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SAZETAK

Stani¢no signaliziranje omogucuje komunikaciju izmedu stanica. Informacije se prenose U
obliku signala povezuju¢i sve dijelove sloZenih organizama u funkcionalnu cjelinu.
Signaliziranje omogucuje stanicama da odrede svoj polozaj i funkciju u tijelu. Signalne
molekule vezu se za receptore na povrsini stanice te pokreéu niz unutarstani¢nih promjena,
koje nadziru sve aspekte stani¢noga ponasanja, 0d nastanka stanice do programirane stani¢ne
smrti (apoptoze). NaruSavanje prijenosa signala izmedu stanica onemogucit ¢e njihovu
skladnu aktivnost, a to ¢e rezultirati pojavom bolesti. Proucavanje mehanizama kojim zdrave
stanice prenose signale temelj je za razumijevanje promjena u signaliziranju koje se javljaju
tijekom nastanka bolesti. Zbog toga, poznavanje mehanizama prijenosa signala pomaze u
pronalazenju ucinkovite terapije i novih lijekova. Zanimanje za stani¢no signaliziranje vezano
je i uz ¢injenicu da su brojne vrste raka posljedica prekidanja signalnih puteva koji nadziru
normalnu stani¢nu proliferaciju i prezivljenje.
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ABSTRACT

Cell signaling allows communication between cells. Information is transmitted in the form of
signals by connecting all parts of complex organisms into a functional whole. Signaling
allows cells to determine their position and function in the body. Signal molecules bind to
receptors on the cell surface and trigger a series of intracellular changes, which control all
aspects of cellular behavior, from cell formation to programmed cell death (apoptosis).
Disruption of signal transmission between cells will prevent their harmonious activity, and
this will result in the appearance of disease. The study of the mechanisms by which healthy
cells transmit signals is the basis for understanding the changes in signaling that occur during
disease onset. Therefore, knowledge of signal transduction mechanisms helps in finding
effective therapies and new medications. Interest in cellular signaling is also related to the fact
that many cancers are the result of disruption of signaling pathways that monitor normal cell
proliferation and survival.
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1. UvOD

Stani¢no signaliziranje omoguc¢uje komunikaciju izmedu stanica te funkcioniranje
organizma kao cjeline. Medustani¢na komunikacija prisutna je kod bakterija i jednostani¢nih
eukariota koji odgovaraju na signalne molekule drugih stanica. Ipak takva vrsta komunikacije
dostize najveéu razinu sloZzenosti kod viSestani¢nih organizama. Kod viSestani¢nih
organizama stani¢no signaliziranje osigurava stanicama da odrede svoj polozaj i odredenu
ulogu u tijelu. Ponasanje svake pojedine stanice mora se nadzirati kako bi organizam mogao
funkcionirati kao cjelina. To se postize pomoéu signalnih molekula koje sudjeluju u
povezivanju i koordiniranju brojnih pojedina¢nih stanica. Vezivanje signalnih molekula za
receptore pokrec¢e unutarstanicne promjene koje kontroliraju brojne procese kao Sto je

metabolizam, kretanje, diferencijacija, proliferacija i sl.

Razumijevanje molekularnih komponenti signalnih puteva i njihove regulacije jedno je
od glavnih podrué¢ja istrazivanja u suvremenoj stani¢noj biologiji. NaruSavanje prijenosa
signala izmedu stanica onemogucava skladnu aktivnost stanica u tijelu, §to moze rezultirati
pojavom bolesti. Proucavanje mehanizama prijenosa signala izmedu zdravih stanica kao i u
unutra$njost stanica temelj je za razumijevanje promjena koje nastaju tijekom razvoja bolesti.
Zbog toga, poznavanje mehanizama prijenosa signala pomaze u pronalazenju ucinkovite
terapije i novih lijekova. Zanimanje za podrucje stani¢nog signaliziranja dodatno je povecano
zbog Cinjenice da su brojne vrste raka posljedica prekidanja signalnih puteva koji nadziru

normalnu stani¢nu proliferaciju i prezivljenje (Cooper i Hausman, 2009).

1.1. Cilj rada

Cilj ovoga rada je:
e opisati temeljne mehanizme prijenosa signala izmedu stanica i prijenosa signala do
odredenih unutarstani¢nih ciljeva
e objasniti povezanost razli€itih signalnih puteva, na¢in regulacije brojnih stani¢nih
aktivnosti, djelovanje stani¢nih povrSinskih receptora i djelovanje razlicitih
signalnih molekula
e promjene u stanicnom signaliziranju povezati s nastankom razlic¢itih bolesti i

optimalnim terapijskim moguénostima



2. RAZRADA TEME

2.1. Signalne molekule i oblici signaliziranja

Postoje razli¢iti oblici molekula koje djeluju kao prijenosnici poruka. To mogu biti

proteini, mali peptidi, aminokiseline, nukleotidi, steroidi, produkti masnih kiselina, pa cak i

otopljeni plinovi kao §to su dusikov oksid i ugljikov monoksid.

