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SAZETAK

Jezgrica ima znacajnu ulogu u sintezi ribosoma te je vazan senzor stresa u stanici.
Sinteza ribosoma neophodna je za povecanje kapaciteta sinteze proteina tijekom rasta,
diobe i diferencijacije stanica. Poznato je da su jezgrice povecane u vecini zlo¢udnih
tumora zbog intenzivne sinteze ribosoma koja je potrebna za brzi rast i diobu stanica. Kao
posljedica povecane sinteze ribosoma ¢esto dolazi do morfoloskih promjena struktura u
jezgrici. Brojni protutumorski lijekovi svoj uc¢inak ostvaruju putem inhibicije sinteze
ribosoma na razlicitim koracima 1 inhibicije rasta stanice te na taj nacin onemogucuju rast
1 diobu zlo¢udno preobrazenih stanica. Za bolje razumijevanje molekularnih mehanizama
putem kojih protutumorski lijekovi, etopozid i doksorubicin, ostvaruju svoj uéinak u
lije¢enju zlo¢udnih tumora u ljudi, u humanim stanicama A549 ispitala sam njihov utjecaj
na aktivaciju supresora tumora p53 upotrebom metode Western blot. Osim toga, ispitala
sam njihov u¢inak na morfoloska svojstva jezgrice odredivanjem izrazaja biljega UBF-a i
fibrilarina upotrebom metode imunofluorescencije te njihov utjecaj na aktivnost RNK
polimeraze I odredivanjem izrazaja glasnicke RNK za 47S pre-rRNK metodom gRT-PCR.
Tretman stanica s etopozidom i doksorubicinom doveo je do aktivacije supresora tumora
p53 kao i aktivacije njegovog ciljnog gena, p21. Tretman stanica s doksorubicinom doveo
je do znacajnih morfoloskih promjena jezgrice koje se o€ituju u formiranju nakupina
fibrilarina i UBF-a na rubovima oSte¢ene jezgrice, dok tretman stanica s etopozidom nije
imao utjecaj na morfoloSka svojstva jezgrice. Osim toga, doksorubicin je sprije¢io izrazaj
47S pre-rRNK §to je rezultiralo inhibicijom sinteze ribosoma, dok etopozid nije imao
utjecaj na izrazaj 47S pre-rRNK. Poznavanje molekularnih mehanizama djelovanja

protutumorskih lijekova ima vaznu ulogu kod izbora terapije za lijeCenje.

Kljuéne rije¢i: sinteza ribosoma, jezgrica, etopozid, doksorubicin, supresor tumora
p53, p21, RNK polimeraza I, 47S pre-rRNK



SUMMARY

The nucleolus has a significant role in ribosome biogenesis and is an important sensor
of stress in the cell. Ribosome biogenesis is necessary to increase protein synthesis
capacity during cell growth, cell division and differentiation. It is known that in most
malignant tumors, nucleolus has been increased due to the intense ribosome biogenesis
which is needed for rapid growth and cell division. As a result of increased ribosome
biogenesis, morphological changes in the structure of the nucleus often occur. The effects
of numerous anti-inflammatory drugs are achieved by inhibition of ribosomal biogenesis
at different steps and inhibition of cell growth thus prevent the growth and division of
malignant cells. For a better understanding of the molecular mechanisms by which anti-
inflammatory drugs, etoposide and doxorubicin, have an effect on the treatment of
malignant tumors in humans, in human A549 cells | tested their influence on the
activation of p53 tumor suppressors using the Western blot method. In addition, | tested
their effect on the morphological properties of nucleolus by determining expression of
UBF and fibrillarin using the immunofluorescence method. Also | tested their influence
on the activity of RNA polymerase | and the expression of the messenger RNA for 47S
pre-rRNA using the gRT-PCR method. The treatment of cells with etoposide and
doxorubicin resulted in activation of p53 tumor suppressor as well as activation of its
target gene, p21. Also, treatment with doxorubicin resulted in significant morphological
changes in the nucleolus manifested in the formation of fibrillarin and UBF clots at the
edges of the damaged nucleolus, while the treatment with etoposide had no effect on the
morphological properties of the nucleolus. In addition, doxorubicin prevented the
expression of 47S pre-rRNA resulting in inhibition of ribosome biogenesis, while

etoposide had no effect on the expression 47S pre-rRNA. Understanding the molecular



mechanisms of anti-inflammatory drugs plays an important role in selecting treatment

therapy.

Key words: ribosome biogenesis, nucleolus, etoposide, doxorubicin, p53 tumor

suppressor, p21, RNA polymerase I, 47S pre-rRNA
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. RIBOSOMI

Ribosomi su stani¢ni strojevi prokariotskih i eukariotskih organizama na kojima se odvija
sinteza proteina. Unutar stanice, ribosomi se nalaze slobodno smjesteni u citosolu ili vezani za
membranu endoplazmatskog retikuluma, u nakupinama zvanim poliribosomi. Ribosomi

vezani za glasnicku RNK (engl. messenger RNA, mRNA) aktivno su mjesto sinteze proteina

(1).

Ribosomi prokariota, iako su sitniji i sadrze manji broj razli¢itih proteina, imaju sli¢nu
gradu kao 1 ribosomi eukariota. Oni su sastavljeni od velike i male podjedinice, a svaka od
njih sadrzi karakteristicne proteine i molekule rRNK (engl. ribosomal RNA, rRNA).
Prokariotski ribosomi (70S) izgradeni su od male podjedinice (30S) i velike podjedinice
(50S). Podjedinica 30S sastoji se od 16S rRNK i 21 proteina, dok se 50S podjedinica sastoji
od 23S i 5S rRNK te 31 proteina. Za razliku od njih, eukariotski ribosomi izgradeni su od
male podjedinice (40S) koja je gradena od 18S rRNK i 33 proteina te velike podjedinice (60S)

izgradene od 28S, 5,8S i 5S rRNK te 47 proteina (1) (slika 1).

.

Mala ’ 18S rRNK
podjedinica 33 proteina

(‘i’_egl_‘a_ 288, 5,85 i 5S rRNK
=L 47 proteina

Ribosom 80S

Slika 1. Grada eukariotskog ribosoma. Eukariotski ribosom (80S) sastavljen je od male i
velike podjedinice. Mala podjedinica (40S) gradena je od 18S rRNK te 33 proteina, a velika

podjedinica (60S) od 28S, 5,8S i 5S rRNK te 47 proteina.



Podjedinica ,,S” izrazava koeficijent sedimentacije te oznacCava brzinu taloZenja pri

centrifugiranju. Ona se jo$ naziva i Svedbergova jedinica/konstanta koja predstavlja jedinicu

vrijednosti 1x10%3 s. (2)

Jezgrica (engl. nucleolus), najistaknutije tjeleSce jezgre, predstavlja mjesto transkripcije |
obrade rRNK te mjesto formiranja ribosoma. Ona je odgovorna za formiranje potrebnih uvjeta
kako bi se zadovoljile potrebe za reguliranom i efikasnom proizvodnjom rRNK, kao i za
sintezu ribosomskih podjedinica (1). Njezina uloga je izuzetno znacajna jer je potreban veliki
broj ribosoma kako bi se mogle zadovoljiti potrebe stanica za sintezom proteina koji ¢ine 80

% suhe mase stanice.

Poremecena regulacija u sintezi ribosoma pokazuje znaajnu povezanost s poveéanim
rizikom od razvoja tumora. Pojacana sinteza ribosoma rezultat je mutacije gena, aktivacije
brojnih onkogena ili gubitka tumor supresorskih gena te ima kljuénu ulogu u inicijaciji i

progresiji tumora (3).

1.1.1. Geni za ribosomsku rRNK

Dijelovi kromosoma koji sadrze gene za 28S, 18S i 5,8S rRNK nazivaju se nuklearnim
organizacijskim regijama (engl. nucleolus organizer regions, NOR). Te regije sadrze skupinu
uzastopno ponavljaju¢ih gena za rRNK, koji su medusobno odijeljeni nekodiraju¢im

sljedovima (1).



1.1.2. Transkripcija i doradba ribosomske rRNK

Prepisivanje gena za rRNK odvija se unutar jezgrice pomo¢u RNK polimeraze. RNK
polimeraze, za transkripciju gena, trebaju dodatne transkripcijske faktore. RNK polimeraza |
odgovorna je za transkripciju gena rRNK u uzastopnim ponavljanjima (4). Promotori gena za
rRNK obuhvacaju priblizno 150 parova baza od inicijacijskog mjesta transkripcije (1).
Transkripcijski faktori UBF (engl. upstream binding factor), SL1 (engl. selectivity factor 1),
TIF-1A (engl. transcription initiation factor 1A) i TTF-I (engl. thyroid transcription factor 1)
vezu se na promotor rDNK (engl. ribosomal DNA, rDNA) te reguliraju aktivnost RNK

polimeraze I ¢inedi inicijacijski kompleks (1) (slika 2).

\ TTF-I \ TIF-IA
UBF N SL1 RNK polimeraza I

Promotor

Jezgrica

Slika 2. Prepisivanje gena rDNK. RNK polimeraza | odgovorna je za prepisivanje gena
rDNK u 47S pre-rRNK. Transkripcijski faktori UBF, SL1, TTF-I i TIF-IA vezu se na

promotor gena rDNK i poticu sintezu 47S pre-rRNK u jezgrici.

Prepisivanje 47S ribosomske RNK (rRNK) putem RNK Polimeraze | (Pol 1), klju¢ni je
dogadaj tijekom sinteze ribosoma pri ¢emu nastaje 47S prekursor ribosomske RNK (pre-
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rRNK) (3). Nadalje, 47S pre-rRNK obraduje se do 18S rRNK, koja gradi malu podjedinicu
ribosoma (40S) te do 5,8S i 28S rRNK, koji grade veliku podjedinicu ribosoma (60S). Za
razliku od njih, prepisivanje 5S rRNK, koja gradi veliku podjedinicu, odvija se izvan jezgrice,
u jezgri, uz pomo¢ RNK polimeraze III (5). Nakon sinteze, 5S rRNK udruzuje se s preteCom

podjedinice 60S ribosoma.

Na 5' i 3' kraju 47S pre-rRNK nalaze se 5' ETS i 3' ETS (engl. external transcribed
spacer, ETS) nekodirajuc¢i sljedovi, dok su ITS (engl. internal transcribed spacer, ITS)
nekodiraju¢i sljedovi prisutni izmedu 28S, 18S i 5,8S rRNK (6). ITS i ETS sljedovi se
izrezuju prilikom dozrijevanja rRNK. Osim toga, dorada pre-rRNK zahtjeva aktivnost
proteina i jezgrinin RNK (engl. small nuclear RNA, snRNA). U jezgri, sSnRNK zajedno s
proteinima formiraju male jezgrine ribonukleoproteine (engl. small nucleolar
ribonucleoprotein, snRNP). Kompleksi za doradu i sazrijevanje formiraju se tako da se
SNRNP vezu na pre-rRNK. Pojedine snRNK odgovorne su za kidanje pre-rRNK u 28S, 18S i
5,8S molekule. Glavna uloga ve¢ine snRNK je usmjeravanje specifiéne modifikacije baza u
pre-rRNK tijekom sinteze rRNK. Modifikacija baza u pre-rRNK ukljucuje metilaciju riboznih

ostataka i formiranje pseudouridina (1).

Ulazak proteina iz citoplazme, kao i izlazak molekula RNK kroz komplekse jezgrinih
pora, aktivan je proces kojemu je potrebna energija. Molekule RNK izlaze iz jezgrine
ovojnice u obliku ribonukleoproteinskih komplekasa (engl. ribonucleoprotein complex, RNP).
Prvo se rRNK povezuje s ribosomskim proteinima, zatim sa specificnim proteinima za
sazrijevanje RNK u jezgrici (1). Tako nastale podjedinice ribosoma (40S i 60S) transportiraju
se odvojeno u citoplazmu gdje formiraju funkcionalni 80S ribosomi nakon vezanja glasnicke

RNK.



1.1.3. Formiranje 80S ribosoma

Formiranje ribosoma sastoji se od vezanja pre-rRNK s ribosomskim proteinima i s 5S

rRNK.

Ribosomski proteini sintetiziraju se izvan jezgrice djelovanjem RNK polimeraze I,
prepisivanjem s glasnicke RNK na ribosomima. Nastali ribosomski proteini prelaze iz
citoplazme u jezgricu, vezuju se s ribosomskim molekulama RNK te tako formiraju
preribosomske Cestice. Tijekom sinteze pre-rRNK, vise od polovice ribosomskih proteina

veze se na pre-RNK (1).

