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1. UVOD 
 

Poznato je 518 kinaza u ljudi od kojih 90 spada u tirozin kinaze. Radi se o proteinima 

koji su odgovorni za kataliziranje fosforilacije tirozinskih ostataka koristeći ATP molekulu kao 

donora fosfata [1]. Podskupina proteina tirozin kinaza su tirozin kinazni receptori (RTK) 

sastavljeni od vanstanične domene koja veže ligand, transmembranske regije i citoplazmatske 

domene koja nosi kinaznu aktivnost. Opisano je 58 različitih RTK u ljudi i svrstani su u 20 

različitih porodica na temelju strukturnih karakteristika [2]. EGF (epidermal growth factor) 

receptori predstavnici su ErbB porodice receptora čija se aktivacija temelji na ligandom 

induciranoj dimerizaciji [3]. EGFR (nazivaju se i ErbB1 ili HER1) mogu vezati sedam različitih 

faktora rasta koji nakon vezanja za vanstaničnu domenu izazivaju konformacijske promjene 

strukture receptora i aktiviraju određene nizvodne signalne puteve [4]. EGFR imaju ključnu 

ulogu u aktivaciji stanične proliferacije, diferencijacije i migracije stanica i njihova je 

abnormalna aktivacija povezana s razvojem različitih tumora u ljudi [5]. Najčešće primijenjivani 

lijekovi kod spomenutih patoloških stanja su EGFR inhibitori koji se dijele na tirozin kinazne 

inhibitore (TKI) i monoklonska protutijela (mAbs). Zbog neželjenih reakcija koje izazivaju i 

zbog rezistencije koja se u konačnici razvije na TKI i mAbs, istraživanja se sve više usmjeravaju 

prema pronalaženju i usavršavanju novih terapijskih pristupa koji će pokazati veću selektivnost, 

imati bolju učinkovitost i manje neželjenih reakcija. Takvom se do sada pokazala terapija malim 

visoko selektivnim molekulama tzv. alosteričkim inhibitorima [1]. 
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1.1. ErbB porodica tirozin kinaznih receptora 
  

ErbB porodici pripadaju 4 člana EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 i 

ErbB4/HER4 (40%–45% se strukturno preklapaju). ErbB receptori su eksprimirani u raznim 

tkivima epitelnog, mezenhimalnog i živčanog porijekla. Imaju važnu ulogu u staničnoj 

proliferaciji, diferencijaciji, migraciji i supresiji apoptoze. Članovi ErbB porodice često su 

mutirani ili prekomjerno eksprimirani što potiče razvoj mnogih oblika karcinoma čineći ih 

bitnim terapijskim metama. Primjerice, na stanicama glioblastoma prisutna je varijanta III EGF 

receptora (EGFRvIII) koja je rezistentna na degradaciju zbog nedostatka vanstanične domene 

[6]. Nadalje, delecija egzona 19 i L858R mutacija čine oko 85% EGFR mutacija nađenih kod 

pacijenata s karcinomom pluća ne-malih stanica (NSCLC), a HER2 amplifikacije gena uočene su 

kod karcinoma dojke, jajnika, mokraćnog mjehura i drugih tumora [7, 8]. 

Ime porodice potječe od v-ErbB onkogena koji je strukturno sličan članovima ErbB 

porodice [8]. Geni koji kodiraju ErbB smješteni su na različitim kromosomima. Ljudski EGFR 

gen lociran je na kromosomu 7p12, HER2 na 17q11.2-q12, ErbB3 na 12q13, a ErbB4 na 2q33.3-

q34 [9, 10, 11]. EGFR i ErbB4 smatraju se potpuno funkcionalnim receptorima sa sposobnošću 

da vežu ligande i fosforiliraju tirozinske ostatke na C terminalnim repovima pomoću 

unutarstanične tirozin kinazne domene. HER2 receptor ne veže nijedan od poznatih faktora rasta, 

ali služi kao preferirani partner za heterodimerizaciju s ostalim ErbB članovima zbog svoje 

strukture koja ga čini konstitutivno aktivnim. ErbB3 je jedinstven jer ne posjeduje intrinzičnu 

tirozin kinaznu aktivnost ali sudjeluje u inicijaciji signalnih puteva kroz interakciju s EGFR, 

HER2 ili ErbB4 [12]. 

Vezanje topljivog faktora rasta za vanjsku domenu potiče homo- i heterodimerizaciju. 

EGF, TGF-α i amfiregulin ciljano se vežu za EGFR. ErbB3 veže neuregulin-1 i neuregulin-2 te 

jedini veže neuroglikan C. ErbB4 također veže neuregulin-1 i neuregulin-2 te jedini veže 

neuregulin-3, neuregulin-4 i tomoregulin. EGFR i ErbB4 vežu HB-EGF, betacelulin, epiregulin i 

epigen. Navedeni ligandi vežu se različitim afinitetom za receptore i izazivaju različite 

konformacijske promjene u strukturi receptora, a time i odgovore u stanici [12].  
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1.2. Struktura EGF receptora 
 

EGFR je transmembranski protein koji se sastoji od 3 domene. Od N-terminalnog kraja 

do C-terminalnog kraja građen je od vanstanične ligand vezujuće domene, hidrofobne 

transmembranske domene i unutarstanične tirozin kinazne domene s C-terminalni repom [13].  

 

Vanstanična domena sadrži 621 aminokiselinu i podijeljena je na 4 sastavne regije: 

domenu I (aminokiselina 1–133), II (aminokiselina 134–312), III (aminokiselina 313–445) i IV 

(aminokiselina 446–621) [13]. Domene I i III bogate su leucinima koji sudjeluju u vezanju 

liganda (faktora rasta). Domena II sudjeluje u homo- i heterodimerizaciji s istovrsnom domenom 

ostalih članova porodice. Domene II i IV (CR1 i CR2) bogate su cisteinima koji tvore disulfidne 

veze odgovorne za stabilizaciju proteinske strukture samoga dimera. Slična struktura je uočena 

kod laminina i receptora čimbenika tumorske nekroze [1]. Domena IV vezana je na 

transmembransku domenu koja sadrži 23 aminokiseline, hidrofobne je prirode i samo jednom 

prolazi fosfolipidni dvosloj stanične membrane [13]. 

 

Unutarstanična domena ima 542 aminokiseline, uključuje fleksibilnu jukstamembransku 

domenu (dugu ~40 aa), tirozin kinaznu domenu (aminokiselina 690–953) i  karboksiterminalni 

rep s tirozinskim ostacima. Protein kinazna domena dijeli se na N-režanj (sadrži većim dijelom 

β-ploče) i C-režanj (uglavnom sadrži α-zavojnice), između kojih se nalazi mjesto za vezanje 

molekule ATP. Proces transfosforilacije temelji se na interakciji N-režnja jednog s C-režnjem 

drugog receptora. Lizini kinazne domene primarna su mjesta ubikvitinacije, odnosno selektivne 

razgradnje receptora. C-terminalni kraj uključuje tirozine Y703, Y920, Y992, Y1045, Y1068, 

Y1086, Y1148 i Y1173 koji podliježu fosforilaciji. Ovi tirozini služe kao mjesta za vezanje 

proteina koji sadrže SH2 (Src homology domain) i PTB (phosphotyrosine binding) domene i 

posreduju aktivaciju nizvodnih signalnih puteva i staničnih odgovora koji su posljedica 

stimulacije receptora faktorima rasta [13].  
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Slika 1. Struktura EGF receptora  

 

1.3. Aktivacija 
 

EGF receptor prvotno se nalazi u obliku monomera, ali može graditi i inaktivni simetrični 

dimer. Prije vezanja liganda, receptori se mogu naći na površini stanice u obliku monomera 

odnosno ''zatvorenoj'' konformaciji ili oligomera odnosno ''djelomično otvorenoj'' strukturnoj 

konformaciji. Ligandi pokazuju veći afinitet prema ''otvorenoj'' konformaciji [14]. U zatvorenoj 

konformaciji ''dimerizacijska ruka'' domene II je u intramolekulskoj interakciji s domenom IV što 

ima važnu ulogu u autoinhibiciji dimerizacije. Kako bi se ligand istovremeno vezao za domene I 

i III, potrebna je rotacija segmenta I/II za ∼130° (Slika 2.). Na taj način se prekida interakcija 

između domena II i IV [15, 16]. Vezanjem liganda otkrivaju se β-ukosnice ''dimerizacijske ruke'' 

vanstanične domene koje ulaze u interakciju, čime se stabilizira ''otvorena'' konformacija 

receptora.   
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Ovakva promjena izaziva rotaciju transmembranskih domena za 140° (Slika 3.). 

Jukstamembranska domena tvori interakcije s kinaznom domenom koje su važne za postojanost i 

stabilizaciju EGFR dimera. N-terminalni krajevi JM domena ulaze u interakciju tvoreći 

antiparalelnu superzavijenu strukturu. Ovim promjenama nastaje aktivni asimetrični EGFR 

dimer u kojem je regija C-režnja kinazne domene (''aktivator'') okrenuta prema N-režnju druge 

kinazne domene (''primatelj'') [14]. Nakon vezanja EGF za EGFR, C-režanj ''aktivatora'' 

ostvaruje kontakt s N-režnjem ''primatelja'' preko dodirne površine, odnosno preko aminokiselina 

M945, V948 i M952 H-zavojnice, koji je ključan za daljnje odvijanje transfosforilacije (Slika 4.). 

U odnosu na većinu receptora čije kinaze tvore simetričan dimer, za aktivaciju EGFR nije nužna 

fosforilacija aktivacijske petlje (A-petlje) [16]. Nadalje, u procesu transfosforilacije C-terminalni 

rep aktivatora ulazi u aktivno mjesto primatelja čime se fosforiliraju tirozinski ostatci kinaznih 

domena. Time se otvaraju mjesta za vezanje nizvodnih efektorskih proteina [14]. Substitucije 

aminokiselina I706Q N-režnja ili V948R C-režnja inhibiraju fosforilaciju EGFR dimera nakon 

vezanja EGF, a istovremeni izražaj navedenih mutacija pogoduje aktivaciji dimera [17]. U 

konačnici, fosforilacija Y ostataka potiče daljnju aktivaciju nizvodnih signalnih puteva u koje su 

uključeni proteini koji sadrže fosfotirozin vezujuće SH2 i PTB proteinske domene [13]. 

U sklopu EGFR dimera hidrofobne interakcije nastaju između aminokiselina domena II: 

Y246, P248, Y251 jednog monomera i F230, F263, A265, Y275, R285 drugog monomera kao i 

vodikove veze (između Y251 i R285, Q252 i A286, Y246 i C283) [18]. Poznato je da delecije i 

točkaste mutacije u regiji ''dimerizacijske ruke'' domene II mogu spriječiti ligandom induciranu 

aktivaciju EGFR [19, 20]. Osim interakcija između domena II, unutar EGFR dimera koji je 

nastao vezanjem EGF, prisutna je vodikova veza između T249 ''dimerizacijske ruke'' jednog 

monomera (molekule A) i N86 domene I drugog monomera (molekule B) (Slika 5.) [18]. 

Unutar EGFR dimera koji je vezao TGF-α, aminokiseline T249 i N86 ne tvore vodikovu 

vezu, ali zato kontaktna mjesta nastaju između aminokiselinske sekvence 244–253, regije bogate 

cisteinom, molekule A i sekvence 229–239, 262–278, 282–288, cisteinske regije, molekule B. 