Oblici signaliziranja izmedu dviju stanica su: izravno signaliziranje dviju stanica i

signaliziranje izlu¢enim molekulama. Ovisno o udaljenosti koju signali prijedu, signaliziranje

izlu¢enim molekulama se dijeli na endokrino, parakrino i autokrino signaliziranje (slika 1). U

endokrinom signaliziranju signalne molekule (hormoni) se prenose na vece udaljenosti da bi

djelovale na ciljne stanice. Kod parakrinog signaliziranja signalna molekula jedne stanice

djeluje na susjednu ciljnu stanicu, a u autokrinom signaliziranju stanica sama odgovara na

signalnu molekulu koju je proizvela.

Forms of Chemical Signaling

Autocrine

A cell targets itself.

Signaling across gap junctions

A cell targets a cell connected by gap junctions.

cell

Signaling

Target
cell

cell

Paracrine I A cell targets a nearby cell.
Signaling @.@ Target
cell cell
Endocrine I A cell targets a distant cell through the bloodstream.
Signaling Target

)

bloodstream

cell

Slika 1. Signaliziranje izlu¢enim molekulama (izvor: web 1)



Izravno signaliziranje dviju stanica omogucuju propusne veze kod Zivotinja i
plazmodezmije kod biljaka. Ovi kanali ispunjeni vodom osiguravaju protok malih signalnih
molekula difuzijom izmedu dvije stanice. Male molekule poput kalcijevih iona (Ca’") mogu

se kretati izmedu stanica, dok velike molekule poput DNA i proteina ne prolaze (web 2).

Signalne molekule razli¢ito djeluju na ciljne stanice na nacin da se mogu vezati za
receptore na povrSini stanice ili mogu pro¢i kroz staniénu membranu i vezati se za

unutarstanicne receptore.

2.2. Steroidni hormoni kao signalne molekule

Steroidni hormoni sintetiziraju se iz kolesterola (slika 2). Spolne zlijezde stvaraju
testosteron, estrogen i progesteron. Nadbubrezne Zzlijezde stvaraju kortikosteroide Koji
ukljuéuju glukokortikoide i mineralokortikoide. Specifi¢no za steroidne hormone je da se ne
nakupljaju u zlijezdama u kojima nastaju, ve¢ se odmah izlucuju u krv i dalje prenose do
ciljnih mjesta. Spadaju u skupinu signalnih molekula koja takoder ukljucuje tireoidni hormon,
vitamin D3 i retinoi¢nu Kiselinu. Tako strukturno i funkcionalno razli¢iti od steroida, te vrste
signalnih molekula mogu takoder difundirati kroz stani¢nu membranu zbog svoje male
veli¢ine i hidrofobnosti. Unutar stanice na njih odgovaraju unutarstani¢ni receptori koji se

nalaze u citoplazmi ili jezgri (Cooper i Hausman, 2009).

Djelovanje steroidnih hormona zapocinje ulaskom hormona unutar ciljne stanice te
vezivanjem za specifi¢ni proteinski receptor. Nastaje kompleks hormon-receptor koji se
prenosi u jezgru ili difundira u nju. U jezgri kompleks se veze za specifiéna mjesta na
molekuli DNA i zapocinje transkripciju gena te stvaranje glasnicke RNA. Glasnicka RNA
zatim se prenosi u citoplazmu i na ribosomima zapocinje proces translacije kojim se stvaraju
nove bjelancevine koje obavljaju odredenu funkciju. Vezivanje liganda moze aktivirati ili
inaktivirati transkripciju pojedinih gena, tako da steroidni hormoni i sli¢ne molekule direktno

utjeCu na gensku ekspresiju.
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Slika 2. Sinteza steroidnih hormona (izvor: web 3)

2.3. Dusikov oksid i ugljikov monoksid kao signalne molekule

Dusikov oksid (NO) je parakrina signalna molekula u ziv€anom, imunolo§kom i
cirkulacijskom sustavu. Poput steroidnih hormona, jednostavni plin duSikov oksid moze
difundirati kroz membranu svojih ciljnih stanica. Medutim, umjesto vezanja za receptor koji
nadzire transkripciju, mijenja aktivnost unutarstani¢nih ciljnih enzima. Dusikov oksid nastaje
oksidacijom aminkiseline arginina u citrulin uz molekulu NADPH uz pomo¢ enzima sintaze
duSikova oksida. Nakon sinteze difundira izvan stanice i moze djelovati lokalno na susjedne
stanice. Njegovo djelovanje ograni¢eno je zbog toga §to je izrazito nestabilan, s kratkim
poluvijekom. Unutar stanice NO se veze za hem-skupinu na aktivnom mjestu enzima gvanil-
ciklaze. Vezanje NO poti¢e sintezu ciklickoga GMP-a. Stovise, moZe izravno promijeniti
neke ciljne proteine tako da nitrozilira cisteinske ostatke. Jedan od u¢inka NO je signaliziranje

koje dovodi do dilatacije krvnih zila (Cooper i Hausman, 2009).

