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POPIS KRATICA
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1. UVOD

1.1. Karcinom vrata maternice

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizadigHd, od eng. World Health
Organizatior) karcinom vrata maternice drugi je poestalosti karcinom u Zena u svijetu.
Vise od 85 % smrti od ovoga karcinoma ddgae u zemljama u razvoju. Nastanak ovog
karcinoma povezan je s infekcijom ljudskim papilbmirusom (HPV, od enghuman
papillomavirug. Infekcija HPV-om najeXa je vrsta virusne infekcije reproduktivhog
sustava. U Republici Hrvatskoj svake godine od ikaroa vrata maternice oboli nesto viSe
od 300, a umre oko 100 Zena (prema podatcima Hwgtgavoda za javno zdravstvo). U
dobi do 45. godine karcinom vrata maternicéitje po westalosti kod zena u Hrvatskoj, a
ucestaliji su samo rak dojke i Stitdg Prema Hrvatskom zdravstveno-statigim ljetopisu
za 2015. godinu (Hrvatski zavod za javno zdravs®@i6) u istoj je godini uzeto 381 238
uzoraka za PAPA-testove Sto je za 11,5 % manjenosud na 2014. godinu. Od ukupnog
broja PAPA-testova 12,2 % bilo je patoloskih (13/62014. godine). Prema posljednjim
dostupnim podatcima, standardizirana stopa smirtmosiovoga karcinoma za dob 0 - 64
godine na 100 000 stanovnika za Republiku HrvatsR013. godini iznosila je 2,99, dok je
za sve uzraste iznosila 3,98. Podatci o stopi sstitn Republici Hrvatskoj i Europskoj uniji
prikazani su u tablici 1., a podatci o ukupnom brdjjagnosticiranih skajeva karcinoma
vrata maternice za Republiku Hrvatsku u 2015. gathni su u tablici 2. U ordinacijama koje
imaju ugovor s Hrvatskim zavodom za zdravstven@uwsinje ukupno je dijagnosticirano

1258 sl¢ajeva zl@udnih tumora vrata maternice u 2015. godini.

Infekcija ljudskim papilloma virusom uzrokuje pojawdisplazija vrata maternice (CIN, od
eng. cervical intraepithelial neoplasja To su potencijalno premaligne promjene stanéca,
dugotrajna infekcija HPV-om moZze u kaméci rezultirati i pojavom karcinoma vrata
maternice. Do danas je otkriveno viSe od 180 tipwaga virusa, a samo neki predstavljaju
visokorizicne tipove koji mogu uzrokovati nastanak karcinonmatar maternice HPV16,

18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) &bng i sur., 2014). Karcinom vrata
maternice n&e&e je uzrokovan tipovima HPV16 i HPV18. Virusna DN& dvolargana i

sastoji se od 7900 parova baza. Genom sadrzi 6 gena (E1, E2, E3, E4, E5 i E6) koji

kodiraju rane proteine te 2 kasna gena (L1 i L2) kodiraju kasne proteine (sastavnice




virusne kapside). Regija LCR (LCR, od efang control regiol je nekodirajda regija koja

sudjeluje u virusnoj replikaciji i transkripciji.