Vazno je istaknuti da se sinteza i sazrijevanje male i velike podjedinice ribosoma odvija
odvojeno. Sinteza male podjedinice (40S) obuhvac¢a 18S rRNK, jednostavnija je te obuhvaca
Cetiri kidanja pre-rRNK djelovanjem endonukleaza. Sinteza velike podjedinice (60S),
obuhvaca 58S, 5,8S i1 28S rRNK te ukljucuje opseznija kidanja djelovanjem nukleaza (1).
ZavrSetak formiranja zrelog ribosoma, odvija se nakon izlaska preribosomskih Cestica iz
jezgrice u citoplazmu, kada dolazi do formiranja aktivnih 40S i 60S podjedinica eukariotskih

ribosoma, odnosno zrelog 80S ribosoma (slika 3).

-————
- —
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N —w-wn-w—— | Trnskripeija ¢ <
/
’ I \
/ AN, . N
Jezgrica \
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Slika 3. Shematski prikaz formiranja ribosoma. Prepisivanjem gena s rDNK nastaje 47S
pre-rRNK. Cijepanjem i modifikacijom 47S pre-rRNK nastaju 18S, 5,8S i 28S rRNK.
Spajanjem 18S rRNK s odgovaraju¢im ribosomskim proteinima formira se mala
preribosomska Cestica (pre-40S), a spajanjem 5,8S, 28S i 5S rRNK s ribosomskim proteinima,
formira se velika preribosomska Cestica (pre-60S). Formiranje aktivnih 40S i 60S podjedinica,
odnosno formiranje zrelog ribosoma (80S) na kojemu se odvija sinteza proteina, odvija se

nakon izlaska preribosomskih estica iz jezgre u citoplazmu.

1.1.4. Signalni put Ras-RAF-MEK-MAPK koji potice sintezu ribosoma

Sinteza ribosoma regulirana je mnogim signalnim putevima. MAPK signalni put
odgovoran je za sintezu rRNK i sintezu pirimidina koji izgraduje RNK, DNK i fosfolipide.
Budu¢i da djeluje na rast i proliferaciju stanica, njegov poremec¢aj moze rezultirati razvojem
tumora. Upravo je poremec¢aj MAPK signalnog puta zamijeen u velikom broju razliitih

tumora.

MAPK signalni put, jo§ poznat kao Ras-RAF-MEK-MAPK signalni put, ¢ini lanac
proteina kojima se u stanici prenosi signal s receptora na membrani do molekule DNK u
jezgri (7). Ovaj signalni put obuhva¢a mnostvo proteina. Kada je jedan od njih mutiran,
njegovo stanje ostaje nepromijenjeno, trajno aktivirano ili inhibirano te mozZe do¢i do razvoja

tumora.

Aktivacijom MAPK signalnog puta, putem brojnih mitogena i ¢imbenika rasta, dolazi do
stani¢nog rasta i proliferacije. Vezanjem mitogena na membranu omogucava se fosforilacija,
a time i aktivacija G proteina Ras. Nakon toga, slijedi aktivacija proteina kinaze RAF (engl.
rapidly accelerated fibrosarcoma). Aktivirani RAF fosforilira i aktivira protein kinazu MEK,

koja dalje fosforilira i aktivira protein kinazu MAPK (engl. mitogen-activated protein

6



kinases) (8). Nakon aktivacije, MAPK fosforilira klju¢ne citoplazmatske molekule te prelazi u
jezgru gdje fosforilira c-Myc i druge transkripcijske faktore. U citoplazmi, MAPK aktivira
ribosomsku protein kinazu koja indirektno aktivira mTOR (engl. mammalian target of
rapamycin) signalni put, odgovoran za sintezu proteina (5). Aktivnost MAPK u jezgri potice
stani¢ni rast 1 proliferaciju. On potiCe sintezu rRNK indirektnom aktivacijom RNK
polimeraze | (9). Osim toga, poti¢e sintezu pirimidina koji izgraduje RNK, DNK i fosfolipide.
Takoder, preko aktivacije c-Myc, MAPK uzrokuje aktivaciju transkripcijskih faktora E2F,
koji reguliraju velik broj gena odgovornih za odvijanje stani¢nog ciklusa i sintezu DNK (10).

Cesto je ovaj signalni put aktiviran u zloéudnim tumorima (slika 4).
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Slika 4. Signalni put Ras-MAPK potice sintezu proteina i sintezu ribosoma. Brojnim
mitogenima i ¢imbenicima rasta dolazi do aktivacije Ras-MAPK signalnog puta. Aktivacija
zapoCinje vezivanjem GTP-a za Ras. Aktivirana Ras aktivira protein kinazu RAF koja
fosforilira i aktivira protein kinazu MEK. Protein kinaza MEK dalje fosforilira i aktivira
protein kinazu MAPK. MAPK u jezgri djeluje na c-Myc i druge transkripcijske faktore te na

RNK polimerazu I, 111 1.



1.2. JEZGRICA

Stani¢na jezgrica (engl. nukleolus) najistaknutije je tjelesce jezgre. To je subnuklearna
organela koja predstavlja mjesto odvijanja transkripcije i dorade rRNK, mjesto sinteze

ribosoma te mjesto modifikacije malih molekula RNK (11).

1.2.1. Morfologija jezgrice

Jezgrica se sastoji od tri subnukleolarna odjeljaka. Cini ju fibrilarni centar (engl. fibrillar
center, FC), gusti fibrilarni dio (engl. dense fibrillar component, DFC) i zrnata komponenta
(engl. granular component, GC) (12). Svaki odjeljak sadrzi specifiéne proteine Kkoji
omoguéuju vizualizaciju pomoc¢u odgovarajucih protutijela, metodama imunofluorescencije i
imunohistokemije. Biljeg za FC je protein UBF, za DFC je protein fibrilarin, a za GC je

protein B23 (slika 5).

Slika 5. Shematski prikaz grade i strukture jezgrice. Jezgrica se sastoji od fibrilarnog
centra (FC), gustog fibrilarnog dijela (DFC) 1 zrnate komponente (GC) te specificnih proteina

UBF-a, fibrilarina i B23.



Osim toga, specificni proteini unutar jezgrice mogu se obojiti srebrom putem cega se
vizualiziraju regije NOR te se ti proteini nazivaju AgNOR (engl. silver-stained nucleolar
organizer region). Ova metoda se koristi u patologiji za odredivanje veliine i aktivnosti

jezgrice.

Jezgrica je organel bez membrane te joj upravo to svojstvo omogucuje sudjelovanje u
dinami¢kim promjenama stani¢nog ciklusa poput diferencijacije, starenja i nukleolarnog
stresa. Kompaktna struktura jezgrice ostvarena je prisustvom rDNK, rRNK, snRNK i proteina
jezgrice (1). Ovisno o polozaju jezgrice u jezgri, moze Se odrediti njezina aktivna funkcija.
Centralni polozaj u jezgri ukazuje na povecanje funkcije gena, a periferni polozaj na
smanjenje funkcije gena (13). Prema tome, veca proliferacija tj. veca transkripcija tDNK,
povezana je s centralnim polozajem u jezgri, dok je u suprotnom slucaju jezgrica pomaknuta
periferno, uz jezgrinu membranu. Vazno je istaknuti da promjena polozaja jezgrice oznacava
samo promjenu intenziteta funkcije, a ne 1 promjenu funkcije. Unato¢ dinamic¢kim
promjenama koje se zbivaju u stanici, ukoliko je ostvarena pravilna funkcija gena za
nuklearnu laminu (fibrilarnu jezgrinu mrezu), jezgrica ima sposobnost o¢uvanja svoje grade i

funkcije te joj upravo to daje dobra senzorska svojstva za promjene u metabolizmu.

1.2.2. Proteini jezgrice

Ribosomi nastali u jezgrici putuju do citoplazme gdje se procesom translacije sintetiziraju
proteini. Nastali proteini vracaju se u jezgru i jezgricu te su nositelji regulatorne uloge
stvaranja ribosoma. Prijenos proteina u jezgricu, reguliran je nuklearnim i nukleolarnim
lokalizacijskim signalom (engl. nuclear/nucleolar localization signal, NLS/NoLS) (13). NLS
i NoLS su sekvence aminokiselina koje oznacavaju proteine koje je potrebno unijeti u jezgru i

jezgricu (15).



Proteine jezgrice mozemo podijeliti na rezidentne i tranzitorne (13). Za normalnu funkciju
i oblik jezgrice, podjednako su vaZne obje vrste proteina. Ukoliko dode do njihovog
poremecaja dolazi do poremecaja u gradi i funkciji ribosoma. Osim toga, proteini jezgrice
dijele se na ribosomske i neribosomske proteine, histonske i nehistonske proteine te na
proteine koji direktno ili indirektno sudjeluju u formiranju ribosoma. Proteini jezgrice nalaze
se iskljucivo na podrucju jezgrice, slobodno ili u nakupinama, a njihova prisutnost oznacava
aktivnost ribosomskih gena. Vjeruje se da se broj aktivnih gena smanjuje sa starenjem stanice

(13).

Proliferacija stanica proporcionalna je veli€ini jezgrice te broju slobodnih i1 grupiranih
proteina jezgrice (13). Promjene na jezgrici izrazavaju promjene u jacini transkripcije.
Ekspresija proteina je niska u stanicama koje ne proliferiraju, a visoka u stanicama koje

patoloski proliferiraju.

Najznacajnije molekule u organizaciji transkripcije ribosomskih gena su proteini nukleolin

(C23), nukleofosmin (B23) i fibrilarin.

Nukleolin (engl. nucleolin, NCL) ili C23 je nukleolarni protein koji je uklju¢en u sintezu i
sazrijevanje ribosoma (16). Njegova interakcija i vezivanje s rDNK i rRNK regulira aktivnost
RNK polimeraze I. On se nalazi na podru¢ju guste fibrilarne komponente jezgrice, a svoje

funkcije osim u jezgrici, ostvaruje i u ostatku stanice (17).

Nukleofosmin (engl. nucleophosmin, NPM) je poznat jo§ pod nazivom jezgri¢ni protein
B23. On je povezan s jezgricnim ribonukleoproteinskim strukturama, sudjeluje u formiranju
nukleinskih kiselina, formiranju i transportu ribosoma te potpomaze u prijenosu malih
proteina u jezgricu (18). Osim toga, znacajan je za stabilnost genoma, popravak DNK, ali i

brojne druge funkcije. Sve ovo naglasava njegovu vaznost kao proteina jezgrice.
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Osim prethodno navedenih proteina, klju¢ni protein za odrzavanje funkcije jezgrice je
fibrilarin (19). On je sastavni dio nekoliko ribonukleoproteina ukljucujué¢i male jezgricne
ribonukleoproteine snRNP i snoRNP. Ima znacajnu ulogu u obradi pre-rRNK tijekom sinteze
ribosoma. snRNK svoju funkciju ostvaruje u cijepanju u pre-rRNK, dok snoRNP svoju

funkciju ostvaruje u obradi pre-rRNK .

Zbog navedenih svojstava, nukleolin, nukleofosmin i fibrilarin se koriste kao biljezi
jezgrice (20). U patoloSkim stanjima, njihove vrijednosti su povecane, stoga imaju znacaju
ulogu prilikom praéenja patoloskih promjena stanice. Navedene karakteristike ¢ine ih vaznim
markerima tumorogeneze. Vazno je naglasiti da su jezgrice povecane u vecini zlocudnih

tumora zbog intenzivne sinteze ribosoma koja je potrebna za brzi rast i diobu stanica.

1.2.3. Formiranje jezgrice

Nakon stani¢ne diobe, jezgrice nastaju na dijelovima kromosoma koji sadrze gene za
rRNK tzv. nukleolarnim organizacijskim regijama (engl. nucleolus organizer regions, NOR)

(12).

Prepisivanjem 47S pre-rRNK dolazi do fuzije prenukleolarnih tjelesaca. Ta tjeleSca sadrze
faktore koji su potrebni za doradu ostalih komponenta jezgrice. Za organizaciju jezgrice,
neophodno je prisustvo proteina nukleolina (C23), nukleofosmina (B23), fibrilarina, RNK
polimeraze | i UBF-a (engl. upstream binding factor) (14). To su kiseli nehistonski i
argirofilni proteini (AgNOR) koji se okupljaju oko NOR-a te na taj nacin omogucavaju
formiranje jezgrice. Za vrijeme mitoze, neki proteini jezgrice ostaju povezani S NOR-om. Za
vrijeme mitoze, za NOR ostaju vezani RNK polimeraza | i UBF, a za vrijeme interfaze
nukleolin i nukleofosmin. U slu¢aju supresije nukleolina, dolazi do smanjenja funkcije RNK

polimeraze | i porasta funkcije supresora tumora p53.
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U velikom broju stanica, odvojene jezgrice spajaju se u jednu (13). Veli¢ina jezgrice ovisi
o njezinoj metaboli¢koj aktivnosti. Prema tome, povecane jezgrice prisutne su u stanicama
koje su aktivno ukljuCene u sintezu proteina. U tumorskim stanicama povecana je sinteza

proteina.