Određene aminokiseline koje grade CR1 regiju, sastavni dio domene II EGFR, zajedničke su 

svim članovima ErbB porodice. Primjer očuvane aminokiseline je Y246. Kontakt između 

monomera receptora ostvaruje se i preko aminokiselina D279 i H280 (Slika 6.). Aminokiseline 

N247 i N256 stabiliziraju konformaciju CR1 regije, ali ne vežu drugi monomer [21].   
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Slika 2. Otvaranje konformacije receptora inducirano vezanjem liganda [15] 
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Slika 3. Model aktivacije EGFR dimera inducirane vezanjem liganda [14] 

 

 

Slika 4. Dodirna ploha između kinaznih domena EGFR dimera [16]  
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Slika 5. Kontaktna mjesta između aminokiselina EGFR dimera nakon vezanja EGF [18] 

 

Slika 6. Kontaktna mjesta između aminokiselina EGFR dimera nakon vezanja TGF-α [21] 
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ErbB3 i ErbB4 prije vezanja liganda zauzimaju zatvorenu konformaciju i zato se 

prepostavlja sličan princip autoinhibicije dimerizacije kao kod ErbB1. U potpunosti se suprotno 

ponaša receptor HER2, koji ima konstitutivno otvorenu konformaciju što ga čini sposobnim za 

heterodimerizaciju s receptorima ErbB porodice kao i homodimerizaciju naročito kod 

prekomjernog izražaja HER2. Stoga su stanice s povećanim izražajem HER2 podložne 

transformaciji u maligne tumorske stanice (primjerice rak dojke koji odgovara na biološki lijek 

Herceptin – trastuzumab). Zbog strukturnih i funkcionalnih nedostataka, HER2 i ErbB3 receptori 

imaju potrebu za heterodimeriziracijom s drugim ErbB receptorima [22]. Za razliku od ErbB 

porodice, kod drugih porodica RTK (IGF receptor, MET receptor, Eph, PDGF receptor) 

fosforilacija aktivacijske petlje na receptoru dovoljna je za aktivaciju receptorske tirozin kinaze 

[8]. 

 

1.4. Ligandi  
 

EGFR veže 7 različitih molekula faktora rasta koji se mogu podijeliti na one koje 

pokazuju veći afinitet (EGF, TGF-α, BTC i HB-EGF) i na one koji pokazuju manji afinitet 

prema receptoru (AREG, epiregulin, i epigen) [23]. Aktivacija receptora odvija se na sličan 

način: faktori rasta vežu se za vanstanične domene, izazivaju dimerizaciju receptora i posljedičnu 

transfosforilaciju kao i aktivaciju nizvodnih staničnih signalnih puteva. Unatoč ovim sličnostima, 

aktivacija dimera različitim ligandima izaziva različite konformacijske promjene u strukturi 

receptora što dalje dovodi do aktivacije različitih bioloških aktivnosti [24]. Sintetiziraju se kao 

proteinski prekursori sadržavajući vanstaničnu, transmembransku i citoplazmatsku domenu 

(Slika 8.). Vanstaničnu domenu liganda TGF-α, amfiregulina, HB-EGF cijepa metaloproteinaza 

ADAM17, dok se EGF i betacelulin preuređuju proteinazom ADAM10 [25]. Na taj se način 

oslobađaju topljivi faktori rasta koji se potom vežu za receptore i aktiviraju ih u sklopu 

endokrine, parakrine ili autokrine stimulacije. Kod endokrine stimulacije faktori rasta ulaze u 

cirkulaciju i stimuliraju udaljene stanice. Parakrini put odnosi se na stimulaciju susjednih stanica, 

a autokrini put podrazumijeva stimulaciju stanice vlastitim faktorima rasta [26]. 

  



   
 

10 
 

 

Slika 7. Membranski vezani faktori rasta [26] 

 

 

 

Slika 8. Cijepanje prekursora molekula faktora rasta metaloproteinazama [25]  



   
 

11 
 

1.4.1. Epidermalni faktor rasta (EGF) 
 

Epidermalni faktor rasta (EGF) ponaša se kao mitogen tj. veže se većim afinitetom za 

EGFR i izaziva dimerizaciju što posljedično dovodi do aktivacije ključnih odgovora u stanici 

[27]. Prekursor duljine 1207 aa (Mr = 130–160 kDa) proteolitički se cijepa čime nastaje zreli 

EGF polipeptid duljine 53 aa (Mr = 6–8 kDa) [28]. Kristalna struktura EGF sastoji se od domene 

A (aminokiselina 6-19, strukture α-zavojnice), domene B (aminokiselina 20-31, strukture β-

ploče) i domene C (aminokiselina 33-42) [18]. EGF je prisutan u visokim koncentracijama u 

tjelesnim tekućinama poput žuči, urina, mlijeka i ključan je u razvoju zubiju, mozga, kože, 

probavnog i reproduktivnog sustava [18]. Zapaženo je da nepravilnosti i mutacije ovoga gena 

mogu dovesti do narušene ravnoteže magnezija u organizmu (hipomagnezijemije tipa 4) kao i do 

razvoja određenih vrsta karcinoma [29]. 

 

1.4.2. Transformirajući faktor rasta (TGF-α) 

 

Transformirajući faktor rasta (TGF-α) je biološki aktivan polipeptid koji se strukturalno 

podudara sa srodnim EGF (slažu se u 40% sekvence). S obzirom na sličnosti u homologiji, oba 

se liganda natječu za vezno mjesto na vanstaničnoj domeni EGFR. Mutacije TGF-α povezane su 

s pojavom melanoma, seboroične keratoze i sličnih kožnih manifestacija [30]. TGF-α je 

polipeptid stastavljen od 50 aminokiselina, eksprimiraju ga stanice duž probavnog sustava. 

Unutar tankog crijeva i kolona, izražaj TGF-α odvija se u gornjim (neproliferativnim) zonama, 

što ukazuje na to da je fiziološka uloga liganda usmjerena na diferencijaciju i migraciju stanica 

više nego na samu proliferaciju [31].  
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1.4.3. Heparin vezujući-EGF (HB-EGF) 
 

HB-EGF je polipeptid duljine 86 aa koji nastaje proteolizom iz prekursora duljine 208 aa 

[32]. HB-EGF sudjeluje u staničnoj proliferaciji posredovanoj makrofagima. HB-EGF u 

organizmu nalazimo u topljivom i membranski vezanom obliku. Membranski vezani faktor rasta 

i receptor toksina difterije ista su molekula. Toksin difterije veže se za HB-EGF i nakon 

internalizacije dolazi do apoptoze stanice. HB-EGF eksprimiraju monociti/makrofagi, limfociti, 

stanice mišićnog sloja krvni žila, endotelne, normalne i neoplastične epitelne stanice i mnoge 

druge. HB-EGF veže se za EGFR i ErbB4 te inducira formiranje različitih homo- i heterodimera. 

HB-EGF izaziva mitotske i kemotatske učinke usmjerene prema monocitima, fibroblastima, 

normalnim, neoplastičnim epitelnim stanicama i brojnim drugim tjelesnim stanicama. Sudjeluje 

u upalnim zbivanjima, razvoju aterosklerotskog plaka, ali i u zarastanju rana. Njegova uloga u 

razvoju neoplazmi uključuje stimulaciju stromalne proliferacije, promicanje rasta tumora i 

angiogeneze. Zbog heparin vezujuće domene, HB-EGF može se vezati za heparan-sulfat 

proteoglikane [32]. 

 

1.4.4. Amfiregulin (AREG) 
 

Amfiregulin je polipeptid dužine 78 aa. Djeluje mitotski na ciljne stanice poput astrocita, 

Schwannovih stanica, fibroblasta keratinocita, urotelnih i epitelnih stanica. Dokazano je da 

djeluje na razvoj i sazrijevanje mliječnih žlijezda, kostiju i placente. Radi se o još jednom EGFR 

ligandu koji utječe na rast i progresiju tumora. AREG posjeduje autokrinu, parakrinu i 

jukstakrinu funkciju. Nadalje, regulira stanične funkcije poput proliferacije, preživljenja, 

migracije, diferencijacije, adhezije i angiogeneze. Njegov prekomjerni izražaj je zapažen u 

uzorcima tkiva kolorektalnog karcinoma te kod karcinoma dojke i gušterače. Povišeni izražaj 

amfiregulina zabilježen je u metastatskom tumoru jetre [33, 34]. Pokazalo se da se AREG ponaša 

kao parcijalni agonist; stimulira skoro upola manje fosforilacije receptora u odnosu na EGF i 

TGF-α. AREG karakterizira bifazična kinetika formacije dimera, što znači da aktivira receptore 

vezujući se za monomere i postojeće dimere [23].  
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1.4.5. Betacelulin (BTC) 
 

Betacelulin je polipeptid dužine 80 aa i molekularne mase 9 kDa. Kod raka dojke, 

povećani izražaj BTC povezan je sa smanjenim preživljenjem. Također, BTC se pokazao kao 

autokrini čimbenik u promicanju rasta raka gušterače. Postoji vjerojatnost da su mutacije gena 

povezane s tipom 2 šećerne bolesti u ljudi. BTC Ima važnu ulogu u regulaciji razvoja folikula 

jajne stanice i stimulira sazrijevanje oocite [35]. Potentan je mitogen za stanice mrežnice i 

povećava permeabilnost krvnih žila. Stimulira proliferaciju stanica gušterače i sekreciju inzulina. 

Molekula BTC veže se za ErbB1 i ErbB4 koji posljedično tvore dimere [35]. 

 

1.4.6. Epiregulin (EREG) 
 

Epiregulin je protein sastavljen od 46 aminokiselina i slaže se u 24–50% sekvence s 

ostalim članovima EGF porodice. [36]. EREG se veže za EGFR receptor i ErbB4, ali može 

stimulirati i heterodimerizaciju HER2 s ErbB3. Epiregulin sudjeluje u normalnim fiziološkim 

stanjima, ali odgovoran je i za nastanak brojnih patoloških stanja. Doprinosi zacjeljivanju rana i 

tkiva, sazrijevanju oocita, regulaciji angiogeneze, proliferacije i upale. Poremećena aktivnost 

epiregulina doprinosi razvoju brojnih maligniteta uključujući rak mokraćnog mjehura, želuca, 

kolona, dojke, pluća, glave i vrata te jetre [37]. 

 

1.4.7. Epigen (EPGN) 
  

Epigen je epitelni mitogen koji nastaje iz prekursora (duljine 154 aa) djelovanjem 

ADAM17 proteinaze [38, 39]. EPGN izaziva visoku stopu proliferacije u slučajevima pojačanog 

izražaja ErbB1 i HER2. Suprotno njegovoj potentnoj mitotskoj funkciji, EPGN ima manji 

afinitet vezanja za receptor i u manjoj mjeri izaziva fosforilaciju receptora u odnosu na EGF. 

Međutim, za razliku od EGF, EPGN ne pokazuje sklonost degradaciji nakon disocijacije s 

receptora.   
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Na taj način EPGN se odupire signalnoj desenzitizaciji i ubraja se u visoko potentne ligande. 

Eksprimira se u velikoj mjeri u tkivu jednjaka [40]. EPGN je pronađen u korijenu folikula dlaka i 

eksprimira se u invazivnim adenokarcinomima dojke i prostate [38]. 
 

1.4.8. Neuregulini 
 

Neuregulini su skupina čimbenika rasta koji su srodni EGF. Ulaskom u interakciju s 

ErbB receptorima posljedično dovode do pojačanog rasta i diferencijacije epitelnog, živčanog 

tkiva i ostalih vrsta stanica. Neuregulini se vežu za ErbB3 i ErbB4 receptor. Posebica je važna 

njihova uloga u proliferaciji, diferencijaciji Schwannovih stanica na periferiji živčanog sustava 

[41]. 

 

1.4.8.1. Neuregulin 1 (NRG1) 

 

Neuregulin 1 (NRG1) ligand je za ErbB3 i ErbB4 receptor. Alternativnim prekrajanjem 

NRG1 mRNA nastaje ∼15 “klasičnih” NRG1 izoformi. Sve izoforme posjeduju domenu nalik 

EGF, koja je ključna za biološke učinke liganda NRG1. Izoforme imaju ulogu u poticanju rasta i 

diferencijacije epitelnog, glijalnog, živčanog, srčanog i skeletno-mišićnog tkiva; potiču izražaj 

acetilkolinskih receptora u neuromišićnoj spojnici i stimuliraju proliferaciju Schwannovih 

stanica; utječu na proizvodnju mlijeka i diferencijaciju tumorskih stanica dojki [42]. 

 

1.4.8.2. Neuregulin 2 (NRG2) 

 

Neuregulin 2 (NRG2) ligand je za ErbB3 i ErbB4 tirozin kinazne receptore. Gen za 

prekursor nalazi se na lokusu 5q31.2. Sukladno tome dolazi do dimerizacije ErbB1 i HER2 što 

rezultira aktivacijom receptora i pridruženih nizvodnih signalnih puteva [41]. 
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1.4.8.3. Neuregulin 3 (NRG3) 

 

Neuregulin 3 (NRG3) veže se samo za ErbB4 receptor. Gen za prekursor nalazi se na 

lokusu 10q23.1. Alternativnim prekrajanjem nastaju transkripti koji se mogu podijeliti u 4 

skupine. Strukturalne i polimorfne varijacije NRG3 povezane su s pojavnošću zaostajanja u 

razvoju, kognitivnog oštećenja, autizma i shizofrenije. Po tome se zaključuje da je NRG3 bitan 

za razvoj živčanog sustava [43]. 

