntila u
cap., 2010). Y namoj ctyamju 3HauajHO je cMameH Opoj HEL henuja y GOGldasm, a
nosehan O0poj henuja y S ¢asu Hakon Tpermana ca H20:,

Peponi u cpaguuim (2006) mokaszanu cy y cBom panay aa o6mokaga AKT/mTOR
CUTHAQJIHOT TyTa Jieyje MPOoanonTOTCKH M aHTHMNpoiudepaTuBHO Ha henuje numdoma.
MTOR ce cmarpa HLEHTpaJHUM KOOPJMHATOPOM JIBa KJbydHa henujcka mporieca:
henmujckor pacra u geobe hemmja. Curnane koje Jqo0OHMja MyTeM HYTPUTHBHHX U
MUTOTE€HUX CTUMYyJlyca NMpEeHOCH N0 cBOjux edekropa. AxktuBHe (popme SO6K1 u 4E-
BP1/ETIF-4E Baxue cy 3a mporpecujy C2C12 muobnacra kpo3 Gl ¢a3y henmjckor
mukinyca (Fingar u cap., 2004). V henujama xapumHOoMa oBapHjymMa 4uja je OuTHa
KapakTepucTuka amiuiMpukanyja resa 3a 1100 nogjenununy PI3K u xunepakrusaruja
AKT/mTOR curnansor myra nokasasa je KJby4yHa yjora oBux eexkropa y npomaramuju
Kpo3 henmjcku 1UKIyc M ekcrnpecuju nukiauHa D1, muknuH 3aBucHe kuHaze CDK4,
CDC25A u dpocdopunanuju petuHoOmacToMa. TpeTMaH parnaMuIImHOM U HHXUOUTOPOM
PI3K kunaze (LY-294002), 3aycraBiba henuje y G1 ¢asu (Gao u cap., 2004). Uctu
edekar nmana je npuMmena panamunraa Ha HEL henujama y namoj cryauju. Pesynratu
UCIMTHBAama IiN Vitro mokaszanu cy 3HauajHO cMamere Opoja HEL henuja y meo6u HakoH

onokane mTOR.
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OBo je y ckiany ca mocraBkoM Pietrasa u capagnuka (2011) ga PI3K/AKT/mTOR
CHUTHAJIHU ITyT UMa KJbYUHY YJIOTY Yy MOKpeTamy henujckor nukiyca kog XMh tako mro
aKTUBUpA MUKJIMH D ¥ NUKIMH 3aBUCHE KMHA3e BakKHE 3a npomnaraiyjy kpo3 Gl ¢asy.
Pamamuiua cmamyje npomudepanujy XMh (Yilmaz u cap, 2006), a uctu edekar
omokage mTOR moxka3zan je Ha mumjem mozeny (Chen u cap., 2009). OBo je y ckiamy ca
HAIIOM CTYJUjOM TJe je MOoKa3aHa MO3UTHBHA Kopenaiuja usmely Opoja hemmja y S u
G2M a3u hemujckor nukiayca u aktuBHocTt mMTOR y HEL henujama HakoH TpeTMaHa
ca H202. CymporHo oBome aktBHOCT MTOR knHa3e HeraTMBHO je Kopeiupaia ca
opojem henmuja y GOG1 ¢a3u mro cBe ckymna ykasyje Ha cTUMYJIaTuBHO JejctBo MTOR
KrHa3e Ha mponudepanujy hemmja tperupanux H202 Tj. y ycmoBuMa OKCHIATHBHOT
cTpeca.