Inkubacijski period kod infekcije HPV-om moZe triaja do 10 godina. Za modu
onkogenezu karcinoma vrata maternice nakon zargpg&orizicnim tipovima virusa HPV-a
vazan je imunoloSki odgovor zarazene osobe. P@klachunoloSki odgovor organizma moze
dovesti do spontane regresije infekcije, dok kodimepojedinaca dolazi do progresije
infekcije. Nakon ulaska virusa u organizam, dolalo migracije imunosnih stanica
(makrofagi, Langerhansove stanice, keratinocitilimfociti, dendriticke stanice, NK-stanice,
NKT-stanice, B-limfociti) (Song i sur., 2014). Peku se mehanizmi ud@ne imunosti, uz
sudjelovanje Langerhansovih stanica, receptora TltRakrofaga M2. Tijekom progresije
infekcije povéava se brojnost makrofaga pridruzenih tumoru M2ji koogu poticati
proliferaciju malignih stanica i tumorsku angiogene Virus HPV-a takéer utjge i na
aktivaciju NK-stanica. Porenmaji aktivacije NK-stanica su ztajni zbog njihove
sposobnosti da direktno uniStavaju stanice zarazemesom ili maligno transformirane
stanice. Njihova aktivnost regulirana je kroz rawio aktivacijskih i inhibitornih receptora.
Kod infekcije HPV-om dolazi do deregulacije ovitceptora (Molina i sur., 2013). Jedna od
znaajki virusa HPV-a jest njegova sposobnost izbjeggvamunosnog odgovora doiaa
Sto dovodi do perzistentne infekcije. Infekcija HBW ima nekoliko faza (Song i sur., 2014):

1. virus odrdeno vrijeme nije aktivan i ne uzrokuje citolizu ritsa domaina (Stanley i
Sterling, 2014);

2. slijedi inhibicija sinteze interferona (INF) -6H E7 onkogeni ometaju signalizacijske
puteve INF-a (Crosbie i sur., 2013);

3. induciraju se regulatorne T-stanice.gl luci se IL-10 ili TGF$;

4. inficirane stanice slabije eksprimiraju moleki#iC klase I, oslabljena je funkcija CTL
(Piersma, 2011);

5. mogue je nakupljanje n&iinkovitih CD4 i CD8 T-limfocita tijekom kasnijih fza infekcije
(Alves i sur., 2010).

Takader, dolazi i do odgovora doriaa putem mehanizama &me imunosti. Infekcija
HPV-om uzrokuje porentaje u aktivaciji T-limfocita. Mijenja se i ravnot@zu omjeru
pomainickih stanica Thl i Th2. Dolazi do patenog Ikenja Th2 citokina (IL-10), a
smanjuje se kenje Thl citokina (IFNg, 1L-12, IL-2, TNFx). Smanjen je broj dendrikih




stanicacija je uloga prepoznavanje patogena pémieceptora TLR i predavanje antigena
pomau MHC molekula. Stanice dy(CD4/CD25/Foxp3 T-limfociti) induciraju imunosnu
toleranciju te je njihov utjecaj na progresiju ikége povezan s povanim stupnjem

infiltracije ovih stanica i ldenjem citokina.

Za aktivaciju T-limfocita vazan je membranski sudtpidnih splavi (Simons i Ikonen, 1997).
Patetak aktivacije T-limfocita ozrign je premjeStanjem njihovih receptora TCR unutar
podruja lipidnih splavi u membrani stanice (He i surQ08). Vaznu ulogu za bioloSku

aktivnost lipidnih splavi imaju gangliozidi (Sonwim sur., 2007).

Tablica 1. Usporedba standardizirane stope smrtadstika vrata maternice na 100 000

stanovnika u Republici Hrvatskoj i Europskoj uniji.

Republika Hrvatska Europska unija
Dob 0-64 godine Svi uzrasti 0-64 godine Svi uzrasti
Godina

1985. 2,61 4,05 3,86 5,36
1990. 3,12 4,55 3,55 4,87
1995. 3,03 4,01 3,25 4,38
2000. 2,43 3,57 3,1 4,01
2005. 2,48 3,51 2,73 3,51
2010. 3,14 4,1 2,7 3,29
2013. 2,99 3,98 2,44 3,14

Prema podatcima iz Hrvatskog zdravstveno-stéakiety ljetopisa za 2015. (Hrvatski zavod za

javno zdravstvo, 2016)




Tablica 2. Broj utwienih sl¢ajeva zl@éudnih tumora vrata maternice u Republici Hrvatskoj