 

1.4.8.4. Neuregulin 4 (NRG4) 

 

Neuregulin 4 (NRG4) isključivo se veže za ErbB4. Smanjeni izražaj NRG4 uvelike 

korelira sa stadijem, težinom i tipom karcinoma mokraćnog mjehura. Izražaj NRG4 smanjuje se 

s progresijom bolesti. Također, manji je izražaj NRG4 kod invazivnih tumora u odnosu na 

neinvazivne. Stoga se povećani i udruženi izražaj ErbB3, ErbB4 i NRG4 povezuje s boljom 

prognozom i preživljenjem [44]. 

  

Slika 9. ErbB receptori i njihovi ligandi   
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Iako pripadaju ligandima većeg afiniteta, EGF i TGF-α izazivaju različite promjene 

konformacije receptora te različite odgovore nizvodno. Analizama je ustanovljeno da je ''džep'', 

kojeg tvore vezujuće domene s ligandom, više komprimiran u kompleksu receptora s TGF-α u 

odnosu na kompleks receptora s EGF (Slika 10.). Aktivnija konformacija kinaznih domena je 

ona u kojoj su N-terminalni krajevi transmembranskih domena (locirani uz ekstracelularnu 

stranu stanične membrane) EGFR orijentirani jedan prema drugom. Ovakvo prostorno uređenje 

podjedinica receptora dovodi do međusobnog udaljavanja krajeva domena IV. Pokazalo se da 

EGF svojim vezanjem stabilizira i održava ovakvu konformaciju bolje nego TGF-α i time izaziva 

veću kinaznu aktivnost od TGF-α [45]. 

 

Slika 10. Usporedba vanstaničnih domena koje su vezale EGF odnosno TGF-α [45] 
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Struktura EREG/EGFR kompleksa bitno se razlikuje od struktura koje tvore EGF i TGF-

α s receptorom zato što se domena II kod EREG/EGFR dimera ne savija prilikom vezanja za 

domene I i III. Zbog takvog nepovoljnog položaja dimerizacijske ruke, EREG/EGFR dimer 

smatra se slabijim u odnosu na one koje tvore EGF i TGF-α (Slika 11.) [46].  

 

Slika 11. Usporedba kompleksa EREG/EGFR i EGF/EGFR s obzirom na konformaciju vanstaničnih domena 

i jačinu dimera [46] 

 

Promjene u transmembranskoj regiji utječu na konformaciju jukstamembranske domene. 

Faktori rasta poput EGF i HB-EGF induciraju nastanak hidrofobne, leucinom bogate strukture 

unutar JM domene (namotana zavojnica EGF tipa). TGF-α, AREG, EREG i EPGN dovode do 

nastanka polarne strukture (namotana zavojnica TGF-α tipa). Dvije JM-A zavojnice rotirane su 

za 150° u obrnutom smjeru što znači da su leucini u ovoj konformaciji s vanjske strane 

zavojnice. Moglo bi se reći da postoji korelacija između strukture JM domene i različitih 

nizvodnih zbivanja. Naime, EGF i HB-EGF izazivaju kratkotrajniji signal nakon stimulacije 

zbog veće stope degradacije receptora u odnosu na ligande koji izazivaju dugotrajniji signal s 

većom stopom recikliranja receptora. Također je pretpostavka da proteini (npr. PKC, 

kalmodulin) koji se preferirano vežu na jednu od konformacija JM domene izazivaju aktivaciju 

različitih signalnih puteva [47, 48].  
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Slika 12. Različite konformacije JM domene [47] 

 

1.5. Endocitoza  
 

 Važan regulator signalizacije putem tirozin kinaznih receptora je endocitoza. Dio 

stanične membrane uvrće se i obavija receptor zajedno s vanstaničnom tekućinom. Formirana 

vezikula otkida se i transportira receptor unutar stanice. S obzirom na to da su nađene visoke 

koncentracije EGF i aktiviranog EGFR u klatrinom obloženim vezikulama, može se zaključiti da 

se internalizacija EGFR uglavnom odvija putem endocitoze ovisne o klatrinu. Osim toga, 

poznata je činjenica da su mutacije proteina koji sudjeluju u klatrinom ovisnoj endocitozi 

odgovorne za inhibiciju internalizacije aktiviranog EGFR u normalnim (fiziološkim) uvjetima.  
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Istraživanja su pokazala da mutacije proteina iz klatrinskog puta ne utječu na stopu 

internalizacije u slučaju kada se radi o povećanom izražaju EGF, što bi značilo da se u takvim 

uvjetima internalizacija odvija putem endocitoze neovisne o klatrinu [49]. 

 

1.5.1. Endocitoza ovisna o klatrinu 
 

 Klatrinom predvođena endocitoza je najbolje reguliran i najbrži put internalizacije 

integralnih proteina. Najviša stopa internalizacije putem klatrina je zapažena kod fizioloških 

koncentracija liganda. Međutim, klatrinsku endocitozu karakterizira ograničeni kapacitet i kod 

visokih koncentracija EGF dolazi do aktivacije drugog puta neovisnog o klatrinu. Alosterička 

regulacija AP2 kontrolira incijaciju, rast, stabilizaciju klatrinom obloženih vezikula. Dinamin je 

velika GTP-aza koja sudjeluje u kasnijim fazama endocitoze ovisne o klatrinu. Gradi prestenove 

i spirale oko suženja duboko uvučenih vezikula i na taj način katalizira otkidanje samih vezikula 

od membrane [50]. 

 

1.5.2. Endocitoza neovisna o klatrinu 

 

 Endocitoza neovisna o klatrinu odnosi se na više različitih puteva u kojima dolazi do 

internalizacije receptora mehanizmima u kojima ne sudjeluje klatrin. Jedan od tih puteva 

uključuje nabiranje stanične membrane i stvaranja mikro ili makropinocitoznih vezikula koje 

služe za prijenos molekula. Također, kao mogući putevi navode se endocitoza ovisna o 

kolesterolu i endocitoza putem kaveola [49]. Ovakvi putevi aktivni su u stanjima visokih 

koncentracija EGF i izrazito su sporiji od endocitoze ovisne o klatrinu [51]. 

 Nakon internalizacije, klatrinske vezikule koje sadrže kompleks ligand-EGFR stapaju se 

s ranim endosomom unutar kojeg vlada blago kiseli pH (6.0 – 6.5). EGF/EGFR kompleks 

stabilan je pri vrijednostima pH unutar ranog endosoma zbog čega ostaje dimeriziran i 

fosforiliran što je preduvjet za ubikvitinaciju receptora. Proces ubikvitinacije odvija se vezanjem 

c-Cbl ubikvitin ligaze za EGF receptor preko fosforiliranog Y1045.   
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Rani endosom dalje sazrijeva do kasnog endosoma ili MVB (multivesicular body) vezikule. 

Fuzija MVB i primarnih lizosoma dovodi do proteolitičke razgradnje EGF/EGFR kompleksa 

[49]. Ipak, dokazano je da ligand-receptor kompleks nastavlja signalizirati unutar endosoma što 

je dokaz da je endocitoza receptora ujedno i pozitivan i negativan regulator staničnih procesa. 

HB-EGF i BTC su izrazito otporni na utjecaj kiselog pH i poput EGF nakon ubikvitinacije 

odlaze u lizosom. AREG je također otporan na djelovanje niskih pH vrijednosti unutar 

endosoma, međutim, karakterizira ga zanemariva stopa degradacije receptora. Brza disocijacija 

AREG s receptora najvjerojatnije je uzrok smanjenog afiniteta kojim se veže za EGFR. TGF-α u 

kiselom okruženju ranog endosoma disocira s receptora koji se potom deubikvitinira, reciklira i 

vraća na površinu. Razlog tome je činjenica da TGF-α disocira s receptora pri pH vrijednosti od 

6.5, dok EGF disocira pri 5.5. Nakon recikliranja receptora, stanica je iznova spremna za 

aktivaciju što znači da stimulacija TGF-α izaziva dugotrajniji signal u odnosu na EGF. Nadalje, 

visoku stopu recikliranja pokazuju receptori nakon vezanja EREG [52].  

 

Slika 13. Prikaz procesa endocitoze [51]  
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1.6. Nizvodni signalni putevi 
 

 Vezanjem EGF za EGFR dolazi do transfosforilacije tirozinskih ostataka nakon čega se 

na njih vežu signalni proteini s SH2 ili PTB domenama. Od svih ostalih članova porodice, EGFR 

se izdvaja kao član koji sudjeluje u najviše signalnih puteva. RAS-RAF-MEK-ERK MAPK, 

PI3K-AKT i PLC-γ1-PKC navode se kao jedni od ključnih puteva za odvijanje staničnih 

procesa. Rezultati aktivacije ovakvih puteva su rast, proliferacija, diferencijacija, migracija i 

preživljenje stanica [13, 53]. 

 

1.6.1. RAS-RAF-MEK-ERK MAPK 
 

 SH2 domena Grb2 proteina veže se na fosfolirilane ostatke aktiviranog EGFR (Y1068 i 

Y1086). SH2 domena ili PTB domena SHC proteina veže se na Y1148 i Y1173. Nakon vezanja 

za EGFR dolazi do fosforilacije SHC proteina koji potom veže Grb2. SOS1 ulazi u interakciju s 

Grb2 proteinom preko njegove SH3 domene. SOS predstavlja faktor izmjene nukleotida gvanina 

i aktivira Ras pretvorbom GDP-a u GTP. Ras ulazi u interakciju s Raf-1 koji nakon fosoforilacije 

ključnih točaka veže MEK1/2, kinazu dvostruke specifičnosti koja aktivira ERK1/2. Aktivnost 

Ras inhibira intrinzična GTP-azna aktivnost i fosforilacija Y32 posredovana Src kinazom čime 

se onemogućuje vezanje Ras na Raf-1. Fosfataza SHP2 postiže suprotan učinak, defosforilira 

Y32 i time aktivira Ras. Oko 30% tumora u ljudi ima u pozadini mutaciju Ras gena iako još nije 

razvijena terapija koja bi uspješno i ciljano djelovala na Ras protein. Ras izaziva translokaciju 

Raf-1 na staničnu površinu. Raf se sastoji od regulatorne domene na N-terminalnom kraju i 

kinazne domene na C-terminalnom kraju. Nadalje, fosforilacije Raf aminokiselina S338, Y341, 

S471, T491 i S494 stimuliraju njegovu aktivnost. Kinaze MEK1 i MEK2 su supstrati Raf kinaze, 

a ERK1 i ERK2 su nizvodno od MEK1/2 kinaza. ERK dalje aktivira RSK fosforilacijom T573. 