Ugljikov monoksid (CO), jednostavan plin, takoder djeluje kao signalna molekula u
zivéanom sustavu. Njegova sinteza u zZiv€anim stanicama potaknuta je neurotransmitorima.

Posrednik je u dilataciji krvnih zila.



2.3.1. Uloga duSikova oksida u lije¢enju sréanih bolesti

Nitrovazodilatator je farmaceutsko sredstvo koje uzrokuje vazodilataciju otpustanjem
dusikova oksida. DuSikov oksid potom difundira u glatke misi¢ne stanice, gdje poti¢e gvanil-
ciklazu, $to uzrokuje nastanak ciklickog GMP-a koji stimulira opustanje misi¢nih stanica i $iri
krvne zile. Terapeutski su korisni zbog toga §to poti¢u koronarnu arteriodilataciju u bolesti
poznatoj kao angina pectoris i kod smanjenoga protoka krvi. Mehanizam otpustanja dusikova
oksida ukljucuje unutarstani¢ne tiolne grupe, potrebne za redukciju nitrata. Te grupe su
aminokiselinski ostaci unutarstani¢nih proteina koji sadrze sumpor. Kada se ucestalo
primjenjuju, dolazi do pojave tahifilaksije, smanjenog odgovora organizma na odredeni lijek.
Ovo se dogada zbog peroksinitrita, koji je nastaje endogenom reakcijom dusSi¢nog oksida sa

superoksidnim anionom (Benkusky i sur., 1998).

Commonly used organic nitrates

Compound Structure Application Dose Time until Duration of
[magl action [min] action [h]

Ghycenyl trinitrate e Spray 0.5 1 0.5
(GTM) F £ Tahlet 52 -5 1-2

OB Patch 5-105-10 4-8
Pentaerythrityl M H Tablet 50 - 80 10 - 20 8-12
tetranitrate (PETN) N x N
Isosorbide dinitrate -_ Tablet 5 1- 2 1
(1S DN) d} Slow-release 20 - 120 10 - 30 B-12

' ablet
Spray 5- 20 10 - 20 4- 6

Isosorbide-5- . Tablet 20 - 40 10 - 30 1-2
mononitrate 81?
(ISMN) Sl

Micorandil o ; Tablet 10 - 20 30 - 60 2-4
] (R
N H
Sodium nitroprusside - 2 Infusion 0.001 - 0003 1 01 -02
(SNP) Nag_ ' _gmM mg/kg/min

Slika 3. Primjeri nitrovazodilatatora (izvor: Munzel i Daiber, 2017)

2.4. Neurotransmitori kao signalne molekule

Neurotransmitori su male, hidrofilne molekule koje prenose signale u zivéanome
sustavu izmedu dvije ziv¢ane stanice ili ziv€ane stanice i miSi¢ne stanice. To je skupina koja
ukljucuje acetilkolin, dopamin, adrenalin, serotonin, histamin, glutamat, glicin 1 y-

aminomaslac¢nu Kiselinu (GABA, prema engl. — gamma-aminobutyric acid). Komunikacija



izmedu dva neurona se odvija u sinapti¢koj pukotini (slika 4). Elektri¢ni signal koji putuje
aksonom se pretvara u kemijski signal otpuStanjem neurotransmitora u sinapti¢ku pukotinu.

Nakon otpustanja neurotransmitori se vezu za receptore na povrsini ciljnih stanica.

Presynaptic cell

L ; % [

@) Synapse
) © (S
Neuro- 3\ o L)

transmitter m v &X
Axon terminal /

\ /
Postsynaptic cell

Slika 4. Prijenos signala izmedu dvije Ziv¢ane stanice (izvor: web 4)

Budué¢i da su neurotransmitori hidrofilne molekule, ne mogu pro¢i kroz stani¢nu
membranu ciljnih stanica. Djeluju tako da se vezu za receptore na stanicnoj povrSini. Mnogi
receptori su 1 ionski kanali, kao §to je receptor za acetilkolin. Drugi receptori su povezani s G-
proteinima, skupinom signalnih molekula, koje povezuju receptore na povrSini stanice S

unutarstani¢nim procesima (Cooper i Hausman, 2009).