1.2.4. Transkripcijska uloga jezgrice

Transkripcija rRNK odvija se na mjestu spajanja fibrilarnog centra i guste fibrilarne
komponente. Udaljavanjem od rDNK, pre-rRNK krece se kroz gustu fibrilarnu komponentu i
zrnatu komponentu (13). Glavna molekula odgovorna za transkripciju je RNK polimeraza I,
ali vaznost ostalih RNK polimeraza (II i III) nije zanemariva. Sve one suraduju medusobno,
bilo direktno ili indirektno, sintezom jezgri¢nih proteina (13). Ukoliko prilikom interfaze dode
do izostanka neke od molekula koje su nuzne za aktivnost RNK polimeraze I, izostaje

funkcija jezgrice u pogledu transkripcije rDNK i sinteze ribosoma (21).

1.2.5. Jezgrice u tumorskim stanicama

Dinamic¢ke promjene u stanici povecavaju potrebu za sintezu ribosoma i proteina (12).
Povecéana sinteza ribosoma i proteina usko je povezana s razvojem tumorskih stanica. U
jezgricama tumorskih stanica, transkripcijska aktivnost RNK polimeraze 1 i sinteza ribosoma
su povisene (14), mehanizmi opstanka stanice su pojacani, a normalna funkcija supresora
tumora p53 je sprijecena (13). Prema tome, za tumorske stanice karakteristicne su

hipertrofi¢ne 1 hiperplasticne jezgrice (12).

Postoji velika povezanost izmedu pretjeranog stvaranja ribosoma u tumorskim stanicama i

u nukleolarnom stresu. Nukleolarni stres je poremecaj organizacije kretanja molekula kroz
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jezgricu. Kroni¢ni nukleolarni stres moze dovesti do promjena u organizaciji genoma. Uslijed
nukleolarnog stresa dolazi do ometanja normalnih zbivanja u stanici, dolazi do poremecaja

transkripcije, translacije i gibanja molekula (13).

Novi nacini lijeCenja tumora zasnivaju se na smanjenju transkripcije rDNK tj. smanjenju
pretjerane sinteze ribosoma te izazivanju nukleolarnog stresa koji dovodi do apoptoze
tumorskih stanica (13). Tako, na primjer mnogi protutumorski lijekovi inhibiraju aktivnost
RNK Polimeraze I i RNK polimeraze II te sprjecavaju sintezu ribosoma. Tretman stanica s
doksorubicinom dovodi do inhibicije 47S pre-rRNK, smanjenja jezgrica, odvajanja FC i GC
regije i nakupljanja fibrilarina i UBF-a oko smanjene i oSteCene jezgrice. Osim toga, 5-
fluorouracil u stanici prevodi se u 5-fluorouridin trifosfat koji sprjecava cijepanje rRNK i
posljedi¢no uzrokuje minimalne morfoloske promjene jezgrice (13) dok etopozid inhibira
topoizomerazu Il, replikaciju i transkripciju te takoder uzrokuje minimalne morfoloske
promjene jezgrice. Mehanizmi djelovanja spomenutih kemoterapeutika, doksorubicina i

etopozida, bit ¢e jos detaljno opisani u poglavlju 1.4.

1.3. SUPRESOR TUMORA p53

Tumor supresorski geni su geni koji kodiraju proteine odgovorne za kontrolu stani¢nog
rasta (1), inhibiciju stani¢nog ciklusa i nadzora popravka oste¢enja DNK. U tumorskim
stanicama vrlo Cesto dolazi do promjene ili gubitka funkcije i/ili strukture tih gena (22).
Najcesc¢e dolazi do potpunog gubitka njihovih funkcija kao posljedica mutacija. Mutacije
tumor supresorskih gena uglavnom imaju recidivan ucinak te njihova inaktivacija zahtjeva
inaktivaciju oba alela (23). Gubitak ekspresije ovih gena u stanicama tumora dovodi do

pojacane proliferacije stanica i razvoja tumora.
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Osim toga, tumor supresorski geni imaju znacajnu ulogu u diferencijaciji stanica.
Inhibiranjem stani¢nog ciklusa, oni dovode do inhibicije diferencijacije. Proteinski produkti
tumor supresorskih gena imaju znacajnu ulogu u nadzoru ekspresije gena i regulaciji

stani¢nog rasta (1).

Jedan od najpoznatijih gena supresora tumora, sa zna¢ajnom ulogom u nadzoru stanicnog
ciklusa je p53. On je smjesten na kromosomu 17, a njegova veli¢ina iznosi 20 kb. Njegov

proteinski produkt je fosfoprotein molekularne mase 53 kDA, smjesten u jezgri (22).

1.3.1. Uloga p53

Tumor supresor p53 mutiran je u oko 50-60 % zlo¢udnih tumora u ljudi. Transkripcijski je
faktor koji regulira izrazaj nekoliko stotina gena (24), od kojih su mnogi odgovorni za stani¢ni
rast, diobu, prezivljavanje i/ili programiranju smrt stanica (25). Kao odgovor na razlicite
stresne podrazaje, ukljucuju¢i onkogene (hiperproliferaciju), nukleolarni stres i razne oblike
oStecenja DNK, aktivira se p53 blokiraju¢i svoju razgradnju i dovode¢i do povecanja na
stani¢noj razini. PoviSene razine p53 poti¢u usporavanje rasta, starenje ili programiranu smrt

stanice (26).

Sirok raspon stani¢nih stres stimulansa poti¢e aktivaciju p53. Ovisno o tipu stanica, vrsti,
intenzitetu i trajanju stresa, dolazi do koordiniranih promjena u ekspresiji gena pa tako i

zbivanjima u stanici (25).

Ukoliko dode do ostecenja genetickog materijala stanice, pS3 zadrzava stanicu u G1 fazi
stani¢nog ciklusa ¢ime omogucava popravak ostec¢enja DNK prije nego Sto dode do njezinog
umnoZzavanja (1). Molekularni mehanizam kojim p53 zaustavlja stani¢ni ciklus ukljucuje

indukciju transkripcije gena p21 (27). Nastali proteinski produkt p21 veze se na ciklin/Cdk

14



(engl. cyclin dependent kinase) kompleks koji je odgovoran za regulaciju stani¢nog ciklusa
(28). Na taj nacin p53 zajedno s p21 sprjeCava nastavak stani¢nog ciklusa. Ukoliko se radi o
vec¢im oste¢enjima DNK koja se ne mogu ispraviti, p53 izaziva programiranu smrt stanice
(apoptozu) (29). Na taj nacin p53 uklanja i sprjeCava diobu oStecene stanice Cije bi daljnje

umnazanje dovelo do razvoja genomske nestabilnosti.

1.3.2. Djelovanje p53

Tumor supresor p53 predstavlja vaznu barijeru za razvoj tumora blokiranjem proliferacije
ili uklanjanjem tumorskih stanica. Kljuéni mehanizmi pomoc¢u kojih p53 ostvaruje svoju
tumor-supresorsku ulogu su: indukcija ekspresije gena klju¢nih za inhibiciju stani¢nog ciklusa
i apoptozu, zaustavljanje angiogeneze i popravak DNK (30). Osim uloge p53 kao supresora
tumora, utvrdeno je da normalne razine p53 U stanicama imaju vaznu ulogu u mnogim
bioloskim procesima ukljucujuéi plodnost, obnovu mati¢nih stanica, imunoloski odgovor,

stani¢no starenje, pigmentaciju i metabolizam (25).

1.3.3. Regulacija p53

U normalnim uvjetima u stanici prisutne su niske razine p53 (31). Razina p53 regulirana
je s E3 ubikvitin ligazom, MDM2 (engl. murine double minute 2) koja ga usmjerava na
razgradnju u proteasome (32). Enzimi ubikvitin ligaze izvor su malih proteina ubikvitina koji

se vezu za ciljani protein, tako ga obiljeZavaju 1 predodreduju za razgradnju u proteasomima.

Mala koli€ina proteina p53 u stanici, zahtjeva malu koli¢inu enzima MDM?2. Povecanje

aktivnosti p53 rezultira povecanjem koli¢cine MDM2. MDM?2 razgraduje p53 1 smanjuje
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njegovu koli¢inu u stanici. Na ovaj nacin uspostavljena je negativna povratna sprega izmedu

p53 i njegovog regulatora MDM2 (25).

E3 ligaza MDM4 (engl. murine double minute 4), takoder poznata kao MDMX, strukturno
je slicna MDM2 (33). Ona ima znacajnu ulogu stimulacije MDM2 te djeluje kao supresor
p53. Postoji najmanje 15 E3 ubikvitin ligaza koje imaju sposobnost regulacije pS3, medutim,
najznacajnija je MDM2 (34). MDM2 smatra se slabom E3 ligazom, ali njezina sposobnost
modificiranja p53 pojacava se u kontaktu s velikim brojem proteina i supstrata od kojih su

mnogi vrlo znacajni za razvoj tumora (25).

lako MDM2 ima sredi$nju ulogu u regulaciji izrazaja i funkcije p53 (35), aktivnost p53
posredovana je i brojnim transkripcijskim faktorima, posttranslacijskim modifikacijama (36)
te mnogim drugim faktorima. Jedan od glavnih transkripcijskih faktora, odgovoran za
regulaciju izrazaja p53 je protein ARF (engl. alternative reading frame) (25). ARF protein
stimulira izrazaj p53 kao odgovor na hiperproliferacijske signale i ribosomske proteine

odgovorne za induciranje p53 nakon nukleolarnog stresa.

1.3.4. Aktivacija supresora tumora p53

Brojni stani¢ni stresovi uzrokuju aktivaciju p53 (23). Stanic¢ni stres nastaje kao posljedica
razli¢itih oblika oSte¢enja DNK, diobenog vretena ili telomera te kao posljedica djelovanja

onkogena, ioniziraju¢eg 1 UV zracenja, slobodnih kisikovih radikala ili kemijskih mutagena

(25) (slika 6).
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Slika 6. Aktivacija supresora tumora p53. Brojni staniéni stres stimulansi uzrokuju
aktivaciju p53. Aktivirani p53, ovisno o oStecenju genetickog materijala stanice moze dovesti

do razli¢itih bioloskih odgovora.

Neovisno o poticajnom stimulansu koji inducira p53, kljuéni dogadaj u indukciji je
sprjeCavanje MDM2 posredovane razgradnje p53 (25). Stabilizacija p53 moZe se postici
blokiranjem njegovih inhibitora kroz razli¢ite mehanizme. Nakon stabilizacije, dolazi do

posttranslacijskih modifikacija i aktivacije p53.

Poznato je nekoliko molekularnih mehanizama aktivacije p53, kao odgovor na oSteCenje

DNK.

U slucaju ostecenja DNK, aktivacija p53 ukljucuje dva srodna proteina kinaze, ATM
(engl. ataxia telangiectasia mutated) i ATR (engl. ataxia telangiectasia i Rad3-related). Oni
poti¢u popravak DNK i aktiviraju signalne puteve za posttranslacijske modifikacije p53.

Glavna uloga ATM-a i ATR-a je inhibicija MDM2 posredovane razgradnje p53 (37). Klju¢ni
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dogadaj u aktiviranju p53, kao odgovor na oSteCenje DNK je fosforilacia MDM?2

posredovana uglavnom ATM-om (37). Fosforilacija inhibira aktivnost MDM2 (38) sto dovodi

do stabilizacije p53 i deaktivacije negativne povratne sprege (slika 7).
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Slika 7. Aktivacija p53 nakon o$teéenja DNK. Prilikom nastanka oste¢enja DNK, dolazi do
aktivacije kinaza ATR i ATM. Aktivirane kinaze ATR i ATM sprjeCavaju MDM2
posredovanu razgradnju p53 sto dovodi do porasta izrazaja p53 u stanici i pokretanja razli¢itih

bioloskih odgovora.