RSK dalje odlazi u jezgru gdje aktivira c-Fos i SRF. Aktivirani ERK može samostalno ući u 

jezgru gdje stimulira stvaranje transkripcijskih faktora. Aktivacija ERK uzrokovana vezanjem 

EGF može inducirati izražaj FOXC1 transkripcijskog faktora koji ima ulogu u razvoju trostruko 

negativnog karcinoma dojke [13].  
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1.6.2. PI3K-Akt-mTOR 

 

 Signalna kaskada PI3K-Akt-mTOR kontrolira metabolizam, proliferaciju, veličinu 

stanica, mobilnost i preživljenje. Pretjerana aktivnost ovog puta je prisutna u tumorima, a 

poremećena je aktivnost ove kaskade u dijabetesu, autizmu i starenju. Kaskada započinje s PI3K, 

kinazom koja se sastoji od regulatorne p85 podjedinice koja posreduje vezanje za receptor i 

katalitičke p110 podjedinice koja fosfolirila 3-OH grupu membranskog lipida PIP2 te time 

nastaje PIP3. PIP3 je poveznica između kinazne aktivnosti PI3K i cijele mreže nizvodnih 

signalnih puteva (npr. Akt/PKB). PI3K veže se direktno na aktivirani ErbB3 i ErbB4 zbog 

motiva kojeg prepoznaje p85 podjedinica, a indirektno veže EGFR i HER2 preko adaptor 

proteina Gab1 koji se prethodno fosforilira. Ras veže p110 podjedinicu PI3K, a Cbl protein veže 

p85 podjedinicu i regulira interakciju PI3K i EGFR. Aktivirani EGFR stimulira Akt translokaciju 

do plazmatske membrane i PH domenom ulazi u interakciju s PIP3. Fosforilacija Akt prethodi 

njegovoj aktivaciji, a maksimalna aktivacija postiže se fosforilacijom S473. Postoje 3 člana Akt 

porodice, Akt1, Akt2 i Akt3 od kojih su Akt1 i Akt2 bolje istraženi. Akt1/2 široko su rašireni 

dok je Akt3 eksprimiran u mozgu, srcu i bubrezima. Akt2 glavna je izoforma odgovorna za 

metabolizam glukoze. Pokazalo se da gubitak jedne od izoformi ne može biti nadoknađen s 

ostale dvije. Pretjerani izražaj izoforme 1 i 2 dovodi do nastanka različitih vrsta tumora. EGF 

stimulacija ne mijenja izražaj Akt. Akt posreduje stanično preživljenje fosforilirajući i 

inaktivirajući proapoptotski protein BAD te inhibirajući aktivnost kaspaza. mTOR prima signale 

od Ras proteina i PI3K. Nadalje, Akt signalizira mTOR koji se sastoji od dva kompleksa, 

mTORC1 i mTORC2. mTORC1 regulira stanični rast, autofagiju i sintezu proteina. Dva efektora 

mTORC1-a su 4E-BP i S6K čijom se fosforilacijom aktivira i održava translacija [13]. 

 

1.6.3. PLC-γ1-PKC 
 

 PLC-γ1 veže se direktno na PKC na fosforilirane Y992 i Y1173 preko SH2 domene. 

Fosfolipaza C aktivira se fosforilacijom Y472, Y771, Y778, Y783 i Y1254 aminokiselinskih 

ostataka.   
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U blizini plazmatske membrane aktivirana PLC-γ1 hidrolizira PIP2 na slobodni IP3 i 

diacilglicerol (DAG). IP3 veže se za receptore na endoplazmatskom retikulumu i stimulira 

oslobađanje kalcija u citoplazmi, dok DAG aktivira protein kinazu C (PKC). PKC može 

aktivirati veliki broj proteina uključujući EGFR, H-Ras, Raf-1, BAD, fosfolipazu D (PLD). Osim 

toga, PKC fosforilira T654 aminokiselinu EGF receptora i time blokira aktivaciju receptora. 

[13].  

 

Slika 14. Mreža nizvodnih signalnih puteva 

  



   
 

24 
 

1.7. Vrste terapije i mehanizmi djelovanja na stanice tumora 
 

 Prekomjerni izražaj EGF receptora izražen je u velikom broju tumora i utječe na 

rezistenciju tumora na kemoterapiju i radioterapiju. Mutacije EGFR najčešće su prisutne u 

vanstaničnoj i tirozin kinaznoj domeni i rezultiraju produženom ili pojačanom signalizacijom 

receptora. Prekomjerni izražaj receptora kao i mutacije povezani su s proliferacijom, rastom, 

inhibicijom apoptoze, diferencijacijom, angiogenezom, tumorskom invazijom i metastaziranjem 

[54]. 

 

1.7.1. Karcinom pluća ne-malih stanica (engl. non-small cell lung cancer - NSCLC) 

 

 Rak pluća jedan je od vodećih uzroka smrti povezanih s karcinomom u svijetu, a NSCLC 

dijagnosticira se u 85% slučajeva karcinoma pluća. EGFR gen lociran je na kromosomu 7p11.2 i 

sastoji se od 28 egzona. Regija egzona 18-24 kodira tirozin kinaznu domenu receptora [54]. 

Najčešće mutacije nađene u toj regiji su delecija egzona 19 i točkasta mutacija na egzonu 21 

(L858R). L858R mutacija i male delecije na egzonu 19 (del19) dvije su glavne podvrste mutacija 

nađene kod velikog broja oboljelih od karcinoma ne-malih stanica (NSCLC). Mutacija del19 

nađena je u 50% slučajeva dijagnosticiranog NSCLC [55]. Leu858 koji se nalazi u sklopu A-

petlje tvori hidrofobne interakcije s N-režnjem kinazne domene u inaktivnoj konformaciji 

receptora. Supstitucijom Leu858Arg receptor prelazi u konstitutivno aktivnu konformaciju [56]. 

Aktivnost L858R mutanata ovisi o dimerizaciji receptora, dok del19, ex20ins i L858R/T790M 

EGFR mutantima nije potrebna dimerizacija za konstitutivnu aktivaciju receptora [57]. Del19 i 

L858R mutanti povećavaju aktivaciju Akt induciranu vezanjem EGF i na taj način preveniraju 

apoptozu mutiranih stanica. L858R mutacija pokazuje izraženiju Tyr1045 fosforilaciju od wild-

type EGFR (wtEGFR). L858R i del19 mutanti pokazali su visoku osjetljivost na terapiju TKI, 

iako se pokazalo da ove mutacije imaju različite kliničke ishode. Što se tiče usporavanja 

progresije i ukupnog preživljenja pacijenata, pacijenti s del19 mutacijama općenito žive duže od 

pacijenata s L858R mutacijom koji uzimaju iste lijekove. Postoji pretpostavka da se rezistencija 

na TKI češće razvija kod pacijenata s L858R mutacijom [7, 55].  



   
 

25 
 

 Inicijalno, kemoterapija je bila jedina linija liječenja kod NSCLC s L858R i del19 

mutacijama. Uvođenjem anti-angiogenog monoklonskog protutijela, bevacizumaba, i cisplatin-

paklitaksel režima liječenja postigao se bolji klinički odgovor i dulje preživljenje bez 

napredovanja (PFS). Kemoterapija trenutačno predstavlja standardno liječenje za osobe s 

uznapredovalim NSCLC i za one koji ne odgovaraju na druge vrste liječenja. Razvojem tirozin 

kinaznih inhibitora postigao se značajan napredak u terapiji tumora [58]. U studijama je 

dokazano da tirozin kinazni inhibitori postižu bolje kliničke rezultate u odnosu na kemoterapiju i 

zato se danas primarno koriste u liječenju NSCLC s EGFR mutacijama [59].  

 TKI prve generacije (erlotinib, gefitinib, ikotinib) reverzibilno se vežu za vezno mjesto 

ATP molekule na receptoru. Na taj način inhibiraju fosforilaciju receptora [60, 61]. Usprkos 

tome, vrlo često rezistencija se razvije nakon 9 do 15 mjeseci terapije. Najzastupljeniji 

mehanizam razvoja rezistencije na TKI podrazumijeva nastanak sekundarnih mutacija. Nakon 

liječenja prvom generacijom lijekova u otprilike 60% oboljelih nastaje sekundarna mutacija 

T790M. Radi se o supstituciji aminokiseline treonin s metioninom na poziciji 790 u egzonu 20. 

Dakle, zamjenjuje se treonin u ATP vezujućem mjestu zbog čega se smanjuje afinitet prema TKI 

molekulama [56, 62].  

 TKI druge generacije (afatinib, dakomitinib) ireverzibilno vežu cistein koji je na poziciji 

797 slijeda receptora. Radi se o molekulama koje izazivaju razne nuspojave zbog svoje 

neselektivnosti. Ne djeluju isključivo na EGFR već i na druge tirozin kinazne receptore zbog 

očuvanja sekvence ATP-vezujućeg mjesta na kinazama. [61, 63, 64]. Također, važan nedostatak 

je relativno brz razvoj rezistencije za koju je najčešće odgovorna već spomenuta mutacija 

T790M [61]. 

 TKI treće generacije (osimertinib, rociletinib, lazertinib, abivertinib, nazartinib, 

olmutinib) ireverzibilno (kovalentno) vežu ATP-vezujuće mjesto. Osimertinib, predstavnik treće 

generacije TKI, selektivniji je i ciljano se veže za receptor s mutacijom T790M. U usporedbi s 

prethodnim generacijama TKI, osimertinib ima dokazano veću učinkovitost s duljim PFS i s 

manjom učestalošću teških nuspojava [61]. Također, osimertinib prolazi krvno-moždanu barijeru 

(blood-brain barrier – BBB) i zato se osim u ranijim stadijima bolesti može primijeniti i u 

uznapredovalom stadiju bolesti (npr. kod NSCLC s metastazama na mozgu) [59].   



   
 

26 
 

Iako djeluju kod pacijenata s razvijenom sekundarnom mutacijom T790M EGF receptora, 

rezistencija na ovu skupinu lijekova nastaje zbog tercijarne mutacije C797S. Radi se o mutaciji 

koja nastaje na mjestu vezanja lijekova gdje je cistein na poziciji 797 zamijenjen serinom. Na taj 

način se smanjuje potentnost treće generacije inhibitora [61]. 

 TKI četvrte generacije (EAI045, EAI001) primijenjuju se kod liječenja osoba s 

tercijarnom mutacijom C797S EGFR. Radi se o posljednjoj generaciji lijekova koji se nazivaju 

alosterički inhibitori. Ove visoko selektivne molekule, za razliku od prijašnjih TKI, ne vežu 

ATP-vezujuće mjesto već se vežu na kontaktnim mjestima kinaznih domena EGFR dimera. 

Alosterički inhibitor, EAI045, inhibira kinaznu domenu tako što stabilizira inaktivnu 

konformaciju αC-zavojnice. EAI045 nije učinkovit kod već aktiviranog receptora zbog 

nepovoljne pozicije αC-zavojnice koja zaklanja alosteričko mjesto. Kombinacije monoklonskog 

protutijela cetuksimaba i EAI045 proučavana je na mišjem modelu i pokazala se učinkovitom. 

Cetuksimab blokira EGFR dimerizaciju i čini kinaznu domenu podložnom utjecaju alosteričkog 

inhibitora. Smatra se da je kombinacija učinkovita i kod pacijenata sa razvijenom sekundarnom 

L858R/T790M i tercijarnom C797S mutacijom NSCLC. JBJ-04-125-02 je još jedan primjer 

alosetričkog inhibitora koji je još uvijek u fazi ispitivanja. Potentniji je od EAI045 i jači u 

inhibiciji proliferacije mutiranih stanica. Tvori vodikovu vezi između Phe856 i Glu865 i stvara 

interkaciju s Phe723 u kinaznoj domeni. Ima veći afinitet prema L858R/T790M i 

L858R/T790M/C797S mutacijama. Pokazuje pojačani učinak u kombinaciji s osimertinibom i 

može odgoditi razvoj sekundarne rezistencije. DDC4002 je novootkrivena molekula koja 

inhibira put kaspaze-7. Pokazala se djelotvornom kod mutacije L858R [65, 66].  

 Monoklonska protutijela koja se koriste u liječenju NSCLC su cetuksimab i 

bevacizumab. Cetuksimab ciljano veže vanstaničnu domenu receptora, spriječava vezanje 

liganda i dimerizaciju [67]. Ramucirumab (anti-VEGF receptor 2) u kombinaciji s erlotinibom je 

pokazao kliničke prednosti i dulji PFS u odnosu na erlotinib s placebom. Novija istraživanja su 

pokazala da njegova primjena s erlotinibom ima pozitivan učinak kod osoba s intrinzičkom 

(primarnom) rezistencijom na TKI [68].  
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 Intrinzička (primarna) rezistencija odnosi se na de novo inaktivaciju TKI, a sekundarna 

(stečena) rezistencija definira se kao povrat bolesti nakon perioda kliničkog odgovora. Primjer 

primarne rezistencije je mutacija umetanja u egzon 20 (ex20in) koje su prisutne u 4-10% 

slučajeva dijagnosticiranog NSCLC. Ova mutacija se odnosi na umetanja ili duplikacije 

aminokiselina u regiji 762–774 aminokiselinske sekvence EGFR. Za razliku od već navedenih 

L858R i del19 mutacija, ex20in mutanti mogu aktivirati EGFR bez promjene afiniteta kinaze za 

ATP. Stoga, kinazna domena ex20in mutanta preferira ATP molekulu u odnosu na TKI 

inhibitore i time se smanjuje učinkovitost ovih lijekova. Mutanti imaju kruću konformaciju αC-

zavojnice u odnosu na wtEGFR čime se dodatno ometa vezanje TKI na ciljano mjesto. Iznimka 

je jedna verzija ex20in mutacije (A763_Y764FQEA) koja dobro odgovara na prvu generaciju 

TKI. Trenutno liječenje NSCLC s ex20in mutacijom sastoji se od kemoterapije (kombinacija 

cisplatina ili karboplatina s taksanom ili permetreksedom) [69].  