2.5. Peptidni hormoni i faktori rasta kao signalne molekule

.....

hormoni, neuropeptidi i polipeptidni faktori rasta. Peptidni hormoni se sintetiziraju u
stanicama iz aminokiselina prema prijepisu na glasnickoj RNA molekuli. Poznati primjeri su

inzulin, glukagon i hormoni koje stvara hipofiza (hormon rasta, prolaktin i drugi). Zivéane



stanice umjesto neurotransmitora mogu sintetizirati neuropeptide od kojih neki djeluju i kao
neurohormoni (npr. encefalin, endorfin). Neuropeptidi su sintetizirani iz vec¢ih neaktivnih
proteinskih prekursora u lumenu endoplazmatskog retikuluma. Polipeptidni faktori rasta
pripadaju vrsti  signalnih molekula koje nadziru rast i diferencijaciju animalnih stanica.
Takoder je utvrden sve veci broj polipeptidnih faktora rasta koji reguliraju ne samo stani¢nu
proliferaciju, ve¢ i razliCite stani¢ne aktivnosti, ukljucujuéi talozenje proteina matriksa,

odrzavanje vitalnosti stanica, upale i obnavljanje tkiva (Deuel, 1987).

Faktori rasta su: NGF (nerve growth factor, faktor rasta neurona), EGF (epidermal
growth factor, epidermalni faktor rasta), PDGF (platelet-derived growth factor, trombocitni
faktor rasta), citokini, faktori rasta usidreni u membrani i drugi.

Faktori rasta, neuropeptidi i peptidni hormoni ne mogu pro¢i kroz stani¢nu membranu,

veé se vezu za receptore na povrsini ciljne stanice.

2.5.1. Utjecaj epidermalnog faktora rasta na regeneraciju crijevne sluznice

Smanjena razina epidermalnog faktora rasta (EGF) povezana je s ulkusnom bolesti.
ZabiljeZene su niske razine EGF-a u slini pacijenata s aktivnim duodenalnim ulkusom. Sli¢no
navedenom, imunorekativne EGF razine u zelu¢anom soku i slini smanjene su kod bolesnika
s ¢irem na Zelucu. Nedostatak EGF-a moze dovesti do smanjene otpornosti sluznice na stres
i/ili slabije sposobnosti za popravak uslijed ozljede sluznice. Dokazano je da suplementacija

EGF-om poboljsava obnavljanje sluznice (Rowland i sur., 2014).

2.6. Eikosanoidi kao signalne molekule

Eikosanoidi pripadaju vrsti lipida koji sluZe kao signalne molekule. Djeluju tako Sto se
vezu za receptore na povrsini stanice. Nastaju oksidacijom arahidonske kiseline ili drugih
polinezasi¢enih masnih kiselina. Zbog brze razgradnje djeluju lokalno u autokrinim ili
parakrinim signalnim putevima. U ovu skupinu spadaju prostaglandini, prostaciklin,
tromboksani i leukotrieni. Pretvorbu arahidonske kiseline u prostaglandin H» katalizira enzim
ciklooksigenaza. To je prvi korak koji vodi prema nastanku prostaglandina ili tromboksana.

Taj enzim je ciljno mjesto djelovanja aspirina, koji smanjuje bol i upalu na nacin da zaustavlja



sintezu prostaglandina. Takoder smanjuje zgruSavanje krvi time Sto zaustavlja sintezu

troboksana (Cooper i Hausman, 2009).

Postoje dva oblika ciklooksigenaze: COX-1 i COX-2. Enzim COX-1 je zasluZzan za
normalno stvaranje prostaglandina, dok je COX-2 enzim odgovoran za povecano stvaranje
prostaglandina koje uzrokuje upale i bolesti. Da bi se zaustavila sinteza prostaglandina

potrebno je inhibirati ovaj enzim pomocu kovalentnih i nekovalentnih inhibitora (slika 5).

Cl
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Slika 2. Nekovalentni inhibitori ciklooksigenaze (izvor: web 5)

2.7. Djelovanje stani¢nih povrsinskih receptora

Vecina liganda odgovornih za signaliziranje izmedu dviju stanica veZe se za receptore
na povrsini Ciljne stanice. Neki receptori za neurotransmitore ujedno su i ionski kanali koji
nadziru protok iona kroz stani¢nu membranu. Drugi receptori, kao §to su receptori za peptidne
hormone i faktore rasta, djeluju tako da nadziru djelovanje unutarstani¢nih proteina. Ti
proteini zatim prenose signale do odredenih unutarstani¢nih ciljeva. Signal se mehanizmom
kaskadnih reakcija dovodi do jezgre ciljne stanice i uzrokuje programirane promjene u

genskoj ekspresiji (Cooper i Hausman, 2009).



2.7.1. Receptori povezani s G-proteinima

Kljuénu ulogu u signalizaciji imaju proteini koji vezu gvanin-nukleotid (G-proteini).
Receptori na povrSini stanice prenose signale do unutarstani¢nih ciljeva pomoc¢u G-proteina.