Ribosomski stres, takoder poznat kao nukleolarni stres, nastaje u sluc¢aju prekida strogo
reguliranog procesa sinteze i formiranja ribosoma (39). To moze biti posljedica oSteCenja
DNK na podrucju ribosomskih gena, ometane ekspresije rDNK ili obrade rRNK (25).
Poremecaji sinteze ribosoma u jezgrici dovode do aktivacije tumor supresora pS3 neovisno o

oSte¢enju DNK. Prisutnost ribosomskih proteina u nukleoplazmi dovodi do njihovog
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vezivanja za MDM2 ubikvitin ligazu (40). Nakon vezanja ribosomskih proteina na MDM2,
MDM2 ne moze ostvariti svoju funkciju i razgraditi p53 u sustavu proteasoma. To dovodi do
porasta i nakupljanja p53 Sto uzrokuje apoptozu stanice. U pojedinim slucajevima, ribosomski
proteini ulaze u interakciju s drugim ribosomskim proteinima ¢ime se spjeCava vezivanje za
MDM2 (13). U tom slu¢aju, MDM2 ostvaruje svoju funkciju razgradnje p53 te pogoduje

patoloskom razvoju stanice (slika 8).
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Slika 8. Aktivacija p53 nakon poremecaja u sintezi ribosoma. Prekid sinteze i formiranja
ribosoma u jezgrici dovodi do razaranja jezgrice i oslobadanja ribosomskih proteina u jezgru.
U jezgri, ribosomski proteini vezu se za MDM2, inhibiranju njegovu funkciju razgradnje p53

te posljedi¢no dovode do porasta i nakupljanja p53 u stanici.

Aktivacijom onkogena (Ras, c-Myc, E2F) u stanici, pomo¢u razli¢itih mehanizama, dolazi
do povecanja razine ARF proteina, inhibitora MDM2. Mehanizam indukcije ARF-a ukljucuje
stimulaciju transkripcije, inhibiciju razgradnje i razdvajanje ARF-a od ciljane ubikvitin ligaze
(25). Aktivirani ARF veze se za MDM2 i inhibira njegovu aktivnost prema p53. Posljedi¢no,
ne dolazi do razgradnje p53, ve¢ do povecanja njegove ekspresije. Osim toga, aktivirani ARF
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djeluje kao aktivator p53 tako $to stimulira vezu izmedu MDM2 i MDM4 te potice razgradnju

MDM4 (41) (slika 9).

Onkogeni

|
-l |

Slika 9. Aktivacija supresora tumora p53 putem onkogena. Aktivacijom onkogena (Ras,
c-Myc) u stanici, dolazi do povecanja izrazaja ARF proteina. Aktivirani ARF veze se za
MDM2 i inhibira njegovu aktivnost prema p53. Posljedi¢no, dolazi do povecanja ekspresije

p53.

Svi navedeni molekularni mehanizmi aktivacije p53 imaju vaznu ulogu u sprje¢avanju
nastanka zlo¢udnih tumora. Ukoliko u stanici zakazu spomenuti mehanizmi aktivacije

supresora tumora p53, dolazi do zlo¢udne preobrazbe stanica.

1.3.5. p53 u tumorskim stanicama

Supresor tumora p53 najéesée je mutirani gen u stanicama tumora, javlja se u 50-60 %
tumora (22). Njegova inaktivacija prisutna je kod leukemije, limfoma, sakroma, tumora

mozga 1 karcinoma razlicitih organa poput dojki, plu¢a i debelog crijeva (1).
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Poremecaj njegove funkcije 1/ili strukture rezultira nekontroliranom proliferacijom
stanice, a mehanizmi njegove inaktivacije mogu biti razli¢iti. Moze se raditi o toCkastim
mutacijama, delecijama ili gubitku heterozigotnosti (22). U tumorskim stanicama prisutan je
velik broj mutacija koje su u najve¢em broju slucajeva posljedice genomske nestabilnosti. To
mogu biti poremecaji mehanizama popravka ostecenja DNK, nastalih bilo pogreskom u

replikaciji, bilo zbog djelovanja mutagena.

Inaktivacijom gena stanica izbjegava apoptozu i dalje umnozava oSte¢enu DNK (22).
Ukoliko u diobu ulaze stanice s oSte¢cenom DNK dolazi do razvoja genomske nestabilnosti i
potencijalnog razvoja tumora. Izostanak apoptoze, u slu¢aju oSteCenja DNK, dovodi do

nastanka otpornosti velikog broja tumora na kemoterapiju.

Vazan faktor u kontroli proliferacije stanica je stabilizacija supresora tumora p53. U tom
slu¢aju, ako nukleoplazmatska molekula MDM2 ubikvitin ligaza, formira kompleks s drugom
molekulom, ne dolazi do naruSavanja p53 (13). Na taj nacin omoguceno je slobodno
djelovanje p53 na apoptozu stanice. Upravo se na ovom principu, nhamjernim uvodenjem
stanice raka u apoptozu, zasniva moderna terapija tumora. Medutim, za indukciju supresora
tumora p53, nije dovoljno samo oSteCenje DNK molekule, ve¢ je potreban prekid
molekularnih mehanizama jezgrice. Takav poremecaj jezgrice dovodi do oslobadanja mnogih
faktora u nukleoplazmu, poput fibrilarina i raznih ribosomskih proteina, ali i tumor supresora
ARF-a, jo$ nazvanog p19 (13). Za vrijeme normalnog funkcioniranja jezgrice, nukleofosmin
sprjecava izlazak ARF-a u nukleoplazmu gdje bi se vezao s MDMZ2 i stabilizirao funkciju p53

u apoptozi stanice.

Danas, razvijaju se male molekule inhibitora MDM2 s terapeutskim ciljem reaktivacije

p53 u tumorskim stanicama. U ispitivanjima na Zivotinjskim modelima, otkriveno je da je
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reaktivacijom p53 moguce potisnuti razvoj tumora (42). Ovo otkri¢e dovelo je do formiranja

nove strategije lijeCenja tumora.

1.4. KEMOTERAPEUTICI

Kemoterapija ima klju¢nu ulogu u lijjeCenju malignih bolesti. Ona za lijeCenje koristi
kemijska sredstva koja uniStavaju tumorske stanice (43). Lijekovi koji se koriste u lijecenju
tumora imaju mnogobrojne nazive. Nazivaju se kemoterapeutici, citostatici, citotoksi¢ni

lijekovi ili antineoplastici (44).

Djelovanje kemoterapeutika na tumorske stanice ima viSestruki u¢inak. Oni zaustavljaju i
sprjeavaju dijeljenje stanica, uzrokuju spontanu smrt stanica i sprjeavaju stvaranje krvnih

zila kako bi se smanjila opskrba tumorskog tkiva za hranom i kisikom (45).

Uloga kemoterapeutika zasniva se na uklanjanju svih tumorskih stanica, usporavanju rasta
1 Sirenja tumora u druge dijelove tijela, ublazavanju simptoma, produljenju Zzivota i
poboljsanju kvalitete Zivljenja kod onih osoba kod kojih je doSlo do velikog uznapredovanja

bolesti (43).

1.4.1. Vrste kemoterapije

Za §to uspjesnije lijeCenje tumora, ¢esto se uz primjenu kemoterapeutika primjenjuju i/ili

kirurski postupci i/ili radioterapija, ovisno o dijagnozi.

Kemoterapija se moze podijeliti na primarnu indukcijsku kemoterapiju, neoadjuvantnu
kemoterapiju i adjuvantnu kemoterapiju. Primarno indukcijsko lijeCenje primjenjuje se u

slu¢ajevima uznapredovale bolesti. Neoadjuvantno lijecenje primjenjuje se kod lokaliziranih
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bolesti kod kojih Kirurski zahvati ili zracenje nisu dovoljno uéinkoviti. Adjuvantno lijeCenje

primjenjuje se kao pomo¢no lijeéenje kirur§kim zahvatima i/ili radioterapijom.

1.4.2. Vrste kemoterapeutika

Prema mehanizmu djelovanja i kemijskom sastavu, kemoterapeutici se dijele na
alkilirajuce lijekove, antimetabolite, antitumorske antibiotike, mitoticke inhibitore, inhibitore

topoizomeraze i skupinu ostalih kemoterapeutika (23).

Alkiliraju¢i lijekovi obuhvacaju skupinu spojeva koji imaju sposobnost formiranja
kovalentnih veza s DNK. Svoj citotoksi¢ni ucinak ostvaruju interakcijom 1 alkiliranjem
molekule DNK. To rezultira inhibicijom, nepravilnim udvajanjem DNK ili oSte¢enjem DNK
molekule, $to dovodi do mutacije ili do stani¢ne smrti. Na ovu skupinu lijekova najosjetljivije
su stanice koje se nalaze u G2 fazi stani¢nog ciklusa te stanice koje se nalaze na prijelazu iz
Gl u S fazu stani¢nog ciklusa. Najznaajniji predstavnici ove skupine lijekova su

ciklofosfamin, cisplatin, karboplatin, ifosfamid i lomustin (23).

Antimetaboliti ¢ine skupinu lijekova koji ometaju fizioloSke procese, posebno one bitne
za rast tumorskih stanica. Djelotvornost im je utemeljena na strukturnoj sli¢nosti sa spojevima
koji imaju vaznu fizioloSku ulogu. Oni zamjenjuju normalne metabolite u stani¢nim
procesima, vezu se na kljucne enzime u sintezi nukleinskih kiselina ili izravno za nukleinske
kiseline. Tako onemogucuju daljnji rast stanice i dovode do njezine smrti. NajceS€e se
primjenjuju analozi metabolita nukleinskih Kkiselina te analozi purinskih i pirimidinskih baza.
Zbog djelovanja na sintezu nukleinskih kiselina, djelovanje im je ograni¢eno na S fazu
stani¢nog ciklusa. Medu najznacajnije predstavnike ubrajaju se 5-fluorouracil, metotreksat i

gemcitabin (23).
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Antitumorski antibiotici proizvodi su razli¢itih sojeva bakterija roda Streptomyces. Oni
obuhvacaju skupinu spojeva koji su dobiveni na sli¢an nacin kao i klasi¢ni antibiotici. Djeluju
slicno kao 1 klasi¢ni antibiotici te na tumorskim stanicama uzrokuju oSte¢enja DNK i
promjene na stanicnoj membrani. Citotoksi¢ni ucinak zasniva se na inhibiranju enzima
topoizomeraze, interkalaciji DNK i RNK i formiranju slobodnih radikala koji oStec¢uju
nukleinske kiseline i stani¢éne membrane. Oni ne djeluju tijekom cijelog stani¢nog ciklusa,
stoga imaju jace nezeljene efekte (46). U najznacCajnije predstavnike ubrajaju se doksorubicin,
epirubicin, bleomicin i mitomicin (23). U ovom radu testirat ¢e se ucinak doksorubicina na

aktivnost RNK polimeraze | i strukturu jezgrice.

Mitoticki inhibitori, kako im sam naziv govori, inhibiraju mitozu odnosno stani¢nu diobu.
Djeluju tako da inhibiraju mikrotubule, stani¢ne strukture odgovorne za razdvajanje stanica
prilikom diobe. Time prekidaju stani¢énu diobu tijekom M faze stani¢nog ciklusa (47).
Najznacajniji predstavnici mitotickih inhibitora su paklitaksel, docetaksel, vinkristin,

vinblastin (23).

Inhibitori topoizomeraza lijekovi su koji ometaju aktivnost enzima topoizomeraze | ili 11
(48). Enzimi topoizomeraze kataliziraju reverzibilno kidanje i naknadno spajanje lanaca DNK
prilikom udvajanja DNK (1). Topoizomeraza 1 uzrokuje jednolancane lomove DNK, a
topoizomeraza Il uzrokuje dvolancane lomove molekule DNK (49). Nastali prekidi
omogucuju slobodno razmotavanje lanaca kalupa DNK te nesmetano udvajanje DNK.
Primjenom inhibitora topoizomeraze, ovi procesi se blokiraju Sto rezultira stani¢cnom smrcu.
Najznacajniji predstavnici ove skupine lijekova su etopozid, irinotekan i topotekan (23). Osim
doksorubicina, u ovom radu testirat ¢e se i uéinak etopozida na aktivnost RNK polimeraze | i

strukturu jezgrice.
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1.4.3. Kombinirana terapija

Kombinirana kemoterapija je vazna jer omogucuje maksimalno uniStenje stanica s
podnosljivom toksi¢noséu svakog lijeka ukoliko su primijenjene odgovarajuce doze. Pri tome,
mora se voditi ra¢una o djelotvornosti i toksi¢nosti lijeka, optimalnom rezimu primjene i
mehanizmu interakcije (50). Prema tome, cilj je kombinirati one kemoterapeutike ¢iji se

mehanizmi djelovanja i neZeljene posljedice ne poklapaju (23).