 

1.7.2. Glioblastom (GBM) 
 

 U glioblastomu je, uz EGFR amplifikaciju, najčešće prisutna varijanta III epidermalnog 

faktora rasta (EGFRvIII). Glioblastom je najčešći zloćudni tumor mozga koji zahvaća 

neuroepitelno tkivo. EGFRvIII podrazumijeva deleciju egzona 2-7 i prisutna je u oko 30% 

glioblastoma (Slika 15.). Mutacija je eksprimirana i u nekolicini drugih tumora poput karcinoma 

prostate, kolona, dojke, ali u manjem postotku. Delecijom regije na N-terminalnom kraju izgube 

se domene I i II (engl. Domain, slika 15.) čime se gubi sposobnost vezanja liganda. Delecijom 

velikog dijela vanstanične domene receptora raste njegova stabilnost čime se produljuje 

poluživot mutirane forme receptora na membrani [70].  
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Slika 15. Usporedba wild-type EGFR i EGFRvIII [70] 

 

Istraživanja su pokazala da EGFRvIII receptor ne podliježe degradaciji nakon fosforilacije 

kinaznih domena. Nadalje, mutirana varijanta EGFRvIII može tvoriti hetero- i homodimere s 

ostalim ErbB receptorima (Slika 16.). Osim toga, EGFRvIII-pozitivne stanice luče citokine LIF i 

IL-6 čime se stimulira proliferacija i inhibira apoptoza stanica glioblastoma. Varijanta može biti 

prisutna na površini tumorskih stanica mozga nalik matičnim stanicama koje imaju ulogu u 

incijaciji i progresiji tumora [70].  
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Slika 16. a) Kod nekovalentno (slučaj 1.) i kovalentno (slučaj 2.) vezanih EGFRvIII homodimera. Uočena je 

fosforilacija oba monomera. b) Heterodimerizacija EGFRvIII i wild-type EGFR koji je vezao EGF. Uočena je 

fosforilacija samo EGFRvIII monomera [70]. 

 

Danas se istražuje primjena monoklonskih protutijela panitmumaba (IgG2) i 

nimotuzumaba (IgG1) u liječenju GBM [71]. Razmatra se i pristup liječenja koji bi 

podrazumijevao istovremenu inhibiciju više ErbB receptora. Primjena dualnog TKI usmjerenog 

prema EGFR i HER2, lapatiniba, znatno je smanjila proliferaciju stanica GBM u usporedbi s 

cetuksimabom [71].  

AZD3759 selektivni je EGFR inhibitor koji ima dobru permeabilnost BBB i studija u 

kojoj je primijenjen u skupinama ispitanika s moždanim metastazama pokazala je obećavajuće 

rezultate. NT113 je lijek za koji se ustanovilo da inhibira više ErbB receptora, ima visoku 

moždanu permeabilnost i pokazao je najznačajniji porast preživljenja miševa s intrakranijalnim 

GBM [72]. Terapija CAR-T stanicama daje obećavajuće rezultate iako je u ranim fazama 

ispitivanja. Radi se o T-limfocitima koji su modificirani ex vivo da lako prepoznaju tumorsku 

stanicu koja eksprimira ciljani antigen. Ponašaju se kao antitijela koja posjeduju citotoksična 

svojstva. Također se proučava primjena bispecifičnih protutijela koja pojačavaju citotoksičan 

odgovor T-limfocita na EGFRvIII-pozitivne stanice [70, 72]. 
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1.7.3. Kolorektalni karcinom (CRC) 

 

Amplifikacija gena HER2 opisana je u 3-5% slučajeva metastatskog kolorektalnog 

karcinoma (mCRC). Amplifikacija HER2 dovodi do abnormalne signalizacije koja rezultira 

nekontroliranom staničnom proliferacijom i tumorigenezom. Amplifikacija HER2 prediktivni je 

biomarker za lošu prognozu CRC, zato što se amplifikacija HER2 razvija kao sekundarna 

rezistencija na anti-EGFR protutijela cetuksimab i pantimumab koji se inače koriste u terapiji 

RAS wild-type mCRC. 

 Prekomjerni izražaj HER2 kao mehanizam primarne rezistencije povezan je sa 

smanjenim odgovorom na terapiju anti-EGFR lijekovima, točnije cetuksimabom. Kombinacija 

trastuzumaba ili pertuzumaba (anti-HER2 protutijelo) i lapatiniba pokazala je bolje rezultate što 

se tiče produljenja mPFS i bolji OSS u odnosu na anti-HER2 i lapatinib monoterapiju [73]. 

Trastuzumab i tukatinib (TKI visoko selektivan za HER2) terapija ispitana je na manjoj skupini 

ispitanika s obećavajućim rezultatima (dulji PFS, OS, kao i bolji OSS). Trastuzumab i pirotinib 

(pan ErbB TKI) koji se koristi kod HER2 pozitivnog metastatskog raka dojke, postigli su dobre 

kliničke rezultate kod RAS wt tumora [73, 74].   

 

1.7.4. Terapija usmjerena na EGFR ligande 
 

U uzorcima tkiva NSCLC detektiran je epiregulin u velikom broju tumora (oko 65%) i 

utvrđeno je da je njegov izražaj povezan s progresijom bolesti, kraćim preživljenjem, većom 

invazivnošću [75]. Izražaj EREG izrazito je nizak u zdravom tkivu odrasle osobe. Prekomjerni 

izražaj EREG, osim u NSCLC, nalazi se u velikom broju tumora, poput raka gušterače, kolona, 

dojke, prostate, timusa, glioblastoma. Mutacije KRAS, BRAF ili EGFR gena induciraju 

prekomjerni izražaj EREG i smatra se da to postižu aktivacijom MEK/ERK puta. Prekomjerni 

izražaj EREG dovodi do stimulacije EGFR i aktivacije više nizvodnih signalnih puteva koji 

rezultiraju tumorskom progresijom i metastaziranjem. Inhibicijom MEK ili ERK smanjuje se 

izražaj EREG u tumorskim stanicama. Terapija usmjerena na EREG predstavlja potencijalnu 

opciju za NSCLC EGFR mutante koji ne odgovaraju na TKI [76].   
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Povećani izražaj AREG u CRC povezan je s limfovaskularnom invazijom, perineuralnom 

invazijom, nastankom metastaza na jetri i smanjenim preživljenjem. Nađeno je da su serumske 

koncentracije AREG veće kod osoba s uznapredovalim CRC u odnosu na one u ranijim stadijima 

bolesti [77]. Kao odgovor na terapiju cetuksimabom rezistentne stanice kolorektalnog karcinoma 

razvijaju obrambeni mehanizam povećavajući sekreciju AREG i TGF-α. Dio rezistentnih stanica 

sadrži KRAS mutacije za koje se smatra da su povezane s povećanom proizvodnjom EGFR 

liganda. Nadalje, AREG i TGF-α mogu preusmjeriti EGFR u smjeru recikliranja i na taj način se 

smanjuje degradacija receptora. Ovo dodatno pojačava proliferacijski karakter tumorskog 

mikrookoliša CRC [78].  

 Smatra se da izražaj TGF-α pogoduje razvoju mCRC. TGF-α je prekomjerno eksprimiran 

u stanicama ciroze jetre. Tumori koji povećano eksprimiraju TGF-α lošije odgovaraju na terapiju 

cetuksimabom [79]. 

HB-EGF pretjerano je eksprimiran u karcinomima poput CRC, raka dojke, pankreasa, 

glioblastoma. Utišavanjem izražaja HB-EGF slabi EGFRvIII fosforilacija zbog čega se 

pretpostavlja da HB-EGF-EGFR/EGFRvIII interakcija regulira aktivaciju EGFRvIII u GBM 

[80]. CRM197 je HB-EGF inhibitor koji predstavlja mutirani oblik difteričnog toksina koji nije 

toksičan za živa bića i jednako jako veže HB-EGF i spriječava njegovo vezanje za receptor. 

Primjenom inhibitora CRM197 blokira se EGFR signal i dodatno se pojačava apoptoza 

tumorskih stanica [80].  

 Istražuje se i primjena RB200, kimerne molekule koja se sastoji od cjelovitih 

vanstaničnih domena EGFR i ErbB3 receptora vezanih na Fc domenu humanog imunoglobulina 

G1. RB200 veže faktore rasta poput EGF, TGF-α, HB-EGF, NRG1 te se pokazalo da inhibira 

ligandom induciranu fosforilaciju ErbB receptora. Pokazalo se da se uvođenjem mutacija u 

vanstanične domene ovakvog lijeka može postići bolja sposobnost vezanja liganda i jača 

inhibicija proliferacije stanica [81]. 
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1.7.5. Tumorski mikrookoliš 
 

Mikrookruženje ili mikrookoliš stanice medij je koji omogućuje komunikaciju između 

ne-tumorskih i tumorskih stanica te interakciju stanica s vanstaničnim matriksom. Radi se o vrlo 

složenom i jedinstvenom okruženju koje sadrži komponente vanstaničnog matriksa (npr. 

glikoproteini, kolagen, razni enzimi), okolne stanice koje na svojoj površini imaju različite 

signalne molekule, uključujući membranske receptore i polipeptidne faktora rasta. Stanice 

međusobno komuniciraju putem citokina, kemokina, već spomenutih faktora rasta, egzosoma itd. 

Stanice komuniciraju s vanstaničnim matriksom uglavnom putem integrinskih receptora koji su, 

osim za adheziju, bitni i zbog njihove uloge u razvoju, imunološkom odgovoru i homeostazi. 

Stanični mikrookoliš bogat je polipeptidnim faktorima rasta koji nakon vezanja za specifične 

stanične receptore, u ovom slučaju ErbB receptore, aktiviraju unutarstaničnu signalnu kaskadu i 

posljedično reguliraju genski izražaj ključan za odgovore u stanici. Za normalan rast i 

diferencijaciju stanica ključni su, između ostalog, očuvani integritet staničnih receptora i 

primjereni izražaj faktora rasta. Za razliku od normalnog okruženja, tumorski mikrookoliš čine 

tumorske stanice koje su okružene okolnim stanicama s kojima ulaze u interakciju, a koje mogu 

biti zdrave ili transformirane. U tumorskom mikrookolišu prevladavaju uvjeti hipoksije i acidoze 

koji pridonose njegovom preživljenju [82]. Tumorski mikrookoliš značajno utječe na razvoj 

tumora, njegovu neovaskularizaciju i metastaziranje. Danas se sve više stavlja naglasak na razvoj 

lijekova koji bi djelovali, osim na maligne stanice, i na sve ostale stanice koje su dio tumorskog 

mikrookoliša.  

Ovisno o malignitetu i tipu tumora, jedan od vrlo čestih okidača za malignu 

transformaciju stanica je heterogeni izražaj faktora rasta. Primjerice, u ispitivanju u kojem su 

promatrani pacijenti s metastatskim rakom debelog crijeva, primijećena je koekspresija wtEGFR 

s 2, 3, 4 liganda u 43%, 35%, 23% [83].  
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Slika 17. Imunohistokemijska ekspresija EGFR i EGFR liganada kao i njihova koekspresija u 60 pacijenata s 

mCRC [83]  
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 

Cilj ovog rada je modelirati biološki aktivne kimerne molekule faktora rasta, koje bi u 

interakciji s EGF receptorima, simulirale prisutnost različitih faktora rasta u tumorskom tkivu, 

odnosno mikrookruženju in vivo.  
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3. MATERIJALI I METODE 
 

Kimerne molekule nastaju fuzioniranjem različitih ili istovrsnih proteina pomoću kraće ili 

duže aminokiselinske sekvence odnosno povezivača. Pomnim odabirom povezivača može se 

povećati izražaj, stabilnost, održati ili poboljšati konformacija i pojačati biološka aktivnost 

proteina [84]. Nadalje, kvalitetan odabir povezivača dovodi do kreiranja fuzijskih proteina s 

multifunkcionalnim svojstvima koji se onda mogu primjeniti u području biotehnologije, 

biokemije, farmakologije, dijagnostike [85]. Duljina povezivača odabire se ovisno o nužnoj 

udaljenosti između proteina koja je potrebna kako bi se osiguralo neometano slaganje strukture 

proteinskih podjedinica kimerne molekule [84]. Također, duljina povezivača mora odgovarati 

udaljenosti između vezanih faktora rasta kako bi se osiguralo da će se kimerna molekula vezati 

za promatrani dimer. Svojstvo hidrofilnosti povezivača vezuje se uz duljinu aminokiselinske 

sekvence (što je dulja sekvenca povezivača to je povezivač više izložen otapalu i time je 

hidrofilniji) [86]. Za formiranje strukture povezivača najčešće se koriste povezivači duljine 2-31 

aa, pa sve do 76 aa [87]. Struktura povezivača najčešće ovisi o mjestu djelovanja (npr. na 

površini stanice ili unutar stanice) i funkciji kimerne molekule.  