Njihova glavna osobina je sedam membranskih a-uzvojnica koje prolaze kroz membranu.

Vezivanje liganda na izvanstani¢ni dio receptora uzrokuje promjenu konformacije te
aktivaciju G-proteina (slika 6). U neaktivnom obliku to je heterotrimerni protein koji se
sastoji od tri podjedinice: a, B i y. Aktivacija G-proteina ukljucuje zamjenu GDP-a, za koji je
vezana podjedinica a, sa GTP-om. Aktivirana podjedinica o zatim disocira od B- i y-
podjedinica koje ostaju povezane i djeluju kao kompleks. Zatim aktivna podjedinica a i By-
kompleks djeluju na ciljne proteine i uzrokuju unutarstani¢ni odgovor. Hidrolizom vezanog

GTP dolazi do inaktivacije a-podjedinice koja se potom ponovo spaja s Py-kompleksom

(Cooper i Hausman, 2009).
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Slika 3. Aktivacija G-proteina (izvor: web 6)

2.7.2. Receptorske protein-tirozin-kinaze

Neki receptori na stani¢noj povr$ini povezani su izravno s unutarstani¢nim enzimima.
Najveéa porodica takvih receptora su receptorske protein-tirozin-kinaze. Ovoj porodici
pripadaju receptori za vecinu polipeptidnih faktora rasta. Vecina receptorskih protein-tirozin-

kinaza sastoji se od jednoga polipeptida, iako postoje i dimeri.



Vezanje liganda za izvanstani¢ni dio receptora aktivira unutarstanicnu kinaznu
domenu. Dolazi do fosforilacije receptora i unutarstani¢nih ciljnih proteina (slika 7). Prvi
korak u signaliziranju je dimerizacija receptora kao odgovor na vezanje liganda. Neki faktori
rasta su dimeri, te izravno poti¢u dimerizaciju vezanjem za dvije susjedne molekule receptora.
Drugi faktori rasta su monomeri, ali takoder uzrokuju dimerizaciju jer dolazi do
konformacijskih promjena. Dimerizacija dovodi do autofosforilacije receptora jer se dva

polipeptidna lanca uzajamno fosforiliraju.

Aktivirane Kkinaze zatim fosforiliraju tirozinske ostatke receptora i stvaraju

fosfotirozinska vezna mjesta za nizvodne signalne molekule (Cooper i Hausman, 2009).
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Slika 7. Dimerizacija i autofosforilacija receptorskih protein-tirozin-kinaza

(izvor: Cooper i Hausman, 2009)

2.7.3. Uporaba inhibitora receptora vaskularnog endotelnog faktora rasta u lije¢enju

metastatskog karcinoma bubrezZnih stanica

Posljednjih godina zabiljeZena je ucestalija pojava metastatskog karcinoma bubreznih
stanica. Zbog neosjetljivosti na tradicionalnu kemoterapiju razvija se alternativna strategija
odnosno ciljana terapija. Tijekom proteklog desetljeca, razvoj ciljanog lijeCenja ove bolesti
znatno je napredovao. Nekoliko studija pokazalo je da je put vaskularnog endotelnog faktora
rasta vazan posrednik za nastanak i razvoj karcinoma bubreznih stanica, a inhibitori tirozin
kinaze koji ciljaju receptore faktora rasta vaskularnog endotelnog faktora (VEGF) navode se
kao optimalna terapijska moguénost. Sest malih molekula koje inhibiraju receptore
VEGFR1/2/3, (sunitinib, sorafenib, aksitinib, pazopanib, kabozantinib i lenvatinib), su

supstance odobrene od Americke Agencije za hranu i lijekove (Food and Drug
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Administration) za lijeCenje karcinoma bubreznih stanica. Dokazano je da njihovo inhibitorno
djelovanje poboljsava kvalitetu zivota i produljuje prezivljavanje pacijenata (Li Wei i sur.,
2020).

2.7.4. Ostali receptori

Mnogi receptori nemaju vlastitu enzimsku aktivnost, ve¢ djeluju na nacin da poticu
unutarstani¢ne protein-tirozin-kinaze s kojima su povezani nekovalentnim vezama. U ovu
porodicu receptora spadaju receptori za citokine i za neke polipeptidne hormone. Receptori za
citokine djeluju zdruZzeno s nereceptorskim protein-tirozin-kinazama, koje se aktiviraju kao

odgovor na vezanje liganda.

Takoder, neki receptori su povezani s enzimima koji imaju drugaciju aktivnost od
enzima koji poti¢u protein-tirozinsku fosforilaciju. Ti receptori ukljuéuju protein-tirozin-

fosfataze, protein-serin/treonin kinaze i gvanil ciklaze (Cooper i Hausman, 2009).