1.4.4. Otpornost tumorskih stanica na lijekove

Glavni problem koji se moZe pojaviti prilikom lijecenja tumora je razvoj stanine
otpornosti (rezistencije) na lijekove. Stani¢na otpornost je sposobnost tumorskih stanica da
prezive djelovanje kemoterapeutika. Najvazniji mehanizmi tumorske rezistencije su:
smanjena djelotvornost enzima odgovornih za aktivaciju/metaboliziranje lijeka, pojacano
djelovanje enzima odgovornih za inaktivaciju lijeka, mutacije ciljnih molekula unutar stanice
tumora, povecan popravak DNK molekule, promjena aktivnosti ciljnih molekula, povecan
izlazak lijeka iz stanice, smanjena koli¢ina lijeka koji ulazi u stanicu te sprjeavanje apoptoze

mutacijom gena supresora tumora p53 (23).

1.4.5. Nuspojave

Nuspojave su nepozeljne posljedice koje se javljaju nakon pravilne primjene uobicajene
doze lijeka. Javljaju se kao odgovor na neselektivno djelovanje kemoterapeutika koji osim na
tumorske stanice djeluju i na zdrave stanice. To sve dovodi do negativnih reakcija organizma

na lijek. Nuspojave se razlikuju po ozbiljnosti 1 tezini. Neke od njih su blaze, a neke
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intenzivnije. Prema tome, potrebno je drzati se uputa proizvodaca 1 upozorenja o

kontraindikacija, interakcija s drugim lijekovima, terapijama, hranom i bolestima (43).

Za razliku od klasi¢ne terapije, moderna terapija bazira se na specificnom i selektivnom
lijeCenju s blazim nuspojavama. Ona se temelji na selektivnoj inhibiciji transkripcijske
funkcije RNK polimeraze |. Naglasak je na zaustavljanju transkripcije rDNK u rRNK i
induciranju nukleolarnog stresa koji tumorsku stanicu ciljano i selektivno uvodi u apoptozu.
Ovaj princip omogucava ocuvanje normalnih i1 zdravih stanica kod kojih djelovanje p53 nije

ometano te se stanice mogu prilagoditi na postojeci stres.

Lijecenje tumora koje ukljucuje indukciju apoptoze tumorskih stanica moze biti
direktnom ili indirektnom aktivacijom p53 preko indukcije nukleolarnog stresa. Tumorske
stanice su puno osjetljivije na nukleoarni stres od zdravih stanica. Na taj nadin izbjegnut je

genotoksicni stres.

Povecanu osjetljivost stanica raka na inhibitore sinteze RNK-a podrzavaju ve¢ naruseni
mehanizmi regulacije stanicnog ciklusa, aktivacije onkogena i oporavka DNK-a zbog ¢ega
pojacani nukleolarni stres aktivira mehanizme apoptoze bez obzira na mutaciju supresora

tumora. (13)

U ovom diplomskom radu prikazat ¢e se mehanizam djelovanja dva kemoterapeutika,
doksorubicina 1 etopozida, na aktivnost RNK polimeraze I, morfoloSka svojstva jezgrice 1

aktivaciju p53.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Jezgrica ima vrlo vaznu ulogu u sintezi ribosoma, a osim toga znacajan je Senzor stresa
unutar stanice. Poznato je da su jezgrice povecane u vecéini zlo¢udnih tumora §to je posljedica
intenzivne sinteze ribosoma koja im je potrebna za brzi rast i diobu. Ta povecana sinteza
ribosoma Cesto rezultira morfoloSkim promjenama struktura u jezgrici. U jezgricama
tumorskih stanica povecana je transkripcijska aktivnost RNK polimeraze |, sinteza ribosoma
te mehanizmi opstanka stanice, a sprijeCena je normalna funkcija supresora tumora p53.
Brojni protutumorski lijekovi svoj u¢inak ostvaruju putem inhibicije sinteze ribosoma na
razli¢itim koracima i inhibicije rasta stanice te na taj na¢in onemogucuju rast i diobu zlo¢udno
preobrazenih stanica. Danas se ovakvi lijekovi koriste za uspjesno lijecenje nekih zlocudnih

tumora.

U ovom diplomskom radu cilj je odrediti putem kojih molekularnih mehanizama
protutumorski lijekovi, etopozid i doksorubicin, ostvaruju svoj uéinak u lije¢enju zlo¢udnih

tumora. U tu svrhu predlazem sljedece specifi¢ne ciljeve:

1. Odrediti utjecaj doksorbicina i etopozida na aktivaciju supresora tumora p53

2. Odrediti utjecaj doksorubicina i etopozida na strukturu jezgrice

3. Odrediti utjecaj doksorubicina i etopozida na aktivnost RNK polimeraze |
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Agaroza, Sigma

Akrilamid/bisakrilamid 30 % (29:1), Bio-Rad laboratories GmbH

Albumin govedeg seruma (BSA, engl. bovine serum albumin), Sigma-Aldrich

Amonij klorid (NH4Cl), Kemika

Amonijev persulfat (APS, engl. ammonium persulfate, (NH4)S20g), Sigma-Aldrich

Aprotinin, Fluka

Bio-Rad protein assay, Bio-Rad laboratories GmbH

Bromfenol modrilo (engl. bromphenol blue), Merck

DAPI (engl. 4',6'-diamidino-2-phenylindole, C1sH15Ns), Sigma-Aldrich

Dietil pirokarbonat (DEPC, engl. diethyl pyrocarbonate, CeH100s), Sigma-Aldrich

DMEM medij, Gibco BRL

Doxorubicin, Sigma

DTT (engl. 1,4-dithiothreitol, C4H100.S>), Sigma-Aldrich

ECL Prime Western Blotting Detection System, Amersham Biosciences

Etanol (CH3OH), Kemika

Etidij bromid (C21H20BrNs), Gibco BRL
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Etilendiamintetraacetat-Na, (EDTA; Kompleksal 111), Kemika

Etopozid, Sigma

Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF, engl. phenylmethylsulfonyl fluoride, C7H7FO.S), Sigma-

Aldrich

Fenol (CeHsO), Kemika

Fetalni tele¢i serum (FCS, engl. fetal calf serum), Gibco BRL

Formaldehid 36 % (CH20), Kemika

Formamid, deionizirani (CH3NO), Sigma-Aldrich

Glicerol (CsHsOs3), Sigma-Aldrich

Glicin (C2HsNO2), Sigma-Aldrich

L-Glutamin (CsH10N203), Gibco BRL

Gvanidin tiocijanat (C2HsN4S), Sigma-Aldrich

Izopropanol (2-propanol, C3HgO), Kemika

Kalcij klorid (CaCl.), Kemika

Kalij dihidrogenfosfat (KH2PO4), Kemika

Kalij hidrogenkarbonat (KHCO3z), Kemika

Kalij klorid (KCI), Kemika

Kloroform (CHCIz), Kemika

Leupeptin (C20H3sNsOa4), Sigma-Aldrich
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Magnezij klorid heksahidrat (MgCl2 x 6H20), Kemika

Metanol (CH3zOH), Kemika

Metilensko plavilo, Merck

Natrij deoksikolat (NaDOC, engl. sodium deoxycholate, C24H3zgNaOa4), Sigma-Aldrich

Natrij dihidrogenfosfat-2-hidrat (NaH2PO4 x 2H,0), Kemika

Natrij dodecil sulfat (SDS, engl. sodium dodecyl sulfate, NaC12H25S04), Sigma-Aldrich

Natrij fluorid (NaF), Sigma-Aldrich

di-Natrij-hidrogenfosfat-12-hidrat (Na2HPO4 x 12H>0), Kemika

Natrij hidroksid (NaOH), Kemika

Natrij klorid (NaCl), Kemika

Natrij ortovanadat (engl. sodium orthovanadate, NazVVOa), Sigma-Aldrich

2-Merkaptoetanol (C2HsOS), Sigma-Aldrich

3-Morfolinopropansulfonska kiselina (MOPS, engl. 3-morpholinopropanesulfonic acid,

C7H1sNO4S), Sigma-Aldrich

Otopina penicilina i streptomicina, Gibco

Paraformaldehid, Fluka

Power SYBR Green, Applied Biosystems

ProLong Gold antifade reagent, Invitrogen

Proteinski markeri, obojeni, Bio-Rad laboratories GmbH
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Reverse transcription-PCR (RT-PCR) kit, Applied Biosystems

RNase inhibitor, Ambion

TEMED (CsHi6N2), Sigma-Aldrich

Tergitol (Nonidet P-40), Sigma-Aldrich

Trizma-baza (C4H1:NO3), Sigma-Aldrich

Trizma-hidroklorid (C4H12CINO3), Sigma-Aldrich

Triton X-100, Pharmacia Biotech

Trizol reagens, Invitrogen

Tween 20 (polioksietilen-sorbitan monolaureat, CsgH114026), Sigma-Aldrich

3.1.2. Mediji i puferi za kulturu stanica

3.1.2.1. Fiziolo$ka otopina puferirana fosfatnim puferom (PBS, engl. phosphate

buffered saline), pH 7,4

Natrij klorid (NaCl) 137 mM, Kkalij klorid (KCI) 2,7 mM, natrij-dihidrogenfosfat-2-hidrat

(NaH2PO4 x 2H20) 4,3 mM, kalij-dihidrogenfosfat (KH2PO4) 1,4 mM.

3.1.2.2. Mediji za uzgoj stanica

Medij DMEM, L-glutamin 2 mM, 2-merkaptoetanol 50 uM, penicilin 105 U/L, streptomicin

0,1 g/L, gentamicin 0,035 g/L, FCS 12% (v/v)
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3.1.3. Otopine koriStene za izolaciju RNK

3.1.3.1. Organska otapala u izolaciji RNK

Smjesa kloroforma i izoamilnog alkohola 49:1 (v/v), izopropanol 100 %, etanol 75 % u

destiliranoj vodi tretiranoj DEPC-om.

3.1.3.2. Denaturirajuéi pufer za pripremu uzoraka RNK za elektroforezu

MOPS (pH 7,0) 40 mM, formaldehid 6,54 % (v/v), deionizirani formamid 50 % (v/v).

3.1.3.3. Pufer za nanosenje uzoraka RNK na gel

EDTA (pH 8,0) 1 mM, bromfenol modrilo 0,25 % (w/v), ksilen cijanol 0,25 % (w/v), glicerol

50 % (V/V).

3.1.3.4. Voda tretirana s DEPC-om

DEPC 1 % (v/v) u destiliranoj vodi (H20).

3.1.35. Pufer za elektroforezu RNK (10x)

MOPS (pH 7,0) 0,4 M, natrij acetat (CHsCOONa) 0,1 M, EDTA 0,01 M.

3.1.4. Otopine koriStene za imunofluorescenciju

3.14.1. Otopina za fiksaciju stanica

Paraformaldehid 0,4 g/L otopljen u PBS-u, pH 7,4.

3.1.4.2. Otopina za permeabilizaciju stanica

Triton X-100, 0,5 %-tna otopina u PBS-u.
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3.14.3. Otopina za sprjecavanje nespecificnog vezanja protutijela

BSA 3 %, Triton X-100 0,2 % u PBS-u.

3.1.5. Puferi i otopine koriStene za izolaciju, elektroforezu proteina i Western blot

analizu

3.15.1. Pufer za izolaciju proteina (RIPA, engl. radiation immunoprecipitation

assay)

Tris ClI (pH 8,0) 50 mM, NP-40 1 % (v/v), SDS 0,1 % (wi/v), natrij deoksikolat 0,5 % (v/v),
natrij klorid (NaCl) 150 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, aprotinin 1 pg/mL, leupeptin 1

pag/mL, natrij ortovanadat (Na3VO4) 1 mM, natrij fluorid (NaF) 1mM.

3.15.2. Komponente za izradu 12% poliakrilamidnog gela za elektroforezu

proteina

3.1.5.2.1. Gel za razdvajanje proteina (donji gel)

Voda (H20) 3,3 mL, 30 % otopina akrilamid/bisakrilamida (37,5:1) 4,0 mL, 1,5 M Tris ClI

(pH 8,8) 2,5 mL, 10 % SDS 100 pL, APS 100 uL, TEMED 4 pL.

3.1.5.2.2. Gel za koncentriranje (gornji gel)

Voda (H20) 2,7 mL, 30 % otopina akrilamid/bisakrilamida (37,5:1) 670 pL, 1 M Tris CI (pH

6,8) 50 L, 10 % SDS 40 uL, APS 40 L, TEMED 4 pL.