Općenito, povezivači se dijele na fleksibilne, krute i rascijepljene. Fleksibilni povezivači 

služe kada je potrebno podjedinice povezati na pasivan način i osigurati im odgovarajuću 

pokretljivost. Fleksibilnost se postiže ugradnjom malih, nepolarnih aminokiselina (npr. G, A) ili 

polarnih (npr. S, T). Dodatkom malih aminokiselina postiže se bolja pokretljivost proteinskih 

domena, a dodatkom polarnih aminokiselina postiže se stabilnost kimere u vodenom mediju 

zbog nastanka vodikovih veza s molekulama vode. Najčešće korištena sekvenca fleksibilnog 

povezivača je (Gly4-Ser)n koja se ponavlja n puta, odnosno koliko je potrebno za optimalnu 

separaciju proteinskih domena [86]. 

Kruti povezivači su uspješniji u održavanju prostorne udaljenosti kada je ona ključna za 

stabilnost fuzijskog proteina. Kruti povezivači poprimaju sekundarnu strukturu tvoreći uglavnom 

α-zavojnice. Ponavljajući aminokiselinski slijedovi (EAAAK)n osiguravaju krutu i stabilnu 

strukturu povezivača. Povezivač koji sadrže α-zavojnice uspješno odvajaju proteinske domene i 

istovremeno spriječavaju interakcije domena [86].   
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Krutost povezivača može se povećati dodavanjem prolina u aminokiselinski slijed [88]. 

Aminokiselina prolin jedinstvena je zbog cikličkog elementa na kraju bočnog lanca. Nedostatak 

vodika u amidnoj skupini bočnog lanca prolina spriječava formiranje vodikovih veza čime se 

smanjuje vjerojatnost interakcija između proteinskih domena i povezivača [86].  

Fleksibilni i kruti povezivači drže funkcionalne proteinske domene povezanima tijekom 

in vivo procesa i na taj način mogu produljiti poluživot molekule unutar plazme. Mane stabilnih 

povezivača uključuju steričke smetnje, smanjenu biološku aktivnost, promijenjenu 

biodistribuciju i metabolizam proteina. Stoga se koriste racijepljeni povezivači koji in vivo 

otpuštaju funkcionalne domene pod utjecajem proteaze ili određenog reducensa. Najčešće se radi 

o disulfidnim povezivačima koji sadrže cisteine te otpuštaju funkcionalne domene u krvi 

povodom redukcije disulfidnih veza. Ovakva vrsta povezivača može poslužiti za dostavu 

prolijekova do ciljanih receptora odnosno mjesta djelovanja. Osim disulfidnih povezivača 

postoje povezivači koji su osjetljivi na utjecaj proteaza i u uglavnom su selektivniji. Proteaze 

mogu biti eksprimirane striktno u upali, u određenim tkivima i stanicama ili u određenim 

staničnim odjeljcima. Ovisno o tome koji je ciljani stanični odjeljak, stanica ili tkivo, slaže se 

sekvenca povezivača koja će biti osjetljiva na prisutnu proteazu [86].   

 

Slika 18. Prikaz različitih vrsta povezivača [86]   
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Cilj ovog rada bio je modelirati kimerne molekule koje sadrže molekule faktora rasta, 

EGF, TGF-α, te kombinaciju EGF i TGF-α, povezane fleksibilnim i krutim proteinskim 

povezivačem. Bilo je potrebno pronaći odgovarajuće sekvence povezivača koje bi bile optimalne 

dužine, imale povoljan stupanj hidrofobnosti te biološki učinak aktivacije EGF receptora. 

Fleksibilni povezivač modeliran je po uzoru na GSAT sekvencu koja je korištena u studiji u 

kojoj se nastojalo primjenom povezivača povećati preciznost kimernih nukleaza u modificiranju 

genoma (Slika 19.) [89]. Za strukturu krutog povezivača odabran je povezivač koji sadrži 

elemente SAH domene mehanoenzima miozina-VI. Radi se o domenama koje tvore α-zavojnicu 

i stabilizirane su ponavljajućim slijedovima od aminokiselina negativnog naboja (Glu, E) te 

aminokiselina pozitivnog naboja (Arg, R i Lys, K). Ovakav povezivač odlikuje izrazita krutost i 

stabilnost u širokom rasponu temperatura i pH vrijednosti (Slika 19.) [90]. Sekvence oba 

povezivača modificirane su na način da su dodani glicini na N- i C-terminalnim krajevima 

povezivača kako bi se poboljšala fleksibilnost kimerne molekule. Aminokiselinski slijed krutog 

povezivača (6OBI) je skraćen na N- i C-terminalnom kraju kako bi se optimizirala duljina krutog 

povezivača. Iz tog razloga, u tekstu se nadalje koriste nazivi GG-GSAT*-GG i GGG-MYO6*-

GGG za odabrane povezivače. 
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Slika 19. Kompletne sekvence EGF i povezivača  
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Slika 20. Kompletne sekvence TGF-α i povezivača 

 

 

Slika 21. Kompletne sekvence kimernih molekula TGF-α i povezivača i EGF 
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Sukladno s klasičnim modelom, vezanje dva istovrsna faktora rasta za receptor aktivira 

nizvodne signalne puteve i odgovarajuće stanične odgovore. Iz tog razloga, postavlja se pitanje 

hoće li vezanje dva različita faktora rasta aktivirati receptorski dimer i posljedično izazvati 

određeni stanični odgovor (Slika 22.). Kako bi se ispitala ta mogućnost, bilo je potrebno osmisliti 

način da se isključivo promatra utjecaj dva različita faktora rasta na tirozin kinazne receptore 

odnosno utjecaj faktora rasta na stanicu i stanične odgovore.  

 

Slika 22. Posljedice vezanja istovrsnih i različitih faktora rasta za stanične receptore 
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Korišten je PyMOL program za modeliranje proteinskih struktura u kombinaciji s 

nastavkom PyMod 3. PyMOL (Schrödinger, Inc.) je multiplatformski alat za molekularnu 

grafiku. Koristi se za trodimenzionalnu vizualizaciju proteina, nukleinskih kiselina, malih 

molekula, atoma, gustoće, površine i putanja elektrona. Također, služi za uređivanje, analizu 

molekula i snimanje filmova. Ovaj program temeljen na Pythonu, zajedno s mnogim Python 

alatima i dodacima, razvijen je kako bi se, između ostalog, olakšao računalni dizajn lijekova [91, 

92].  

PyMod je dodatak za PyMOL, osmišljen da djeluje kao intuitivno sučelje između 

PyMOL i nekoliko bioinformatičkih alata za analizu sekvence i strukture proteina, predviđanje 

strukture proteina i modeliranje. PyMod 3 sastoji se od osnovnog prozora za uređivanje sekvenci 

proteina i formiranje cluster-a te skupa alata i sučelja za web usluge koje proširuju PyMOL i 

omogućavaju analizu sekvenci i struktura: (PSI-) BLAST, MUSCLE, ClustalW, Clustal Omega, 

ESPript 3.0, CAMPO, SCR-FIND, PSIPRED, Ksdssp i MODELLER moduli za izradu 3D 

modela, usklađivanje sekvence i strukture (pomoću CE-alignment) i procjenu kvalitete [93, 94].  

Izrađen je model s dva istovrsna faktora rasta vezana fleksibilnim (GG-GSAT*-GG) 

povezivačem i krutim (GGG-MYO6*-GGG) povezivačem. Izrađeni su, također, modeli 

kimernih molekula s različitim molekulama faktora rasta koji bi simulirali heterogeni izražaj 

faktora rasta u mikrookruženju tumora. Prilikom izrade kimernih molekula korištene su strukture 

faktora rasta, TGF-α i EGF, zbog njihove sličnosti u afinitetu vezanja za EGF receptor. Svi 

modeli koji su korišteni kao osnova za modeliranje dostupni su na stranici Protein Data Bank 

(PDB) [95]. Nakon modeliranja, kimerne molekule su analizirane pomoću PyMOL i ProtParam 

alata [96]. ProtParam (ExPASy) alat omogućuje analizu različitih fizikalnih i kemijskih 

parametara za dati protein pohranjen u Swiss-Prot ili TrEMBL, bazi proteinskih sekvenci, ili za 

sekvencu proteina koju unese korisnik. Dobiveni parametri uključuju vrijednosti molekularne 

težine, teoretski pI, indeks nestabilnosti, alifatski indeks te hidrofobnost proteina [96]. 
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4. REZULTATI 
 

PyMOL program može se koristiti za vizualizaciju, analizu i modificiranje kristalnih 

struktura proteina. Nastavak PyMod 3 olakšava usporedbu struktura i sekvenci različitih proteina 

i predstavlja posljednji korak koji je ključan za dobivanje gotovog modela kimerne molekule. 

Prvi korak u modeliranju kimerne molekule bio je odrediti udaljenost između dva istovrsna 

faktora rasta (u ovom slučaju između dva EGF) u sklopu proteinskog modela koji sadrži 

vanstanične domene EGFR s vezanim EGF molekulama (pdb:1IVO) [97]. Ukupna masa 1IVO 

iznosi 152.21 kDa, a ukupni broj atoma je 8892. Prvo je učinjeno par modifikacija kako bi se 

olakšala vizualizacija strukture: uklonjene su vezane molekule vode, vodikove veze i označeni su 

lanci različitim slovima i bojama (Slika 24.). 

  

Slika 23. Struktura 1IVO 
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Slika 24. Modificirana 1IVO struktura  

S obzirom na to da bi povezivač trebao vezati kraj jednog i početak drugog EGF lanca, 

udaljenost između dva EGF određuje se tako da se označi krajnji atom posljednje aminokiseline 

(C-terminalni kraj) jednog i krajnji atom prve aminokiseline (N-terminalni kraj) drugog EGF 

(Slika 25.). Udaljenost iznosi 103.5 Å, a ako je prosječna duljina jedne aminokiseline 3.5 Å tada 

se dijeljenjem ta dva broja dobiva broj 29.5 što znači da, kad zaokružimo broj, duljina 

povezivača mora iznositi najmanje 30 aminokiselina.  

 

Slika 25. Izračun udaljenosti između dva EGF vezana za EGFR  
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 Struktura fleksibilnog povezivača GG-GSAT*-GG modelirana je po uzoru na fleksibilni 

povezivač modela 1mox_linkerDtoC. Flexbilni povezivač koji sadrži slijed od 41 alanina 

izdvojen je i pozicioniran u blizini modela 1IVO.  

 

Slika 26. Fleksibilni povezivač (41 ALA) 

 

Slika 27. Struktura 1IVO i 41 ALA povezivač 
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Idući korak bio je urediti redoslijed aminokiselina u lancima C, D receptora i u lancu 

povezivača kako ne bi došlo do preklapanja aminokiselina u sekvenci. To se čini primjenom 

funckije alter sele, resi=str(int(resi)+/-x). Oznaka x odnosi se na vrijednost za koju se pomiče 

redoslijed aminokiselina u + (udesno) smjeru ili – (ulijevo) smjeru.  

 

Slika 28. Uređivanje sekvence povezivača 41 ALA 

Označavanje lanaca i primjenom naredbe alter (sele), segi ='C' ispravlja se oznaka segmenta. 