2.8. Drugi glasnici

Unutarstani¢na aktivacija enzima u signalnom lancu moze dovesti do stvaranja malih
signalnih molekula u stanici. Ove unutarstani¢ne signalne molekule zovu se drugi glasnici.
Aktiviraju srodne enzime za daljnji prijenos signala. Dolazi do prijenosa signala sa povrSine
stanice do razliitth unutarstani¢nih ciljeva u procesu unutarstani¢nog prijenosa signala.

Svojstva vazna za funkciju drugih glasnika su:

e Drugi glasnici se mogu sintetizirat brzo iz prekursora enzimatskom
reakcijom. Enzimi koji sudjeluju u stvaranju drugih glasnika su dio signalnog
puta i aktiviraju se tijekom signalizacije zbog proizvodnje drugih glasnika.
Cesto, ovi enzimi mogu stvoriti veliki broj drugih glasnika, §to dovodi do

visoke lokalne koncentracije.

e Drugi glasnici se mogu brzo ispustiti iz unutarstani¢nih spremnika. Na
primjer, drugi glasnik Ca?* je pohranjen u posebnom skladistu unutar stanice,

endoplazmatskom retikulumu. Otpustanje Ca?" iz endoplazmatskog retikuluma
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potice inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) (slika 8). IP3 je takoder drugi glasnik koji
nastaje hidrolizom membranskog fosfolipida fosfatidil-inozitol-4,5-bisfosfata
(PIP2).
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Slika 8. Mehanizam otpustanja Ca®* (izvor: Jeremy i sur., 2006)

e Drugi glasnici se mogu brzo inaktivirati ili pohraniti u specifi¢ne odjeljke.
Kako bi se omogucio prekid funkcije drugog glasnika, glasnike razgraduju
specificni enzimi ili se uklanjaju skladiStenjem ili transportom u izvanstani¢ni

medij.

e Drugi glasnici mogu aktivirati razlicite efektorske proteine. Vezna mjesta
za odreden drugi glasnik (Ca?*, cAMP) mogu se pojaviti na razli¢itim
signalnim proteinima. Ovo svojstvo omogucava drugom glasniku da regulira
vise ciljnih proteina, §to dovodi do varijabilnosti signalizacije i isprepletenosti

signalnih mreza (slika 9).
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Slika 9. Efekti ciklickog AMP-a (CAMP) (izvor: web 7)

e Drugi glasnici omoguéuju pojacavanje signala. Enzimatska proizvodnja

velikog broja glasnika znacajno pridonosi pojacavanju signala.

Trenutno su poznate dvije vrste drugih glasnika: citosolni glasnici i glasnici povezani s

membranom.

Citosolni glasnici se vezu na ciljne proteine tokom prijenosa signala. Djeluju kao

efektori koji aktiviraju ili reguliraju signalizaciju.

Glasnici povezani s membranom komuniciraju sa svojim ciljnim proteinima na
unutarnjoj strani stanicne membrane. U ovom slucaju ciljni proteini mogu takoder biti

povezani s membranom (Krauss, 2014).
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2.9. Citoskelet i signalne mrezZe

Funkcija mnogih stanica ovisi o stani¢noj adheziji i organizaciji citoskeleta. Receptori
koji su odgovorni za stani¢nu adheziju poti¢u odredene unutarstani¢ne signalne puteve, dok

promjene citoskeleta uzrokuju pokretanje stanice ili promjene njezina oblika.

Integrini su glavni receptori koji su odgovorni za prianjanje stanica za izvanstani¢nu
tvar. Dva su tipa stabilnih spojeva u kojima je citoskelet vezan s izvanstani¢énim matriksom
(slika 10). U fokalnim adhezijama, snopi¢i aktinskih vlakana usidreni su na B-podjedinice
vecine integrina kroz zdruzivanje s mnogim drugim proteinima, uklju¢uju¢i a-aktinin, talin i
vinkulin. U hemidezmosomima integrin asPs povezuje bazalnu laminu s intermedijarnim
vlaknima preko plektina i BP230. BP180 ima ulogu u sklapanju i stabilnosti hemidezmosoma
(Cooper i Hausman, 2009).
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Slika 10. Spojevi izmedu stanice i izvanstani¢noga matriksa posredovani integrinom

(izvor: Cooper i Hausman, 2009)
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Mnoge signalne funkcije integrina ovise 0 nereceptorskoj protein-tirozin-kinazi
nazvanoj FAK (prema engl. focal adhesion kinase). Ova kinaza je pronadena u fokalnim
adhezijama. Fokalne adhezije cesto su najistaknutija mjesta fosforilacije tirozina kod stanica
u kulturi, a FAK je jedan od glavnih tirozin-fosforiliranih proteina. Nakon vezanja za
izvanstani¢nu tvar, integrin se po¢inje nakupljati, $to dovodi do lokalizacije FAK u fokalnim

adhezijama.