Azot MmoHokcua u ROS nmajy BakHy ynory y cBuM (hazama KaHIEpOTreHe3e Kao
OITO Cy HWHHUIMjaldja, Tporpecuja W mnpomnaranuja. Manurne henmuje y cramy
NEPMaHEHTHOT OKCHIATHBHOT CTpeca pa3BUjajy aJlaTHBHE OATOBOPE MpE CBETa Y BUIY
noBehaHor cTeneHa akTUBHOCTH aHTHOKCHIATHBHE 3amTuTe. Y paHuM (aszama pasBoja
Tymopa, ROS cBojUM LIMTOTOKCHYHUM JEJIOBAKEM EIIMMUHHILE OCET/BUBH KJIOH hemuja
u ¢aBopusyje nponudepanujy MaJurHux henmja Koje Ccy pe3UCTaHTHE HE caMoO Ha
nenoBamwe enaoreHnx ROS Beh u Ha TepaneyTuke koju nmyreMm wux aenyjy (Manda G, u
cap., 2009). Tlopen pe3ucTeHIMje KapaKTepUCTHKa MalurHux hemwja je u moBehana
npoaykija ROS kao mocneauna yOp3aHor Meradosim3Ma TIyKO3€ U HWHTEH3UBHOT
TpaHCHOpPTA ENEKTPOHA KPO3 pecnupaTopHu jaHal Mutoxouapuja (Kim u cap., 2005).
[Topact ROS y xemartomoerckum henujama non yrunajem BCR/ABL, JAK2V617F,
PI3K, AKT u mTOR kunaze cTBapa 3auapanu Kpyr y kome HoBa omrehema JJHK Boze
Ka Iporpecuju 60JIeCTH.

PesynrtaTtu oBe cTyzauje cy mokasaliu ocTojame OKCUIAaTUBHOT cTpeca ko XMH,
koMe mory gonpuHetd 1 ROS u RNS 1 0Bo cy nnpBu pe3yntaTu Koju yKasyjy /1a Ou cTame
ajanTanuje Ha okcuaatuBHH crtpec kox Ph™XMH wmormo ga moBeae a0 mporpecwuje
6onectu. Kao BakHO 3amakame M3/Baja ce pasnuuura ceHsutuBHOocT mTOR kunHaze
NPUIMKOM IIPOMEHE PEIOKC CcTama KoJ 37jpaBux U 6osnecHuka ca XMH, mto yka3syje Ha
KOMIUIEKCHOCT myTeBa y koje je mMTOR kuHaza ykjbyueHa U HUXOBY U3MEHEHOCT KOJ
OBHX XEMAaTOJIONIKNX MAJIATHUTETA. 3a cajia Ce HAIlIA PE3yITaTH, Y HEIOCTATKY MoIaTaKa

o0 nejctBy penokc moreHnujara Ha mTOR y XMH wnm apyrum XeMaTOJOIIKHM
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ManurHUTETHMA (00jaBbeHe Cy nBe cTyauje o perynamuju MTOR-a xox MenaHoma,
Lopez-Rivera E u cap., 2014 u Hambright HG u cap., 2015), mory nocMarpatu camo y
IIUPEM KOHTEKCTY peaokc curHanusanuje yHyrap mTOR curnamnor myra. Taxohe,
NpPUKa3aHU pe3yITaTd Cy YKa3aaud Ha crtumyiatuBHO zaejctBOo MTOR kuHaze Ha
nposmdepannjy henuja y yciaoBuMa okcugatuBHor ctpeca. [loBehana nponykuuja ROS
jaBJba ce y OJITOBOPY HA CTUMYJIANH]Y (paKTOpUMa pacTa IITO je CIydaj ¥ ca aKTUBAIIH]OM
mTOR curnanHor myra, crora He U3HeHaljyje MOryhHOCT BbHXOBOT CHHEPTUCTHYKOT FITH

YKPUITCHOT ACJIOBAbA.
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6. 3AKbYULIU

1. Anammza excmpecuje MapkKepa OKCHIATHBHUX omrehema MOJEKyda H
aKTHBHOCTU aHTHOKCHJIaHaca I0Ka3ala je MOCTOjalke OKCHIATUBHOT CTpeca KO/
XMH.

2. Kon nmojennuaunnx noarunoBa XMH nocrojane cy 3HauajHe pa3iivKe y HOTJICTY
aKTMBHOCTH €H3MMa AaHTHOKCHJATHBHE 3aIITHTE Y EPUTPOLUTHMA. Y TPYIH
Oonecanka ca XMJI akTuBHOCT BehumHe aHTHOKCHUIATUBHHMX €H3UMa je Ouiia
3HAYajHO CMambEHA.