Dalje, primjenjuje se naredba alter (sele), chain='C' i iza toga naredba sort kako bi se povezali 

lanac C, D i povezivač u jedan lanac. Potom se koristi funkcija sculpting kojom se dodatno 

uređuje struktura proteina, smanjuje vjerojatnost steričkih smetnji, a atomi i veze zauzimaju 

prirodniji položaj.  

 

Slika 29. Uređeni lanac koji se sastoji od dva EGF povezana fleksibilnim povezivačem 41 ALA 

 

 

Slika 30. Model proteina nakon povezivanja lanaca i sculpting-a  
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Nakon ponovnog učitavanja 1IVO modela i uklanjanja lanaca A i B, koristeći PyMOL 

alat Builder, izgrađen je povezivač na način da se peptidnim vezama spajaju aminokiseline 

povezivača GG-GSAT*-GG počevši od prve aminokiseline (Gly, G) povezivača koja gradi 

peptidnu vezu sa zadnjom aminokiselinom (Glu, E) lanca D i zadana je struktura antiparalelne β-

ploče. 

 

Slika 31. Modeliranje fleksibilnog GG-GSAT*-GG povezivača pomoću Builder-a 

 

 

Slika 32. Struktura i aminokiselinski slijed GG-GSAT*-GG povezivača 

Primijenjen je isti princip kao kod prethodnog modela, 1mox_linkerDtoC, što se tiče uređenja 

redoslijeda aminokiselina u lancu. Nakon označavanja C-atoma posljednje aminokiseline (Gly, 

G) povezivača i N-atoma prve aminokiseline (Glu, E) lanca C, primijenjena je funkcija fuse 

kojom se postiglo spajanje lanca D i povezivača s lancom C.   
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Slika 33. Struktura modela koji sadrži dva EGF spojena GG-GSAT*-GG povezivačem 

U sklopu PyMod 3 dostupan je alat MODELLER pomoću kojeg se modeliraju nove 

proteinske strukture (Slika 37.). Prije samog modeliranja, potrebno je napraviti alignment 

aminokiselinskog slijeda dvaju lanaca, s tim da jedan lanac služi kao predložak svojom 

aminokiselinskom sekvencom (Slika 34.) ili strukturom (Slika 35.). PyMod 3 također nudi opciju 

pronalaska srodne strukture pretraživanjem BLAST baza sekvenci proteina (točnije pdbaa) čime 

se lanac stavlja u alignment s već poznatom proteinskom sekvencom (Slika 36.).  

 

Slika 34. Alignment po sekvenci 

 

Slika 35. Alignment po strukturi 
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Slika 36. BLAST pretraživanje 

 

Slika 37. MODELLER alat 

Učitan je model 1IVO s 41 ALA povezivačem i model s 2 EGF i GG-GSAT*-GG povezivačem 

u PyMod 3. Sekvenca lanca A povezana je sa srodnom sekvencom odnosno strukturom i 

udružena u BLAST cluster (sekvenca iz BLAST baze odgovara lancu A 1IVO modela). Isti je 

princip primijenjen kod lanca B.  U PyMod 3 prozoru, struktura lanca C modela 1IVO udružena 

je sa strukturom lanca C modela s GG-GSAT*-GG povezivačem pomoću CE-alignment 

(program za alignment aminokiselinskog slijeda po njihovoj strukturi).  

 

Slika 38. Prikaz pojedinačnih aligment-a u PyMod 3 prozoru  
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Na taj način je struktura 1IVO s 41 ALA povezivačem poslužila kao predložak i pomoću alata 

MODELLER dobivena je struktura prvog modela proteina s fleksibilnim povezivačem koji je 

nazvan Kimera 1 (Slika 41.). 

 

Slika 39. Struktura modela dimera EGFR u kojem su molekule EGF povezane GG-GSAT*-GG povezivačem 

 

 

Slika 40. Struktura Kimere 1  
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Odabirom funkcije align koja je dostupna putem Alignment plugin-a može se ispitati kolika je 

kvaliteta modeliranog proteina s obzirom na RMSD vrijednost. Sravnjivanjem sekvence 1IVO s 

dobivenim modelom dobivena je vrijednost RMSD= 0.960. Što je niža vrijednost RMSD, to se 

model smatra kvalitetnijim, odnosno dvije strukture proteina su strukturno sličnije što je niži 

RMSD. 

 

Slika 41. Alignment 1IVO strukture i strukture Kimere 1 

Drugi zadatak bio je izraditi model koji se sastoji od dva EGF liganda povezana krutim 

povezivačem. Kao predložak poslužio je model koji se odnosi na jednostruku α-zavojnicu 

proteina miozina VI (pdb:6OBI). Sadrži 620 atoma i ukupna masa proteina iznosi 8.94 kDa. 

Osobita krutost 6OBI pripusuje se upravo njegovoj sekundarnoj strukturi α-zavojnice i zato je 

izabran kao osnova za kreiranje krutog povezivača kimerne molekule [98].  

 

Slika 42. Struktura i aminokiselinski slijed 6OBI  
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Nadalje, kruti povezivač 6OBI spojen je s dva EGF (po modelu 1IVO) pomoću uređivanja 

redoslijeda aminokiselina i preimenovanja lanaca. Što se tiče sekvence povezivača, alat Builder 

korišten je za sastavljanje krutog GGG-MYO6*-GGG povezivača (Slika 44., 45., 46.). Tri 

glicina su dodana na N-terminalni kraj 6OBI s tim da su prethodno uklonjenje prve dvije 

aminokiseline (lizin i glutamin). Na C-terminalni kraj 6OBI dodana su, također, 4 glicina s tim 

da je prethodno uklonjen slijed aminokiselina DEKRIQAE da bi se dobila optimalna udaljenost 

molekula faktora rasta. Također, glicini su dodani na N- i C- terminalnom kraju 

aminokiselinskog slijeda povezivača kako bi se povećala fleksibilnost što je bitno za biološku 

aktivnost kimerne molekule.  

 

 

Slika 43. Modeliranje N-kraja proteina 

 

 

Slika 44. Modeliranje C-kraja proteina 
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Slika 45. Struktura GGG-MYO6*-GGG povezivača 

Strukture i sekvence modela učitane su u PyMod 3 i združene u odgovarajući cluster. U 

konačnici, dobiven je model proteina s krutim povezivačem (GGG-MYO6*-GGG) koji je 

nazvan Kimera 2 (Slika 50.).  

 

Slika 46. PyMod 3 aligment-i 
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Slika 47. Struktura modela dimera EGFR u kojem su molekule EGF povezane GGG-MYO6*-GGG 

povezivačem 

 

 

Slika 48. Struktura Kimere 2 

  



   
 

54 
 

Sravnjivanje sekvence 1IVO s novim modelom dobivena je vrijednost RMSD= 0.702 (Slika 42.).  

 

Slika 49. Alignment 1IVO strukture i strukture Kimere 2 

 

Nadalje, izrađeni su modeli koji sadrže dvije molekule TGF-α povezana fleksibilnim/krutim 

povezivačem koji su nazvani Kimera 3 i Kimera 4 (Slika 53. i 54.). Kao predložak poslužio je 

model koji se sastoji od vanstaničnih domena EGFR koje su vezale TGF-α ligande (pdb:1MOX) 

[99]. Udaljenost između dva TGF-α iznosi 99.5 Å, što je manje u odnosu na udaljenost između 

dva EGF vezana za EGFR (Slika 52.). 

 

Slika 50. Izračun udaljenosti između dva vezana TGF-α koja iznosi 99.5 Å 
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Slika 51. Struktura Kimere 3 

 

 

Slika 52. Struktura Kimere 4 

 

Usporedbom 1MOX s novim modelima dobivena je vrijednost RMSD= 0.602 kod modela s 

fleksibilnim povezivačem (Kimera 3) i RMSD= 0.504 kod modela s krutim povezivačem 

(Kimera 4) (Slika 55. i 56.).  

  



   
 

56 
 

 

Slika 53. Alignment 1MOX i strukture Kimere 3 

 

 

Slika 54. Alignment 1MOX i strukture Kimere 4 

 

U konačnici, napravljena je predikcija modela kimerne molekule koja bi se sastojala od jednog 

TGF-α i jednog EGF liganda spojenih fleksiblinim GG-GSAT*-GG povezivačem. Također je 

napravljena predikcija iste kimerne molekule u kojoj su ligandi povezani krutim GGG-MYO6*-

GGG povezivačem. Izdvojeni su lanci B i D 1MOX modela i lanci A i C 1IVO modela.   
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Pretpostavljen je položaj vanstaničnih domena (lanaca A i B) koji su vezali različite ligande 

(lanac C i D) (Slika 57.). Udaljenost između TGF-α i EGF iznosi 97.5 Å (Slika 58.). Pomoću 

MODELLER dobiveni su modeli Kimera 5 i Kimera 6 (Slika 62. i 66.). 

 

Slika 55. Prikaz lanca A (vanstanična domena EGFR koja je vezala EGF), lanca B (vanstanična domena 

EGFR koja je vezala TGF-α), lanca C (molekula EGF), lanca D (molekula TGF-α) 

 

 

Slika 56. Izračun udaljenosti između TGF-α i EGF vezanih za receptor 
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Slika 57. Postavljanje aminokiselinskog slijeda i strukture u alignment 

 

 

Slika 58. Struktura modela kimerne molekule 5 i vanstanične domene EGFR 
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Slika 59. Struktura Kimere 5 

 

 

Slika 60. Postavljanje aminokiselinskog slijeda i strukture u alignment  
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Slika 61. Struktura modela kimerne molekule 6 i vanstanične domene EGFR 

 

 

Slika 62. Struktura Kimere 6 

 

Aminokiselinske sekvence svih modela kimernih molekula analizirane su pomoću alata 

ProtParam i rezultati analize prikazani su pomoću tablice (Tablica 1.). Također, neki su 

parametri provjereni pomoću PyMOL programa. Analizirani su: molekularna masa proteina, 

teorijski pI, hidrofobnost, indeks nestabilnosti i alifatski indeks kimernih molekula.  
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Molekularna masa proteina ovisi o sadržaju različitih aminokiselina koje se po veličini 

mogu svrstati u male, srednje i velike (Slika 58.) [100].  

 

Slika 63. Aminokiseline poredane po veličini [100] 

Zbroj pojedinačnih naboja aminokiselina jednak je ukupnom naboju proteina. Vrijednost 

pI (izoelektrična točka) proteina odgovara pH vrijednosti pri kojoj je ukupan naboj proteina 

jednak nuli. Vrijednost pI može poslužiti za određivanje metode izolacije, pročišćavanja i 

kristalizacije proteina. Citoplazmatski proteini imaju vrijednost pI između 5 i 6, dok proteini 

stanične membrane imaju vrijednost pI između 8.5 i 9 [101]. 

Grand average of hydropathicity index (GRAVY) služi za određivanje hidrofobnosti 

proteina. Radi se o zbroju hidrofobnih vrijednosti (po Kyte i Doolittle) aminokiselina koji se 

dijeli s duljinom aminokiselinskog slijeda proteina (Slika 59.) [102]. Pozitivne vrijednosti 

upućuju na više hidrofobnih/nepolarnih bočnih ogranaka, a negativne na više polarnih/ionskih 

bočnih ogranaka [103]. 

 

Slika 64. Aminokiseline poredane po hidrofobnim vrijednostima prema Kyte-Doolitle skali [100] 

Triptofan (W) ima vrijednost -0.9, ali bez obzira na to svrstava se u hidrofobne aminokiseline 

zato što je najčešće sastavni dio hidrofobne jezgre proteina [100].  

Alifatski indeks ukazuje na termostabilnost proteina. Računa se kao relativni volumen 

zaokupljen alifatskim bočnim lancima (A, V, I i L). Veći indeks ukazuje na bolju termostabilnost 

proteina [103].  
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Indeks nestabilnosti (II) proteina je procjena stabilnosti proteina u eksperimentalnim 

uvjetima. Pokazalo se da proteini koji imaju in vivo poluživot dulji od 16 sati imaju indeks 

nestabilnosti < 40 i takvi proteini smatraju se stabilnima. Za proteine koji imaju in vivo poluživot 

kraći od 5 sati pokazalo se da imaju indeks nestabilnosti > 40 i takvi proteini smatraju se 

nestabilnima [104, 105]. 