Nakupljene FAK molekule medusobno se fosforiliraju na specificnom tirozinu,
stvaraju¢i fosfotirozinska vezna mjesta za ¢lanove Src-porodice nereceptorskih protein-
tirozin-kinaza. Ove kinaze zatim fosforiliraju FAK na dodatnim tirozinima, stvarajuci vezna
mjesta za razne unutarstani¢ne signalne proteine. Na ovaj nadin se signal prenosi unutar

stanice.

Jedan od nacina analize funkcije FAK-a je proucavanje fokalnih adhezija kod stanica
mutiranih miSeva kojima nedostaju odredeni proteini. Fibroblasti s manjkom FAK-a jos
uvijek se prislanjaju na fibronektin i tvore fokalne adhezije. Stvaraju jako puno fokalnih
adhezija, a kao rezultat usporava se §irenje i migracija stanica (Slika 11). Navedeno sugerira
da FAK obi¢no pomaze u razgradnji fokalnih adhezija i da je gubitak adhezija potreban za
normalnu migraciju stanica. Mnoge stanice raka imaju povisenu razinu FAK-a, §to objasnjava

zasto su Cesto pokretnije od normalnih stanica (Alberts i sur., 2002).

normal fibroblasts FAK-deficient fibroblasts

(B) |
50 um

Slika 11. Veliki broj fokalnih adhezija kod fibroblasta s manjkom FAK-a. Normalni
fibroblasti i fibroblasti s manjkom FAK-a obiljezeni su s antitijelima za vinkulin zbog
lociranja fokalnih adhezija. (A) Normali fibroblasti imaju manje fokalnih adhezija i prosirili
su se nakon dva sata u kulturi stanica. (B) U isto vrijeme, fibroblasti s manjkom FAK-a imaju

vise adhezija i nisu se rasirili (Izvor: Alberts i sur., 2002).
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Clanovi Rho-podskupine malih proteina koji vezu GTP (poput Rho, Rac i Cdc42)
imaju kljuénu ulogu u nadzoru nad organizacijom aktinskoga citoskeleta, a time i nad
razli¢itim stani¢nim zbivanjima, kao $to su stani¢na pokretljivost i adhezija. Clanovi obitelji

Rho aktiviraju se integrinskim signaliziranjem i signaliziranjem potaknutim faktorima rasta.

Razli¢iti signalni putevi unutar viSestani¢nog organizma nisu medusobno izolirani ve¢
medusobno komuniciraju pa prijenos signala unutar stanice treba shvatiti kao integriranu

mrezu povezanih puteva (slika 12).
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Slika 12. MreZa prijenosa signala za otvaranje puci kod biljaka (izvor: web 8)

Medusobno komuniciranje zna¢i medusobno povezivanje razli¢itih signalnih puteva
kao §to je povezanost signaliziranja Ca** i cCAMP-a (slika 13), te integrinskog signaliziranja i
nereceptorskih protein-tirozin-kinaza. Veze izmedu razli¢itih puteva mogu biti pozitivne (ako
jedan put poti¢e drugi) ili negativne (ako jedan put koc¢i drugi). Uz mehanizme negativne
povratne sprege koji kontroliraju aktivnost signalnih puteva, signalna mreza sadrzi i
mehanizme pozitivne povratne sprege, kao i mehanizme prijenosa unaprijed. Kod prijenosa
unaprijed jedna komponenta puta potice udaljenu, nizvodnu komponentu (Cooper i Hausman,
2009).

16



Modulation of intraceiiulee CAMP levels by Ca?* Caz' Caz.
24
Ca

Neuroendocrine Cell Designed by Caricati-Neto
and Bergantin (2015)

Slika 13. Povezanost signaliziranja Ca?* i cAMP (izvor: web 9)

2.10. Programirana stani¢na smrt

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt, normalan je proces koji je jedinstven za
animalne stanice. Za ovaj proces karakteristicno je smanjenje volumena stanice i jezgre,
gubitak adhezijskih interakcija i razgradnja kromatina na male fragmente. Cesto se usporeduje
sa drugacijom vrstom stani¢ne smrti koja se naziva nekroza. Poput apoptoze, nekroza je
takoder reguliran i1 programiran proces, mnogo rjede prisutan u prirodi. Nekroza je
odumiranje stanica u zivim tkivima uzrokovano vanjskim neprirodnim uzrocima.
Karakterizira je oticanje stanice i unutarstani¢nih organela, pucanje membrane i istjecanje

stani¢nog sadrZaja u izvanstani¢ni medij.