2015. godini.
Naziv bolesti 0-6 7-19 20 - 64 65+ Ukupno
Zloc¢udni tumor godina godina godine godina
vrata maternice
Djelatnost
Opc¢a medicina 0 0 622 289 911
<21 22 -45 46+ godina - Ukupno
godine godina
Medicina rada 1 23 50 - 74
Ordinacije s ugovorom - - - -
HZZO 1258

Prema podatcima iz Hrvatskog zdravstveno-stakiety ljetopisa za 2015. (Hrvatski zavod za

javno zdravstvo, 2016)

1.2. Gangliozidi i struktura staniénih membrana

Unutar staninih membrana postoje radgte specijalizirane membranske mikrodometigs
su karakteristike prisustvo mnoStva glicerofosfiolgy sfingolipida i kolesterola, uz nizak

udio proteina (Simons i Toomre, 2000; Sonnino i,2006).

Glikolipidi su molekule grdene od jednog ili viSe ugljikohidratnih ostatakavemanih
glikozidnom vezom s hidrofobnom lipidnom komponentdGlikolipidi koji sadrze sfingoid
ili ceramid kao lipidnu komponentu poznati su pogenom glikosfingolipidi. Gangliozidi su
slozene molekule koje se sastoje od glikosfingddip jedne ili viSe molekula sijalinske
kiseline, odnosno, oni su sijalizirani glikani kgu pridruzeni ceramidnoj lipidnoj jezgri
(Schnaar, 2016). Sijalinska kiselina je&&ekoji razlikuje gangliozide od glikosfingolipida
sulfatida (Sonnino i sur., 2006). Sijaloglikaniad@cno sastoje od 3-8 saharida, od kojih su 1-
4 sijalinska kiselina. Ceramidna komponenta seogasd sfingozina, dugola@anog 2-amino
alkohola, u kojemu je dusSik amidnom vezom povezamasnom kiselinom. NajviSe su
prisutni u Zikanim stanicama. U kraljeZnjaka je dosad opisanod8®jliozida (Yu i sur.,
2011).




Gangliozidi na povrSini stanice sudjeluju u staoim prepoznavanju, adheziji te transdukciji
signala unutar posebnih mikrodomena (kaveole, nipidsplavi, glikosfingolipidima
oboga&ene mikrodomene), zajedno s kolesterolom i sfinggimom. Gangliozidi su takier

jedna od glavnih komponenti lipidnih splavi.

Simons i lkonen (1997) su predlozili model koji gyge organizaciju lipidnih mikrodomena te
selektivnu ugradnju proteina u te domene. Z&Kijgu da mikrodomene u membrani djeluju
kao splavi u membranskom transportu te da sudjaelujinutarstahom signaliziranju. U
epitelnim stanicama, membrane su podijeljene uahmiki bazolateralnu domenu (Rodriguez-
Boulan i Nelson, 1989). Apikalna domena bogatafjegslipidima, dok je bazolateralna
bogata glicerolipidom fosfatidilkolinom (Simons awv Meer, 1988; van Meer, 1989). Po
predloZzenom modelu organizacije sfingolipidno-ktdesiskih splavi, sfingolipidi se lateralno
udruzuju slabim interakcijama izmhe ugljikohidratnih glava glikosfingolipida. Prazein
izmedu njih popunjavajuju molekule kolesterola. Ove spku netopljive u detergentu Triton
X-100 na temperaturi od 4 °C te tvore glikolipidioboga&ene komplekse (Brown i Rose,
1992; Parton i Simons, 1995). Zbog visokog udjgdald, ovi DIG kompleksi (DIG, od eng.
detergent-insoluble glycolipid-enriched complexgsilikom centrifugiranja u gradijentu
pokazuju malu gusto. Glikosfingolipidi su sami netopljivi, a sfingojelin je otporan na
ekstrakciju detergentom u prisutnosti kolester@ahfoeder i Brown, 1994). Problem kod
ekstrakcije kompleksa poréw Tritona X-100 predstavlja to Sto originalni urmstantni
smjestaj i podrijetlo DIG kompleksa i dalje ostajapoznati. Poznato je da lipidne splavi
mogu vezati proteine (npr. GPIl-usidrene protein@pgmembranske proteine, neke tirozin-
kinaze). GPI-usidreni proteini ughaju se u DIG komplekse tek nakon transporta iz
endoplazmatske mrezice (ER) u Golgijev komplekgyjeajatnije zbog nepostojanja splavi
u ER-u (Brown i Rose, 1992). lako se kolesterotetinra v& u ER-u, DIG kompleksi
nastaju tek u Golgijevom kompleksu jer se tamoesinitaju i sfingolipidi (van Meer, 1989).
Sfingolipidno-kolesterolske splavi sudjeluju u eotioznom transportu proteina. Simons i
Ikonen (1997) predlozili su postojanje alternatigrmuta kojim se vrSi transport proteina od
Golgijevog kompleksa do povrsSine stanice, a togeavo putem sfingolipidno-kolesterolskih