3. V3 nosehany npoayknujy ROS u RNS kox [IM® Gonecnuka 6una je nmopehana
¥ aHTHOKCHJAaTUBHA 3amThTa. OBO Cy MPBH PE3yJTAaTH KOjU yKa3yjy Aa Ou crame
anmanranuje Ha okcunatusHu ctpec kox Ph"XMH morsio ga goBeze 1o nporpecuje
Oonectu.

4. WatakTHU rpaHynonuTH OonecHuka ca XMH umanu cy Behy KOHIIEHTpanujy
unTpanenyiapaux ROS y nopehemwy ca koHTposama.

5. Tlosehana excrpecuja HUTpOTHPO3MHA U 6p0j iINOS-TIO3UTUBHUX TPAHYJIOLNTA Y
XMH, kao ompa3 okcumatuBHHX omTehewma u aktuBanuje hemuja, Owim cy
Haju3pakeHUju Koz OosecHuka ca XMJL

6. VY ycroBuMa OKCHAATUBHOT CTpeca JETEKTOBaH je MmoBehaH cTeneH akTHBalWje
AKT n mTOR kunaza y rpanynouutuma Behune OonecHuka ca XMH vy
nopehemy ca xoHTponama. Excnpecuja pSOK, mosuTuBHO je kopenupana ca
axtuBaijom AKT/mTOR y rpanynonuruma.

7. AxtuBHOocT mTOR kuHa3ze y kocTHOj cpxu nosehana je ko 6onecHuka ca [IM®
U TO3UTHBHO j€ KOpelupaja ca aKTUBHOLINY OBE KHMHAa3e y TpaHyJOLUTUMA
nepugepHe KpBH.

8. VY invitro ycmoBuma mokaszano je ga HoOz cTuMynaTHBHO Jeiyje Ha aKTHBAIH]Y
MTOR, kao u Ha ekcnpecrjy INOS M HUTPOTHpPO3MHA Y TpaHYJIOIMTHMA
OonecHuka W 3ApaBux KoHTpoisa. mTOR kuHa3a wucmosbuia je pasiudury
CEH3UTHBHOCT MPUIMKOM INPOMEHE PeJOKC CTama KoJ OonecHuka ca XMH y

OJTHOCY Ha 37[paBe UCTTUTAHUKE.
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10.

11.

12.

['panynonuty OGOJECHWKA WCHOJBUIM Cy Behy OTIOPHOCT HA IIUTOTOKCUYHO
nenoBatbe H2O2 y omHOCy Ha 31apaBe MCIUTAHHWKE, IMTO yKa3yje Ha O0Jby
ajJlanTaiyjy Ha BUCOKe KoHIeHTpamuje ROS.

H20: je menoBao cTUMYJIAaTUBHO Ha aKTHBAIM]y hemujckor nukiryca. AKTHBHOCT
MTOR kuHa3e je BaxHa 3a mpoiazak hemuja kpo3 Gl ¢a3zy ¥ MO3UTHBHO je
Kopenupana ca Opojem henmja y S dasu Hakon Tpermana ca H2O» Pesynraru
yKa3zyjy Ha cTuMysiatuBHO nejctBo MTOR kuHa3ze Ha nponmdepanujy henuja y
yCIOBHMa OKCHUJIATUBHOT CTpeca.

Ha aktuBHocT mTOR curnanaor myra kox HEL henwmja yrumanu cy Bpcera u
KOHIICHTpAIlKja MPUMEHEHUX OKCHIaHAca Ka0 U BPEME BbUXOBOT JEJIOBAbA.
Wznarame HEL henuja gyrorpajuom aejectBy H2O2 HMje 3Ha4ajHO MPOMEHUIIO
aktuBaijy mTOR, mro ykasyje aa akymyiaiyja OKCHIATUBHO H3MCHCHUX
MaKpoMOJIeKyja [OBOAM [0 CTama pernapanuje HacTalux IMpPOMEHa WU

ajanranyje Ha BUCOKe KoHIeHTpamuje ROS.
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2A,TOR1

HEL - enri. Human erythroleukemia cells

IGF-1 - enrn. Insulin-like Growth Factor 1, uacynuny cinuuan ¢akTop pacta
JAK?2 - enrn. Janus activated kinase, janyc kuHa3za