Za vrijeme embrionalnog razvoja, u njegovoj najranijoj fazi, ljudska ruka nalikuje
veslu. Prsti se oblikuju kasnije procesom eliminacije viska stanica apoptozom. Apoptoza ne
prestaje zavrietkom embrionalnog razvoja. Procijenjeno je da 10°-10'! stanica u tijelu
odrasle osobe umre svaki dan procesom apoptoze. Takoder, apoptoza je vazna za eliminaciju

stanica koje organizmu vise nisu potrebne ili imaju nepopravljivo ostecen genom.

Apoptoza je povezana S neurodegenerativnim bolestima poput Alzheimerove,

Parkinsonove i Huntingtonove bolesti. Eliminacija esencijalnih neurona tijekom napredovanja
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ovih bolesti dovodi do gubitka pamcenja ili smanjenja motoricke koordinacije. Bolesti mogu
biti i posljedica neprovodenja apoptoze kada je uklanjanje stanica nuzno (npr. stanica raka) ili
zbog prekomjerne indukcije apoptoze u slucajevima kada eliminacija stanica nije potrebna
(Karp, 2013).

2.10.1. Vanjski put apoptoze

Poticaj za apoptozu prenosi izvanstani¢ni proteinski glasnik nazvan faktor nekroze
tumora (TNF, tumor necrosis factor) (slika 14). TNF je trimerni protein, kojeg sintetiziraju
odredene stanice imunolo$kog sustava kao odgovor na stani¢na oSte¢enja. TNF se veze za
transmembranski receptor TNFR1. Aktivirani receptor veze dva razlidita citoplazmatska
proteina (TRADD, FADD) i prokaspazu-8 da bi stvorio multiproteinski kompleks na
unutarnjoj povrsini plazma membrane. U nastalom kompleksu dolazi do aktivacije kaspaze-8,
koja dalje aktivira nizvodne kaspaze koje prenose signal i dovode do stani¢ne smrti (Karp,
2013).

Slika 14. Struktura faktora nekroze tumora (TNF) (izvor: web 10)
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2.10.2. Unutarnji put apoptoze

Unutarnji podrazaji, poput nepopravljivih genetskih oStecenja, nedostatka kisika,
virusne infekcije ili jakog oksidativnog stresa, pokrecu apoptozu unutarnjim putem. Kao
posljedica navedenih stani¢nih uvjeta, ¢lanovi porodice Bcl-2 proteina (BAX ili BAK)
oligomeriziraju unutar vanjske mitohondrijske membrane, tvoreé¢i kanale koji olakSavaju
oslobadanje molekula citokroma ¢ iz medumembranskog prostora mitohondrija. U citosolu
molekule citokroma c¢ formiraju kompleks s proteinom Apaf-1 i molekulama prokaspaze-9.
Aktivirane prokaspaze-9 potic¢u nizvodne kaspaze (egzekutore stani¢ne smrti) koje dovode do
apoptoze (slika 15) (Karp, 2013).
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Slika 15. Unutarnji put apoptoze (izvor: web 11)

Apoptoza takoder igra ulogu u progresiji tumora. Da bi stanica tumora migrirala do

odredenog dijela tijela (metastazirala), ona mora moci prezivjeti u krvnom ili limfnom sustavu
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I izvrSiti invaziju u strano tkivo. U normalnim uvjetima apoptoza sprjecava ovaj dogadaj jer
stanice imaju mehanizam "samounistenja" kada ne dodiruju druge stanice ili izvanstanic¢ni
matriks. Stanice tumora su specificne su u stanju izbjeéi apoptozu i neprestano se dijeliti

usprkos abnormalnostima (web 12).
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3. SAZETAK

Poznavanje stani¢ne signalizacije vazno je za razumijevanje osnovnih stani¢nih
procesa, kao §to su rast, razvoj, dioba stanica, diferencijacija, migracija i apoptoza. Stani¢na
signalizacija omogucava medustanicnu komunikaciju, ali i funkcioniranje viSestanicnog
organizma kao funkcionalne cjeline. Brojni signalni putevi unutar viSestani¢nog organizma
medusobno su povezani i Cine integriranu komunikacijsku mrezu. Poznavanje naéina
komunikacije izmedu zdravih stanica kao i unutarstani¢nog prijenosa signala, osnova je za
razumijevanje promjena koje nastaju tijekom razvoja razliCitih bolesti. Pogreske u stani¢cnom
signaliziranju uzrok su bolesti poput tumora, autoimunih bolesti i dijabetesa. Stani¢no
signaliziranje jedno je od klju¢nih i gotovo neiscrpnih podru¢ja istrazivanja stani¢nih i
molekularnih biologa ¢iji je cilj stalno nadopunjavanje postojeéih saznanja 0 medustani¢noj
komunikaciji. Rezultati ovih istrazivanja kontinuirano dovode do novih, u¢inkovitijih rjesenja

u terapiji brojnih bolesti kao i razvoja novih lijekova.
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