3.15.3. Otopina za ispiranje membrana

1X TBS-Tween 20 0,05 % (Tris baza 50 mM, natrij klorid 150 mM ), pH 7,6.
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3.1.54. Otopina za sprjecavanje nespecificnog vezanja protutijela

Nemasno mlijeko 5 % (w/v) u TBS-Tween 20; albumin govedeg seruma (BSA) 5 % (w/v) u

TBS-Tween 20.

3.1.5.5. Otopina za vizualizaciju proteina vezanih na membranu

Ponceau S 0,5 % (w/v) u 1 %-tnoj (v/v) octenoj kiselini (CH3COOH).

3.1.5.6. Pufer za nanoSenje uzoraka proteina na gel (5x)

Tris Cl (pH 6,8) 300 mM, glicerol 50 % (v/v), SDS 10 % (w/v), bromfenol modrilo 0,05 %

(w/v), 2-merkaptoetanol 10 % (v/v).

3.15.7. Pufer za elektroforezu proteina (Laemmli pufer) (5x)

Tris baza 12,5 mM, glicin 100 mM, SDS 0,5 % (w/v), pH 8,5.

3.1.5.8. Pufer za prijenos proteina s gela na membranu

Tris baza 48 mM, glicin 390 mM, SDS 0,1 % (w/v), metanol 20 % (v/v).

3.1.6. Protutijela za Western blot analizu i imunofluorescenciju

3.1.6.1. Protutijela za Western blot analizu

Protutijelo protiv aktina proizvedeno u misu, Chemicon

Protutijelo protiv p21 proizvedeno u misu, Santa Cruz

Protutijelo protiv p53 proizvedeno u misu, DO-1 Santa Cruz

Protutijelo na misje IgG konjugirano s peroksidazom iz hrena (HRP, engl. horse radish

peroxidase) i proizvedeno u kozi, Santa Cruz
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3.1.6.2. Protutijela za imunofluorescenciju

Protutijelo protiv fibrilarina proizvedeno u zecu, Abcam

Protutijelo protiv UBF-a proizvedeno u misu, Santa CRuz

Protutijelo na zecje IgG konjugirano s flourescentnom bojom Alexa 488 i proizvedeno u kozi,

Molecular Probes

Protutijelo na misje IgG konjugirano s flourescentnom bojom Alexa 594 1 proizvedeno u kozi,

Molecular Probes

3.1.7. Stanicne linije

Humana stani¢na linija AS549 iz alveolarnog adenokarcinoma, ATCC. Stanice A549 su
adherentne. Uzgajala sam ih na 37 °C i atmosferi od 5 % CO, u DMEM mediju uz dodatak

fetalnog teleceg seruma (10 % v/v), glutamina i otopine penicilina/streptomicina.

3.1.8. Laboratorijsko posude i pribor

Biomax filmovi, Kodak

Boce od 200 mL, 500 mL, 1000 mL, 2000 mL

Burker-Tiurk Hemicitometar

Epruvete za centrifugiranje od 15 mL i 50 mL, Greiner

Filter papiri (Whatman), 3 mm, Sigma-Aldrich

Igla za nanaSanje uzoraka proteina na gel, Hamilton Microliter Syringes
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Immobilon P (PVDF membrana za transfer proteina), Millipore

Magneti

Mikrocentrifugalne tubice od 1,5 mL i 2 mL, Greiner

Nastavci za pipete, univerzalni (0,1-2, 2-20, 20-200 i 100-1000 uL), Gilson

Nastavci za pipete, filter (0,1-2, 2-20, 20-200 i 100-1000 uL), Gilson

Odmjerne menzure, tikvice i ¢ase

Pinceta

Pipete, Eppendorf i Gilson

Pipetori, Gilson

Plastic¢ni lijevci 1 kadice

Ploce za kulturu (6 cm, 10 cm, 15 cm), Greiner

Plasti¢ne pipete (2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL), Orange Scientific

Predmetna i pokrovna stakalca

Razvijac 1 fiksir (otopine) za razvijanje filmova, Kodak

Stakleni Stapic

Skare

3.1.9. Uredaji

Centrifuge (rashladne): Eppendorf , Chill Spin, Sorvall
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Hladnjaci (+4 °C, -20 °C, —80 °C, —140 °C)

Horizontalna tresilica, KS 260 basic, Ika

Inkubator, Jouan

Konfokalni mikroskop, LSM 700, Zeiss

Magnetska mjesalica, Ika

pH metar, Metller Toledo

Polaroid kamera, Hoefer

Sustav za elektroforezu RNK i proteina, Bio-Rad laboratories
Termoblok, Grant Boekel

Transluminator, Hoefer

Uredaj za kvantitativnu lan¢anu reakciju polimerazom ABI Prism 7300, Applied Biosystems
Vodena kupelj, Biosan

Vibracijska mjesalica, Ika

3.2. METODE
3.2.1. Kaultura stanica i tretman stanica s genotoksi¢nim agensima

Utjecaj genotoksi¢nog stresa na aktivnost RNK polimeraze I, strukturu i funkciju
jezgrice te na aktivaciju p53, ispitala sam u stani¢nim linijama A549. Prvi dan, nasadila sam

1,2 x 108 stanica u 10 mL kompletnog DMEM medija, na plo¢e promjera 10 cm. Iduéi dan,
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stanice sam tretirala s 20 UM etopozidom u trajanju od 5 i 16 sati te s 1 UM doksorubicinom,

takoder u trajanju od 5 i 16 sati.

3.2.2. lIzolacija ukupnih stani¢nih proteina i odredivanje izrazaja p53 i p21

Nakon tretiranja stanica AS549 s genotoksi¢énim agensima, etopozidom i
doksorubicinom, stanice sam skupila na na¢in da sam ih isprala PBS-om te tretirala 5 minuta s
tripsinom u inkubatoru na 37 °C uz 5 % COa. Po zavrsetku tripsinizacije, stanice sam skupila
u PBS-u i centrifugirala 5 minuta pri 1500 okretaja u minuti. Dobiveni talog stanica koristila
sam za izolaciju ukupnih proteina. Na talog stanica dodala sam RIPA pufer uz dodatak
inhibitora proteaza i fosfataza. Stanice resuspendirane u RIPA puferu drzala sam na ledu (0
°C) 30 minuta. Nakon toga, centrifugirala sam uzorke na brzini od 13 000 okretaja u minuti
tijekom 30 minuta. U Cistu tubicu, izdvojila sam supernatant koji je sadrzavao ukupne

stani¢ne proteine.

Koncentraciju proteina u stani¢nim lizatima odredila sam metodom po Bradfordu. Ova
metoda temelji se na vezivanju Comassie briliant blue boje na proteine pri ¢emu nastaje plava
boja. Intenzitet nastale plave boje proporcionalan je koncentraciji proteina, a mjeri se pomocu
spektrofotometra, odredivanjem apsorbancije na valnoj duljini od 595 nm. Za odredivanje
koncentracije proteina pripremila sam u tubice 800 pL vode i 200 pL Bradforda te 2 pL
proteinskog lizata. Navedenu smjesu sam inkubirala 5 minuta na sobnoj temperaturi te
odredila apsorbaniciju na 595 nm. Nakon §to sam odredila koncentracije proteina, pripremila

sam 20 pg proteinskog lizata za nanosSenje na gel.

Ukupnu koli¢inu proteina p53, p21 1 aktina odredila sam nakon razdvajanja proteina u
12 %-tnom poliakrilamidnom gelu, debljine 1,5 mm. Elektroforeza proteina odvijala se u

denaturiraju¢im uvijetima, u prisutnosti detergenta (SDS-a), pod utjecajem elektri¢énog polja
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jakosti 100 V. Nakon zavrsene elektroforeze, pod utjecajem elektri¢nog polja, prenijela sam
proteine s gela na pozitivno nabijenu PVDF membranu. Transfer se odvijao u elektricnom
polju jakosti 400 mA u trajanju od 2 sata. Ucinkovitost transfera provjerila sam bojanjem
PVDF membrane bojom Ponceau. Zatim sam inkubirala membranu s blokiraju¢om otopinom
u trajanju od 30 minuta. Potom sam inkubirala membranu s primarnim protutijelima (anti-p53
u razrjedenju 1:10 000; anti-p21 u razrjedenju 1:500; anti-aktin u razrjedenju 1:40 000), preko
noci pri 4 °C, na tresilici. Idu¢i dan, isprala sam membranu otopinom za ispiranje, tri puta po
5 minuta te sam inkubirala s sekundarnim protutijelima u razrijedenju 1:2000, u trajanju od 30
minuta na sobnoj temperaturi, na tresilici. Nakon toga, isprala sam membranu otopinom za
ispiranje, tri puta u trajanju od 5 minuta. Potom sam prema uputama proizvodaca nanijela
supstrat ECL Prime koji ulazi u reakciju s enzimom HRP (engl. horse radish peroxidase)
vezanim za sekundarno protutijelo. Nastala enzimska reakcija, u kojoj je doSlo do oksidacije
enzima HRP, rezultirala je pojavom kemiluminiscencije koja se registrirala na filmu. Kako
bih dobila signal na filmu, nakon dodatka supstrata, membranu sam prekrila prozirnom
folijom, stavila u kazetu i prislonila film za razvijanje. Razvijanje filma odvijalo se u uvjetima
zasticenim od svjetlosti, u trajanju od nekoliko minuta. Za vizualizaciju signala na filmu, film
sam uronila 30 sekundi u otopinu za razvijanje, isprala u vodi, uronila 40 sekundi u otopinu za
fiksiranje te ponovno isprala u vodi. Nakon ispiranja, film sam ostavila na sobnoj temperaturi

da se posusi te sam ga koristila za detekciju proteina p53, p21 i aktina.

3.2.3. Mikroskopiranje biljega jezgrice

Kako bih analizirala u¢inke dokorubicina i etopozida na strukturu i funkciju jezgrice,

koristila. sam metodu imunofluorescencije. Metoda imunofluorescencije omogucuje
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dokazivanje prisutnosti proteina pomocu protutijela specificnih za pojedini protein, a pri tome

ne dolazi do narusavanje strukture stanice, ve¢ ona ostaje ocuvana.

Tretirane 1 netretirane stanice fiksirala sam tijekom 10 minuta s 4 %-tnim
paraformaldehidom. Za permeabilizaciju stanica, fiksirane stanice inkubirala sam s 0,5 %-
tnim Triton X-100 u PBS-u, u trajanju od 7 minuta. Potom sam dva puta isprala stakalca u
PBS-u te inkubirala s otopinom za sprjeCavanje nespecCifi¢nog vezivanja protutijela, tijekom

30 minuta na sobnoj temperaturi.

Kako bih odredila strukturu jezgrice, stanice sam inkubirala prako noc¢i s primarnim
protutijelima protiv biljega UBF-a i fibrilarina koji su specifi¢ni za razlicite odjeljke jezgrice.
Zatim sam isprala primarno protutijelo i inkubirala stanice sa sekundarnim protutijelom, u
razrjedenju 1:1000, tijekom 45 minuta pri temperaturi od 37 °C. Za sekundarno protutijelo
upotrijebila sam protu-zeéje protutijelo obiljezeno s bojom Alexa 594 te protu-misje
protutijelo obiljeZeno s bojom Alexa 488. Osim toga, dodala sam fluorescentnu boju DAPI
koja boji DNK, u trajanju od 5 minuta, u mraku, pri sobnoj temperaturi. Dobiveni

fluorescentni signal analizirala sam primjenom konfokalnog mikroskopa LSM 700 (Zeiss).