MDSCs - enra. Myeloid-Derived Suppressor Cells, mujenonnate cynpecopcke henuje
mMLST8 - enra. mammalian lethal with SEC13 protein 8,Gbetal

MPL - enrsn. Myeloproliferative Leukemia virus oncogene



MTOR - enrsii. Mammalian target of rapamycin

NAC - N-amerwn nucreny

NADPH - enru. Nicotine adenine dinucleotide phosphate, aukotun ageaun
nuHykiaeotua Gocdar

NFkB - enrn. Nuclear factor kapa B, nykieycuu dakrop kana B

NOS - enrn. Nitric Oxide Synthases, cuHTa3a a30T MOHOKCH 1A

NOX - NADPH oxkcunasa

PDKZ1 - enru. phosphoinositide dependent kinase 1, dochonro3utua 3aBucHa KHHa3a
Ph'XMH/ Ph* XMH - ®unanenduja xpomozom HeratuHe/ unanenduja xpoMozom
MO3UTHBHE XPOHUYHE MHjeIonporidepaTnBHE HEOIIa3Me

P1-3,4,5-P3 - docdatuaun uHo3uToa Tpudocdar

PI3K - enrn. phosphatidylinositol-3 kinase, dbocdaruaunnaosnton-3-kuHasza

PKC - enra. protein kinase C, mpotenn kuna3za C

PRAS40 - enra. proline-rich Akt substrate 40 kDa

PTEN - enrn. phosphatase and tensin homolog

Raptor - enr. regulatory associated protein of mTOR, Rapamycin sensitive protein
Rictor - enru. Rapamycin insensitive protein

RNS - enru. reactive nitrogen species, peakTUBHE BpCTE a30Ta

ROS - enrn. reactive oxygen species, peakTHBHE BPCTE€ KHCEOHUKA

S6K1 - enru. ribosomal p70S6 kinase, pubo3omainna S6 kiHa3a

SCF - enrn. Stem Cell Factor, ¢pakrop matnunux henuja

SIN1 - enrn. SAPK-interacting protein

SOD - enru. superoxide dismutase, cynepokcu aucmyrasa

STATS - enrn. Signal Transducer and Activator of Transcription factor 5
TSCL/TSC2 - enra. tuberous sclerosis complexes 1 and 2,Ty6epockiiepo3Hu KOMILIEKC
1/2

AMUJI - akyTHa MUjeJIOU]IHA JIEyKEMH]ja

AMP - anenosun MoHodocdara

ATP - anenosun Tpudocpara

JAHK - ne3okcupuOOHYKIEHMHCKA KHCEINHA

EIIO - eputponoerpun

ET - eceHuujanHa TpoMOOLUTEMH]A



uPHK - undopmanmona pubOHYKIECHHCKA KUCEINHA
MIA - mManoHIAACXUT

IIB - monumuTeMuja Bepa

IIK - nporenH kapOOHUT

IIM® - npumapna mujenodubdposa

THO - TpomOonoeTux

XMJI

XpPOHMYHA MHU]jEJIOUIHA JICYKEMH]ja
XMH - xpoHu4He MujenonpoiaudepaTuBHe HEOoIIa3Me

XMT - xemartornoercke MmatnyHe henmje



buorpadcku mogamm

Hp HparocinaBa bBuxuh pohena je 4. 8. 1975. rogune y Cypaynuiy, rae je
3aBpIINJIa OCHOBHY IIKOJIy ¥ THMHA3Hjy OIITET cMepa Kao Hocuial BykoBe gumiome.
Ha Menununckom ¢akynrery YauBep3urera y beorpany numnomupaina je 30. 9. 2004.
roJMHe ca MmpocedyHoM oreHoM 9,23. Vcre roamHe Ha OBOM (akyiTeTy ymucama je
MOCIEAUIIOMCKE CTYAHM]je - CMEp EHJIOKPHUHOJOrHja. YCMEHHM MarucTapcku HUCIHUT
nonoxkuna je 28. 10. 2008. ronune ca onenom 10, a Marucrapcky Te3y MoOJl HACIOBOM
"AkyraH edekaT eTaHoNa W OJIOKaNe CHHTE3E a30T-MOHOKCHIA HAa CTPYKTYpPHE H
(GyHKIIMOHATHE KapaKTepUCTUKE HanOyopexHe skie3ne", uuju je menrtop IIpod mp
Cserozap lamjanoBuh u komentop H. Cas. 1p Mupena byneu, onbpanuna je 25. 5. 2010.
roguHe Ha MenuuuHckoM ¢akynrery YHuBep3utera y beorpany. Ha ucrom dakynrery
NpUjaBUIIa j€ TIOKTOPAT U3 XeMaToJIOTHje.