Prema podacima dobivenim pomoću PyMOL programa i ProtParam alata, može se 

zaključiti da model Kimera 1 ima najbolju termostabilnost, Kimera 3 ima najviši pI, a Kimera 2 

se pokazao kao najhidrofilniji od svih modela. Također, rezultati ukazuju na to da modeli 

kimernih molekula s fleksibilnim povezivačem imaju bolju termostabilnost (veći alifatski 

indeks), imaju veću predviđenu stabilnost (manji indeks nestabilnosti) i hidrofobniji su (niži 

GRAVY score) u odnosu na modele s krutim povezivačem.  
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Tablica 1. Rezultati analize pomoću ProtParam alata (*) i PyMol programa (**) 

  

 Broj 
aminokiselina 

Molekularna 
masa (Da) 

Električni naboj Teorijski 
pI 

Hidrofobnost Indeks 
nestabilnosti 

Alifatski 
indeks 

Kimera 
1 

134 13911.28* 
 
13890.0051** 

Ukupni broj negativno 
nabijenih 
aminokiselina: 16* 

Ukupni broj pozitivno 
nabijenih 
aminokiselina: 8* 

Suma naboja: -9** 

4.73* GRAVY:  

-0.309* 

 

38.10* 53.13* 

Kimera 
2 

159 19150.46* 

19127.1138** 

Ukup. broj neg. 
nabijenih aa: 40* 

Ukup. broj poz. 
nabijenih aa: 30* 

Suma naboja: -9** 

 

5.09* GRAVY:  

-1.258* 

87.31* 51.51* 

Kimera 
3 

137 13619.70* 

13600.4370** 

Ukup. broj neg. 
nabijenih aa: 12* 

Ukup. broj poz. 
nabijenih aa: 6* 

Suma naboja: -7** 

5.84* GRAVY:  

-0.261* 

22.05* 39.93* 

Kimera 
4 

161 18759.74* 

18738.4146** 

Ukup. broj neg. 
nabijenih aa: 36* 

Ukup. broj poz. 
nabijenih aa: 28* 

Suma naboja: -9** 

 

5.71* GRAVY:  

-1.234* 

73.21* 38.82* 

Kimera 
5 

135 13715.92* 

13695.6555** 

Ukup. broj neg. 
nabijenih aa: 14* 

Ukup. broj poz. 
nabijenih aa: 7* 

Suma naboja: -8** 

5.29* GRAVY:  

-0.301* 

29.78* 45.56* 

Kimera 
6 

160 18955.10* 

18932.7642** 

Ukup. broj neg. 
nabijenih aa: 38* 

Ukup. broj poz. 
nabijenih aa: 29* 

Suma naboja: -10** 

5.38* 

 

GRAVY:  

-1.246* 

79.98* 

 

45.12* 
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5. RASPRAVA 

 

Tumorske stanice imaju sposobnost heterogenog izražaja faktora rasta koja posljedično 

djeluje na stanice tumorskog mikrookruženja. Izražaj više različitih molekula faktora rasta potiče 

rast i razvoj tumora. Shodno tome, izrađeni su modeli kimernih molekula koje se sastoje od 

istovrsnih i/ili različitih faktora rasta povezani proteinskim povezivačem. Radi se o računalnom 

modeliranju struktura kimernih molekula koje bi posjedovale biološku aktivnost u stanici. 

Sukladno tome, kimerne molekule bi u konačnici trebale aktivirati EGF receptore i signalne 

puteve u stanici. 

Rezultati analize pomoću ProtParam alata kimernih molekula ukazuju na to da su 

kimerne molekule s fleksibilnim povezivačem hidrofobnije u odnosu na kimerne molekule s 

krutim povezivačem. Stoga je vjerojatnije da će modeli s fleksibilnim povezivačem GG-GSAT*-

GG lakše prolaziti staničnu membranu. Rezultati aktivacije receptora ovim kimernim 

molekulama dat će uvid u djelovanje heterogenog izražaja faktora rasta na razvoj tumora. Modeli 

s krutim povezivačem hidrofilniji su i vjerojatnije je da će se vezani za vanstanične domene 

EGFR zadržati na staničnoj površini. Osim toga, moguće je da će krutost strukture povezivača 

GGG-MYO6*-GGG negativno utjecati na aktivaciju receptora te bi takve kimerne molekule 

mogle djelovati inhibitorno na EGFR. ProtParam alat analizira samo aminokiselinski slijed, 

odnosno primarnu strukturu samih proteina, stoga je potrebno ispitati kemijsko-fizikalne 

parametre kimernih molekula in vitro. 

Duljina povezivača je također ključna za biološku aktivnost kimernih molekula; 

osigurava fizičku udaljenost faktora rasta vezanih za monomere u molekuli dimera EGFR.  

Poznato je da vezanje faktora rasta izaziva konformacijsku promjenu receptora koja 

rezultira dimerizacijom. Dimerizacija se ostvaruje preko više kontakata na razini receptora; 

vanstaničnih domena (domena II), jukstamembranskih domena i tirozin kinaznih domena [16]. 

Pretpostavka je da će kimerne molekule, u kojima su istovrsne molekule faktora rasta povezane 

povezivačem, izazvati identičnu konformaciju dimera receptora kao i slobodne molekule faktora 

rasta.  
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Ako se uzme u obzir da TGF-α i EGF izazivaju različite konformacije receptora, može se 

pretpostaviti da će vezanje kimerne molekule TGF-α-povezivač-EGF imati za posljedicu 

nastanak jedinstvenih interakcija između domena receptora.  

S obzirom na to da su rezultati računalnog modeliranja samo prediktivni, potrebno je 

ispitati djelovanje kimernih molekula na receptore te strukture kompleksa EGFR dimera i 

kimernih molekula primjenom tehnike Cryo-EM (Cryogenic electron microscopy).  

Kako bi se izbjegla aktivacija monomera receptora od dva različita dimera, potrebno je 

uzeti stanice s niskim izražajem endogenog EGFR i stimulirati ih kimernim molekulama faktora 

rasta.  

Rezultati ovog rada mogli bi potaknuti razvoj novih alosteričkih inhibitora i kimernih 

molekula faktora rasta s inhibicijskim djelovanjem na receptore.  
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6. ZAKLJUČAK 
 

Rezistencija na tirozin kinazne inhibitore i druge antitumorske lijekove posljedica su 

razvoja intrinzične i/ili stečene, de novo, rezistencije. Heterogeni izražaj molekula faktora rasta u 

tumorskim tkivima jedan je od čestih uzroka de novo rezistencije. Liječenje tumora ovisnih o 

signalima EGF receptora primarno je usmjereno na inhibiciju aktivacije receptora vezanih za 

istovrsne molekule faktora rasta. Shodno tome, izostavljeno je u cijelosti djelovanje heterogenog 

izražaja molekula faktora rasta u tumorskom tkivu. U cilju istraživanja učinka djelovanja izražaja 

različitih faktora rasta na razvoj i rezistenciju tumora, izrađene su, uz pomoć računalnog 

modeliranja, proteinske strukture kimernih molekula faktora rasta EGF receptora. Iz rezultata 

analize sekvence kimernih molekula proizlazi da termostabilnost (alifatski indeks), indeks 

nestabilnosti i hidrofobnost ovise o vrsti povezivača. Rezultati analiza i sekvence kimernih 

molekula u ovom radu koristit će se za sintezu proteina in vitro kako bi se utvrdio njihov biološki 

učinak na aktivaciju receptora te signalnih puteva za proliferaciju i preživljenje u tumorskim 

stanicama.  

Ideja vodilja ovog istraživanja, koja je pokrenula modeliranje struktura kimernih 

molekula s fleksibilnim povezivačem, mogla bi rezultirati boljim razumijevanjem djelovanja 

heterogenog izražaja molekula faktora rasta na rezistenciju tumora, te razvojem novih inhibitora 

EGF receptora, uključujući alosteričke inhibitore.  

Iako se ne može s preciznošću predvidjeti kakva će biti učinkovitost na aktivaciju EGF 

receptora, kimerne molekule s krutim povezivačem racionalno bi mogle spriječiti alosteričku 

rotaciju receptora, te samim time i njihovu aktivaciju. Shodno tome, predstavljale bi jedinstvenu 

strategiju inhibicijskog djelovanja na receptorske tirozin kinaze.  

U konačnici, ovo bi bili ključni alati za istraživanja u kojima bi se utvrdio mehanizam 

djelovanja mikrookoliša na rast, razvoj i rezistenciju samoga tumora, te inhibirala tumorigeneza. 
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8. SAŽETAK 
 

Heterogeni izražaj molekula faktora rasta u tumorskim tkivima jedan je od čestih uzroka 

de novo rezistencije. Liječenje tumora ovisnih o signalima EGF receptora primarno je usmjereno 

na inhibiciju aktivacije receptora vezanih za istovrsne molekule faktora rasta. Shodno tome, 

izostavljeno je u cijelosti djelovanje heterogenog izražaja molekula faktora rasta u tumorskom 

tkivu. U cilju istraživanja djelovanja izražaja različitih faktora rasta na razvoj i rezistenciju 

tumora, izrađene su uz pomoć računalnih programa i alata, PyMOL i PyMod 3, strukture 

proteinskih kimernih molekula građene od dvije molekule faktora rasta EGF receptora, 

međusobno povezane fleksibilnim ili krutim povezivačem. Aminokiselinski slijed oba 

povezivača (fleksibilni ili GG-GSAT*-GG i kruti ili GGG-MYO6*-GGG) modificiran je kako bi 

se omogućila bolja fleksibilnost kimerne molekule te je dodatno slijed aminokiselina krutog 

povezivača skraćen kako bi se optimizirala udaljenost između dvije molekule faktora rasta. 

Sekvence kimernih molekula analizirane su koristeći PyMOL i ProtParam; analizirana je 

molekularna masa, teorijski pI, hidrofobnost, indeks nestabilnosti i alifatski indeks kimernih 

molekula. Prema dobivenim podacima može se zaključiti da model Kimera 1 ima najbolju 

termostabilnost, Kimera 3 ima najviši pI, a Kimera 2 se pokazao kao najhidrofilniji od svih 

modela. Predviđena stabilnost kimernih modela koji sadrže fleksibilni povezivač bila je veća u 

odnosu na modele s krutim povezivačem. Modeliranje struktura kimernih molekula s 

fleksibilnim povezivačem moglo bi rezultirati boljim razumijevanjem utjecaja heterogenog 

izražaja molekula faktora rasta, dok bi kimerne molekule s krutim povezivačem mogle spriječiti 

aktivaciju receptora. U konačnici, ovo bi bili ključni alati za istraživanja rasta, razvoja i 

rezistencije samoga tumora, te inhibicije tumorigeneze. 
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9. SUMMARY 
 

Heterogeneous expression of growth factor molecules in tumor tissues is one of the most 

frequent causes of de novo resistance. Treatment of EGFR signal-dependent tumors primarily 

targets the inhibition of receptor activation induced by two growth factor molecules. Thus, the 

heterogeneous expression of growth factor molecules in tumor tissue was ignored. In order to 

investigate the effect of the expression of different growth factors on tumor growth and 

resistance, with the help of computer programs and tools, PyMOL and PyMod 3, we modelled 

chimeric protein structures harbouring two molecules of growth factors of EGF receptor, 

interconnected with a flexible or rigid linker. The protein sequences of both linkers (flexible or 

GG-GSAT*-GG and rigid or GGG-MYO6*-GGG) were modified to improve the mobility of the 

chimeric molecule and the rigid linker was further shortened to optimize the distance between 

the two growth factor molecules. The protein sequences of chimeric molecules were analyzed 

using PyMOL and ProtParam, and the protein molecular mass, theoretical pI, hydrophobicity, 

instability index, and aliphatic index of chimeric molecules were determined. According to the 

obtained data, the model Chimera 1 has the best thermostability, Chimera 3 has the highest pI 

value, and Chimera 2 proved to be the most hydrophilic of all models. The predicted stability of 

the chimeric models containing a flexible linker was higher than that of models with a rigid 

linker. Modelling the structures of chimeric molecules with a flexible linker could result in a 

better understanding of the impact of heterogeneous expression of growth factor molecules, 

whereas chimeric molecules with a rigid linker could prevent receptor activation. In conclusion, 

these would be the key research tools by which we could define the mechanisms of 

microenvironment impact on tumor growth, progression, and resistance, as well as tumor 

inhibition. 
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