3.2.4. lzolacija ukupne RNK

Ploce sa stanicama isprala sam s PBS-om te sam direktno na plo¢e dodala 1 mL Trizol
reagensa i skupila stanice u tube tretirane s DEPC-om. Trizol se dodaje direktno na ploce
kako bi izolacija ukupne RNK bila §to brza s ciljem da primarna 47S pre-rRNK, c¢iji ¢e se
izrazaj odredivati RT-PCR-om, ostaje ocuvana. Nakon kratkog mijesanja, dodala sam 400 pL
smjese kloroforma i izoamilnog alkohola (v/v, 49:1) i centrifugirala na 14 000 okretaja u

minuti tijekom 15 minuta pri 4 °C. Nakon centrifugiranja, u Cistu tubicu sam izdvojila 500 pL

supernatanta (vodenu fazu) koji sadrzi ukupnu RNK. Dodala sam 500 pL izopropanola i
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ponovno centrifugirala na 14 000 okretaja u minuti, tijekom 15 minuta pri 4 °C te sam tako
precipitirala ukupnu RNK. Talog RNK isprala sam od soli pomocu 75 % etanola
(pripremljenog u vodi tretiranom DEPC-om) i centrifugirala na 11 000 okretaja u minuti
tijekom 10 minuta. Nakon centrifugiranja, pazljivo sam uklonila supernatant i osusila uzorke.
Potom sam uzorke otopila u 30 pL vode tretiranojom DEPC-om. Uzorcima sam izmjerila
koncentraciju na spektrofotometru, mjerenjem apsorbancije na 260 nm. Koncentraciju ukupne

RNK izracunala sam prema formuli:

Koncentracija (RNK)/ pg/mL = A260 x 40 x faktor razrijedenja

Odredila sam i ¢istocu izolirane RNK koja odreduje kvalitetu izolirane RNK. Ona se
dobiva iz omjera vrijednosti apsorbancija 260 nm i 280 nm pri ¢emu vrijednosti u rasponu

1,80-2,00 odgovaraju zadovoljavajucoj ¢istoci izolirane RNK.

3.2.5. Elektroforeza RNK

Nakon §to sam izolirala ukupnu RNK, kako bih razdvojila pojedine molekule RNK,
provela sam elektroforezu RNK. Pripremila sam 1 %-tni agarozni gel tako $to sam otopila 0,5
g agaroze u 40 mL vode tretirane DEPC-om i zagrijala do vrenja u mikrovalnoj peénici. U
djelomi¢no ohladenu otopinu dodala sam 5 mL 10x MOPS pufera, 9 mL formaldehidai1 5 pL
etidij bromida koncentracije 10 mg/mL, uz stalno mijeSanje. Pripremljenu smjesu izlila sam u
kadicu za elektroforezu s prethodno postavljenim ¢eslji¢ima kojima se oblikuju bunar¢i¢i za
nanoSenje uzoraka. U svrhu zastite RNK, Kkadicu i ¢eSlji¢e isprala sam vodom tretiranom
DEPC-om.

Uzorke za elektroforezu pripremila sam dodatkom 14 uL RNK SB pufera, 4 pL RNK
LB pufera i 2 pL izolirane RNK. Pripremljenu smjesu temeljito sam izmjesala te sam ju

inkubirala u termobloku tijekom 10 minuta pri 60 °C. Nakon toga uzorke sam nanijela na gel.
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Elektroforeza se odvijala na 1 %-tnom agaroznom gelu, u 1x MOPS puferu, u elektricnom
polju jakosti 60 V.

Nakon elektroforeze, gel sam odbojavala u vodi tretiranoj DEPC-om, a uzorke sam
vizualizirala koriste¢i UV-trasluminator te sam gel fotografirala polaroidnom kamerom

(Hoefer).

3.2.6. Sinteza komplementarne DNK

Od ukupne izolirane RNK, 2 pg prevela sam u komplementarnu DNK (cDNA)
pomocu kita ,,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”, na ledu (0 °C). Reakcijsku
smjesu za sintezu komplementarne DNK pripremila sam prema sastavu navedenom u Tablici

1.

Tablica 1. Prikaz sastava reakcijske smjese za sintezu cDNA.

Sastav Volumen

10x RT pufer 2 uL

25X dNTP mix (100 mM) 0,8 pL
10x RT nasumi¢ne pocetnice 2,0 pL
MSC 1,0 uL
RNazni inhibitor 0,5 pL
Voda tretirana DEPC-om 3,7 UL

UKUPNI VOLUMEN 10,0 pL

Sinteza ¢cDNA odvijala se u uredaju za lanCanu reakciju polimerazom, prema

programu navedenom u Tablici 2.
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Tablica 2. Program za sintezu cDNA.

Faza Temperatura Vrijeme
1. Zohe 10 min
2. 37°C 120 min
2k 85°C 5 min
4. 4°C konstantno

3.2.7. Lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Za odredivanje aktivnosti RNK Polimeraze I odredila sam izrazaj glasnicke RNK za
47S pre-rRNK metodom lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real time

polymerase chain reaction, RT-PCR) pomoc¢u uredaja ABI Prism 7300 (Applied Biosystems).

Nastalu cDNA koristila sam kao kalup za RT-PCR uz primjenu specifi¢nih pocetnica
za odredivanje izrazaja specificnih gena u stanicama. Sve pocetnice koje sam koristila

navedene su u Tablici 3.

Tablica 3. Sekvence pocetnica za qRT-PCR.

Naziv pocetnice Sekvenca

pre-rRNK F 5-CCTGTCTGTTCTCTCGCGCGTCCGAA-3'

pre-rRNK R 5-AACGCCTGACACGCACGGCACGGA-3'
GAPDH F 5-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3'
GAPDH R 5-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3'

Sintetiziranu cDNA razrijedila sam s vodom u omjeru 1:25 te sam pripremila

reakcijsku smjesu prema sastavu navedenom u Tablici 4.
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Tablica 4. Prikaz sastava reakcijske smjese za qRT-PCR.

Sastav Volumen

2X SYBR Green 12,5 puL
Razrijedena cDNA (1:25) 5,0 uL
Pocetnice (2 pnM) 4,0 uL
Voda tretirana DEPC-om 3,5uL

UKUPNI VOLUMEN 25 L

Pripremljenju reakcijsku smjesu unijela sam u bunar¢i¢e mikrotitarske ploce. Nanijela
sam uzorke te sam mikrotitarsku plocu prekrila samoljepljivom folijom te centrifugirala na
1200 okretaja u minuti tijekom 2 minute pri 4 °C. Nakon toga, plo¢u sam stavila u uredaj za

RT-PCR. Reakcija se odvijala po programu navedenom u Tablici 5.

Tablica 5. Program za detekciju qRT-PCR produkta.

Faza Temperatura Vrijeme Ciklusi
1. 94 °C 10 min
2. 94 °C 15s
60 °C 60s 40x

Detekcija qRT-PCR produkta omoguéena je upotrebom fluorescentne boje SYBR
Green. Tijekom 40 ciklusa mjerila se fluorescencija SYBER Greena. Prvi ciklus u kojem je
bilo moguce odrediti nastajanje PCR fragmenta naziva se prag ciklusa (engl. cycle treshold,
Ct). Dobivene rezultate usporedila sam s vrijednostima dobivenim iz GAPDH (engl.
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) koji ima isti izrazaj u svim stanicama organizma

(engl. housekeeping gene). Koriste¢i program Excel (Microsoft) izrazila sam rezultate u
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obliku omjera izmedu vrijednosti tretiranih u odnosu na netretirane (kontrolne) stanice za

pojedini gen (engl. fold change).

3.2.8. Odredivanje disocijacijske krivulje za produkt lan¢ane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu

Nakon zavr$etka programa za qRT-RCR, mikrotitarsku plocu s reakcijskim smjesama

sam podvrgnula programu koji je naveden u Tablici 7.

Tablica 7. Program za odredivanje disocijacijske krivulje za produkte gRT-PCR.

Faze Temperatura Vrijeme
1. 95°C 15s
2. 60 °C 30s
3. 95°C 155

Flourescencija SYBR Greena provodi se za vrijeme postepenog snizavanja
temperature s 95 °C na 60 °C te je tada moguce odredivanje disocijacijske krivulje za qRT-

PCR produkte.
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4. REZULTATI

U ovom diplomskom radu cilj je bio pokazati koje mehanizme djelovanja koriste
protutumorski lijekovi, etopozid i doksorubicin, u lije¢enju zlocudnih tumora. Poznato je da
supresor tumora p53 ima klju¢nu ulogu u zastiti stanice od zlo¢udne preobrazbe. Stoga sam
stanicama A549, nakon tretmana s etopozidom i doksorubicinom, testirala izrazaj p53 i
njegovog ciljnog gena, p21, metodom Western blot. Stanice sam tretirala s 20 yM

etopozidom i 1 pM doksorubicinom u trajanju 5 i 16 sati.

Tretman stanica u trajanju 5 i 16 sati s etopozidom i doksorubicinom rezultirao je
aktivacijom supresora tumora p53 (slika 10). Osim toga, tretman stanica s etopozidom i
doksorubicinom u trajanju 16 sati rezultirao je aktivacijom p21, ciljnog gena supresora
tumora p53. Nakon tretmana stanica s genotoksi¢nim agensima, U trajanju od 5 sati,
transkripcijski cilj supresora tumora p53, p21, nije bio aktiviran ili je tek pocela njegova
aktivacija. Potrebno je odredeno vrijeme da nakon aktivacije p53 zapocne transkripcija

njegovih ciljnih gena.

< Ny
< < '\\% ,\\\
& 5 N & &
> D D ¥ X
N A v & £
XN () Qo' O O
& & &
& \OQ @q ¥ S"
<~ < Y Q Q
p33 - — e c—>
p21 R 02—
Aktin = S

Slika 10. Aktivacija supresora tumora p53 nakon tretmana stanica s etopozidom i
doksorubicinom. Stanice A549 tretirane su 20 UM etopozidom i 1 uM doksorubicinom u
trajanju 5 i 16 sati. Izrazaj proteina p53 i p21 odreden je metodom Western blot upotrebom

specifi¢nih protutijela. Izrazaj aktina sluZio je kao kontrola nanosa ukupnih proteina.
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Prema tome, iz rezultata prikazanih na slici 10., vidljivo je da tretman stanica s
etopozidom i doksorubicinom dovodi do aktivacije supresora tumora p53 kao i aktivacije
njegovog ciljnog gena, p21. Jedna od klju¢nih uloga p21 je inhibicija diobe stanica Sto je

vrlo znacajno jer doprinosi zaustavljanju diobe zlo¢udno preobrazenih stanica.

Budu¢i da jezgrica ima vrlo vaznu ulogu u stanici te da je to klju¢no mjesto sinteze
ribosoma i senzor stresa u stanici, odlucila sam odrediti da li tretman stanica s etopozidom i
doksorubicinom ima utjecaj na morfoloSka svojstva jezgrice. Izrazaj biljega jezgrice
fibrilarina i UBF-a odredila sam pomocu specificnih protutijela upotrebom metode
imunofluorescencije (slika 11). Na slici 11. prikazan je morfoloski izgled jezgrica u

stanicama A549 nakon tretmana s etopozidom i doksorubicinom u trajanju 5 i 16 sati.

DAPI Fibrilarin UBF Preklopljeno

Etopozid 5 h Netretirane

Etopozid 16 h

Doksorubicin 5 h

Doksorubicin 16 h
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Slika 11. Morfoloski izgled jezgrica nakon tretmana s etopozidom i doksorubicinom.
Stanice Ab49 tretirane su 20 pM etopozidom i 1M doksorubicinom tijekom 5 i 16 sati.
Nakon toga, stanice su fiksirane, inkubirane protutijelima protiv dva biljega jezgrice
(fibrilarina, UBF-a) i anlizirane metodom imunufluorescencije, upotrebom konfokalnog
mikroskopa. Kolokalizacija izmedu crvenog i zelenog signala prikazana je zutom bojom.
Strelicama su nazna¢ene nakupine fibrilarina i UBF-a na rubovima jezgrica nakon tretmana

stanica s doksorubicinom.

Kao sto je vidljivo na slici 11. tretman stanica s doksorubicinom u trajanju 5 i 16 sati
dovodi do znacajnih morfoloskih promjena jezgrice koje se ocituju u formiranju nakupina
fibrilarina i UBF-a na rubovima os$tecene jezgrice. lako tretman stanica s etopozidom rezultira
aktivacijom supresora tumora p53, ne uzrokuje nikakve morfoloske promjene u strukturi

jezgrice.

Nakon §to sam odredila utjecaj etopozida i dokosorubicina na aktivaciju supresora
tumora p53 i morfoloSka svojstva jezgrice, testirala sam njihov utjecaj na aktivnost RNK
polimeraze | (Pol I) odnosno na sintezu 47S ribosomske RNK (rRNK). Sinteza 47S pre-rRNK
u jezgrici jedan je od klju¢nih dogadaja tijekom sinteze ribosoma. Za odredivanje u¢inaka
ovih genotoksi¢nih agenasa na aktivnost RNK Polimeraze I, odgovorne za sintezu rRNK u
jezgrici, odredila sam izrazaj glasnicke RNK za 47S pre-rRNK metodom RT-PCR. Kako bih
odredila izrazaj glasnicke RNK za 47S pre-RNK, najprije sam izolirala ukupnu RNK i

provjerila sam njenu kvalitetu elektroforezom (slika 12).
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28S rRNK

18S rRNK

Slika 12. Elektroforeza ukupne RNK izolirane iz A549 stanica nakon tretmana stanica s
etopozidom i doksorubicinom. Ukupna RNK razdvojena je elektroforezom na 1,2 %

agaroznom gelu, a gel je obojan etidij bromidom. Strelicama su naznecene 28S i 18 S rRNK.