3amocnena je y MHCTUTYTY 3a MEIUIIMHCKAa UCTPaKUBamba, YHHUBEP3UTETA Yy
beorpany, kao ucrtpaxkuBauy-capagHuk [pyme 3a MoJeKylapHy OHKOJIOTH]Y KOjOM
pykoBogu H.CaB. np Bmagan Yoxuh. TpeHyTHO je aHrakoBaHa Ha IpOJEKTY:
,LYcruTuBame maroreHese xemaronomkux Mmanurautera (MITH; 175053, nepuonx 2011-
2017; pyxoBoaumnan ap Brnanan Yokuh, HayuHM caBeTHHMK) (DUHAHCHPAHUM O] CTPaHE
MunuctapcrBa 3a npocBeTy W Hayky PenyOnuke Cpb6uje. Behe nHayunux obnactu
MEIMIMHCKUX HayKa, YHUBep3uTeTa y beorpany, 29.3.2016. roause aano je carlacHOCT
Ha MpeUIor TeMe JIOKTOpCKe JucepTaluje Moja Ha3HUBOM:,, YTHIQ] PEaKTUBHUX BpCTa
KuceoHMKka Ha aktuBHOCT MTOR  cuwrmamHor myra Koja  TamujeHara ca
MUjenonpoaudepaTUBHUM HeoIuta3MaMa™ Koja je JIe0 Tope MOMEHYTOT UCTPaKUBAUKOT
npojekta. MeHTop aokTopcke nucepranmje je IIpod np Annpuja bormanosuh, a
komenTop B.H.Cap. np Iparana Mapkosuh.

UctpaxkuBauku onmyc Mp JlparocnaBe bukwuh, ykibydyjyhu marucrapcky Tesy,
obyxBara 47 HaydyHuX ImyOsmkanja: 17 pagosa y Mmel)yHapoITHUM 9acOMMCUMA, jeaH pajl
HmITaMIaH y HallMOHAJTHOM dYacomucy, 18 caommrema ca MehyHapogHuX ckymoBa u 11

CaoMUITCHa Ca CKYyIoBa OJf HAllTHOHAJTHOT 3aHaqaja mraMiiaHa y u3Boay.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a [parocnasa Bukuh

broj upisa

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

_YTuLaj peakTVBHWUX BPCTa KNCEOHWKA Ha aktusHocT mTOR curHanHor nyTta Kog
nauvjeHaTa ca MujenonponudepaTneHm Heonnasmama“

e rezultat sopstvenog istraZivackog rada,

o da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

« da su rezultati korektno navedeni i
« da nisam kréio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, <& € 2014




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
‘ doktorskog rada

Ime i prezime autora [parocnasa hukuh

Broj upisa

Studijski program _

Naslov rada ,,YTvLaj peakTuBHUX BpCTa KUCEOHUKa Ha aktusHocT MTOR curHamHor

nyTa KoZ nauujeHaTta ca MujenonponudepaTMeHuM Heonnasmama®

Mentor Mpod ap Axapuja borgaHosuh,,

Potpisani [parocnasa bukuh

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, <& ¢ “o&
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Prilog 3.

Izjava o koris¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

,,YTuUUaj peakTMBHUX BpPCTa KMceoHuKa Ha aktueHocT mTOR curHanHor nyta
ko[ nauumjeHaTa ca mujenonponudepaTMBHUM Heonnasmama“

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrZane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@ Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

o Bk
U Beogradu, __=6- & =+~
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