Koncentraciju ukupne RNK odredila sam spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije
na 260 nm. Uz to, odredila sam 1 ¢istocu izolirane RNK koja odreduje kvalitetu izolirane
RNK. Ona se dobiva iz omjera vrijednosti apsorbancija 260 nm i 280 nm, pri ¢emu vrijednosti
u rasponu 1,80-2,00 odgovaraju zadovoljavajuc¢oj Ccisto¢i izolirane RNK. Izmjerene

koncentracije i vrijednosti omjera apsorbancija A260 i A280 prikazane su u Tablici 8.

Tablica 8. Koncentracija i ¢istoéa RNK u uzoricma.

Stanice Koncentracija AV AV
Ho/uL
A549 netretirane 1,032 1,952
Ab549 tretirane s etopozidom 5 h 1,202 1,836
Ab549 tretirane s etopozidom 16 h 2,184 1,953
A549 tretirane s doksorubicinom 5 h 1,243 1,903
A549 tretirane s doksorubicinom 16 h 1,165 1,921
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Omijeri apsorbancija na valnim duljinama od 260 nm i 280 nm bili su izmedu 1,80 i 2,00

Sto ukazuje da je izolirana RNK dobre kvalitete.

Nakon izolacije ukupne RNK i provjere njezine kvalitete, prevela sam ukupnu RNK u
cDNA. Nakon sinteze cDNA, za odredivanje aktivnosti RNK Polimeraze | Kkoristila sam
metodu RT-PCR gdje sam kao kalup za reakciju Kkoristila nastalu cDNA. Pomo¢u RT-PCR-a
odreden je izrazaj glasnicke RNK za 47S pre-rRNK, a izraZaj je normaliziran prema koli¢ini
glasnicke RNK za GAPD (engl. glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase). Ciklusi reakcije

u kojima su zabiljezene umnozene cDNA (Ct vrijednosti) prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Brojevi ciklusa (Ct) u kojima su umnazene cDNA za 47S pre-rRNK i GAPDH
pomocu qRT-PCR-a.

47S pre- Prosjeéna Standardna GAPDH Prosjeéna Standardna

rRNK  vrijednost pogreska vrijednost  pogreska
18.7488 14.9699

Netretirane 18.7174
18.7325  18.7329 0.0157 14.9559  14.9629 0.0099
18.3489 14.5174

Etopozid 5 h 18.3512 14.5295
18.3560  18.3520 0.0036 14.5235 0.0086
18.1720

Etopozid 16 h 18.1700 14.3038

18.1650  18.1690 0.0036 142872  14.2955 0.0117
22.3287

Doksorubicin 5h  BERIRET 14.3583
22.3573  22.3449 0.01466  14.3589  14.3586 0.0004
23.2358 14.1445

Doksorubicin 16 h ERERIE:Y;
23.2542 23.2362 0.0178 14.1286 14.1366 0.0112

Za svaki uzorak umnaZanje je izvedeno u triplikatima. U tablici 9., prikazane su

srednje vrijednosti i standardne pogreske za pojedine uzorke, nakon tretmana stanica s
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etopozidom i doksorubicinom. Raspon brojeva ciklusa u kojima su zabiljezene amplifikacije
za cDNA za 47S rRNK kretao se od 18,16 do 23,25 a za cDNA za GAPDH u rasponu od

14,12 do 14,96.

Primjenom relativne kvantifikacije uz upotrebu metode AACt izraZena je promjena u
koli¢ini cDNA za 47S pre-rRNK prema koli¢ini cDNA za GAPDH u i u odnosu na netretirane

Ab549 stanice (slika 13).

1.2

0.8 -
0.6 -

0.4 -

Izrazaj 47S pre-rRNK

0.2 -

0 . ‘ . — ‘ ——

Netretretirane Etopozid 5 h Etopozid 16h  Doksorubicin 5 h  Doksorubicin 16 h

Slika 13. Izrazaj glasnicke RNK za 47S pre-rRNK nakon tretmana s etopozidom i

doksorubicinom.

Iz rezultata prikazanih na slici 13., vidljivo je da tretman stanica s doksorubicinom u
trajanju 5 i 16 sati inhibira sintezu 47S pre-rRNK. Ti rezultati ukazuju da doksorubicin dovodi
do funkcionalnih promjena u jezgrici koje su posljedica morfoloskih promjena u strukturi
jezgrice. Te promjene u jezgrici, uzrokovane djelovanjem doksorubicina, dovode do inhibicije
sinteze ribosoma. Medutim, tretman stanica s etopozidom nema utjecaja na izrazaj 47S pre-
rRNK kao ni na strukturu jezgrice, njegov glavni uc¢inak je inhibicija enzima topoizomeraze 11
(23).
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Kod metode gRT-PCR, signali se dobivaju ugradivanjem boje SYBR Green u
dvolan¢anu DNK. Prednost i pouzdanost temelje se na nastanku samo jednog produkta na koji
se vezuje boja SYBR Green. Disocijacijska krivulja daje informaciju koliko je produkata
nastalo primjenom gRT-PCR-a. Jedan pik na disocijacijskoj krivulji odreduje nastanak jednog
produkta $to je i preduvjet pouzdanosti za gRT-PCR metodu (slika 14). Prva derivacija
disocijacijskih krivulja svih produkata lan¢ane reakcije polimerazom rezultirala je nastankom

jednog pika po reakciji Sto ukazuje da je u svakoj reakciji nastao samo jedan produkt.

A Disocijacijska krivulja za 47S pre-rRNK

60 68 70 75 80 85 90 95

B Disocijacijska krivulja za GAPDH
1.80

1.60
1.40
1.20
1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

0.00

-0.20

60 68 70 75 80 85 90 95

Slika 14. Disocijacijska krivulja za 47S pre-rRNK (A) i za GAPDH (B). Prva derivacija
disocijacijskih krivulja za amplificirane dijelove komplementarne DNK za 47S pre-rRNK (A)

i GAPDH (B).
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Nakon odredivanja disocijacijske krivulje, nastale produke dodatno sam provjerila

elektroforezom na agaroznom gelu (slika 15).

Netretirane Etopozid 5 h Etopozid 16 h  Doksorubicin 5 h Doksorubicin 16 h

| | I | J
M Y r Y r

Netretirane Etopozid 5 h Etopozid 16 h  Doksorubicin 5 h Doksorubicin 16 h
M ' ¥ : Y ' f : f 1 )

Slika 15. Elektroforeza produkata RT-PCR reakcije za 47S pre-rRNK (A) i GAPDH
(B). Elektroforeza je izvedena na 1,2 %-tnom agaroznom gelu, koji je obojan etidij
bromidom. Naneseni su triplikati umnozene ¢cDNA za 47 pre-rRNK (A) i GAPDH (B) te

DNK marker €ije su veli€ine pojedinih fragmenata naznacene strelicama.

Iz rezultata prikazanih na slici 16. A i B vidljivo je da je u svim lan¢anim reakcijama

polimerazom nastao jedan produkt.
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5. RASPRAVA

U ovom diplomskom radu ispitala sam mehanizme djelovanja protutumorskih lijekova,
etopozida i doksorubicina, u lije¢enju zlo¢udnih tumora. Humane A549 stanice tretirala sam s
20 UM etopozidom te s 1 UM doksorubicinom u trajanju 5 i 16 sati. Nakon tretmana stanica s
genotoksi¢nim agensima odredila sam njihov utjecaj na aktivnost RNK polimeraze |,

strukturu i funkciju jezgrice te na aktivaciju supresora tumora p53.

Izrazaj supresora tumora p53 i njegovog ciljnog gena, p21, odredila sam metodom
Western blot. Dobiveni rezultati pokazuju da protutumorski lijekovi, etopozid i doksorubicin,
aktiviraju supresor tumora p53, a njegova aktivacija je klju¢na za zastitu stanica od zlo¢udne
preobrazbe. Takoder, tijekom duljeg tretmana stanica s protutumorskim lijekovima, u trajanju
od 16 sati, doslo je do aktivacije ciljnog gena supresora tumora, p21. Medutim, tretman u
trajanju od 5 sati bio je prekratak za aktivaciju transkripcijskog cilja supresora tumora p53.
Naime, tek nakon aktivacije p53 zapocinje transkripcija njegovih ciljnih gena, stoga je
potrebno odredeno vrijeme da dode do njihovog izrazaja. Prema tome, mogu zakljuciti da je
tretman stanica s etopozidom i doksorubicinom, u trajanju 16 sati, bio dovoljan kako bi
supresor tumora p53, putem svojih ciljnih gena, aktivirao specifi¢ne bioloske odgovore u

stanici i omogucio prilagodbu stanice na stres.

Buduc¢i da je jezgrica senzor stresa u stanici, ispitala sam ucinak etopozida i doksorubicina
na strukturu jezgrice metodom imunofluorescencije. Pomocu specifi¢nih protutijela odredila
sam izrazaj biljega jezgrice fibrilarina i UBF-a. Dobiveni rezultati pokazuju da doksorubicin
dovodi do znacajnih morfoloskih promjena jezgrice koje se o€ituju u formiranju nakupina
fibrilarina i UBF-a na rubovima oStecene jezgrice. Ti rezultati ukazuju da doksorubicin ima
znacajnu ulogu na strukturu i funkciju jezgrice. Osim toga, u ovom radu zbog nedostatka
protutijela anti-B23 nije testiran utjecaj doksorubicina na izrazaj biljega B23. Medutim,

etopozid iako dovodi do aktivacije p53, ne mijenja morfologiju jezgrice.
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Budu¢i da je jezgrica kljutno mjesto sinteze ribosoma i senzor stresa u stanici, u
sljede¢em koraku odredila sam aktivnost RNK polimeraze I koja je pokazatelj sinteze
ribosoma te stani¢nog rasta. Aktivnost RNK polimeraze I odredila sam metodom lancane
reakcije polimerazom u stvarnom vremenu odredivanjem izrazaja primarnog transkripta RNK
polimeraze, 47S pre-rRNK. Dobiveni rezultati pokazuju da tretman stanica s doksorubicinom,
u trajanju 5 1 16 sati, dovodi do inhibicije izrazaja 47S pre-rRNK Sto kao posljedicu ima
inhibiciju sinteze ribosoma. Zaustavljanje sinteze ribosoma i stani¢nog rasta neophodno je
kako bi se onemogucio rast i dioba zloudno preobrazenih stanica. Tretman stanica s
etopozidom nije imao utjecaj na izrazaj 47S pre-rRNK S$to ukazuje da ne ometa sintezu
ribosoma. Prema tome, doksorubicin uzrokuje morfoloske promjene u strukturi jezgrice,
dovodi do inhibicije 47S pre-RNK te aktivacije supresora tumora p53 §to kao posljedicu ima
inhibiciju diobe stanica. Etopozid dovodi do aktivacije p53, ali svoj ucinak u zastiti stanica od
zlo¢udne preobrazbe ostvaruje putem inhibicije enzima topoizomeraze Il, a ne putem
inhibicije sinteze ribosoma. Stoga, poznavanje mehanizama djelovanja protutumorskih

lijekova od velike je vaznosti pri izboru ciljane terapije i uspjesnom lijecenju.
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6. ZAKLJUCCI

. Tretman A549 stanica s etopozidom i doksorubicinom tijekom 5 i 16 sati dovodi do

aktivacije supresora tumora p53.

Potreban je tretman stanica s etopozidom i doksorubicinom u trajanju od 16 sati kako bi se

omogucila potpuna aktivacija transkripcijskog cilja p53, p21.

. Doksorubicin dovodi do morfoloskih promjena u strukturi jezgrice koje se ocituju

nakupinama fibrilarina i UBF-a na rubovima osteéene jezgrice.

. Etopozid ne uzrokuje morfoloske promjene jezgrice.

. Tretman A549 stanica s doksorubicinom, u trajanju 5 i 16 sati, dovodi do inhibicije

izrazaja 478 pre-rRNK $to dovodi do inhibicije sinteze ribosoma.

. Tretman stanica s etopozidom, u trajanju 5 i 16 sati, nema utjecaja na izrazaj 47S pre-

rRNK.
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