splavi.




1.3. Lipidne splavi i aktivacija antigenskog receptra T-limfocita (TCR)

Nositelji stanéne imunosti su T-limfociti. Sta&ina se imunost razvija prilikom ulaska
unutarstaninih bakterija, virusa, stanica transplantata itintuskih stanica (Andreis i sur,
2010).

TCR posjeduje heterodimernu dua Postoje 2 vrste receptora: T@R-95 % T-limfocita u
perifernoj krvi) i TCRyd (5 %). T-stanini receptorski kompleks, koji je sposoban prenijeti
aktivacijski signal u stanicu nakon vezanja ant&yessim samog receptora tvore i neke druge
molekule. To su molekule CD3-kompleksa (spénii za T-limfocite) i molekulas.
Koreceptorske molekule T-limfocita su CD4 i CD8 elalle koje se vezu za konstantne
dijelove molekula MHC/HLA i @vr&uju vezu receptora s kompleksom MHC/HLA i
antigena (Andreis i sur., 2010). Postoje i ratdi kostimulacijske i inhibicijske molekule T-
limfocita te takder i akcesorne signalne molekule T-limfocita. Jeddakcesornih molekula
jest molekula CD45 koja je eksprimirana na svimkaitima, a ima aktivnosti tirozinske
fosfataze. Ona cijepa inhibicijski fosfat s tiro@iproteinskih kinazacki Fyn Sto omogduje

njihovu aktivaciju (Andreis i sur., 2010).

Za aktivaciju T-limfocita vazan je membranski swstgidnih splavi. Lipidne splavi su
mikrodomene unutar plazma membrana stanica, kojebasgate glikosfingolipidima,
kolesterolom i sfingomijelinom. T@an molekularni mehanizam aktivacije signalne kaskad

TCR-a joS nije u potpunosti razjasnjen.

Patetak aktivacije T-limfocita ozrign je premjeStanjem njihovih receptora TCR unutar
podruwja lipidnih splavi u membrani stanice. Jedan modldivacije sugerira postojanje
kompleksa TCR/CD3 izvan lipidnih splavi te njegopeemjeStanje unutar mikrodomena
splavi nakon ligacije. Tu se tater odvija fosforilacijaLck (He i sur., 2005). He i suradnici
predlozili su 2005. godine model aktivacije TCRikd{ljucuje postojanje takozvanog "TCR-
signalosoma" ili "TCR-splavi". Taj sustav obuksaaspeciftan podset splavi unutar plazma
membrana stanica, a prisutan je i prije stimulat@dR-a. Sadrzi sve komponente potrebne za
inicijaciju TCR-signalne kaskade. Bogat je kolesktem i sfingolipidima, ali ne nuzno i GPI-
usidrenim proteinima ili GM1-gangliozidom te preadia vrlo dinaménu i plasténu

strukturu. Ona omoduije brzo nastajanje kompleksa proteina i lipida (ider., 2005).




Jedan od kljenih koraka u aktivaciji T-limfocita je aktivacijarézinskih kinaza (PTK), kao
Sto suLck, Fyni Zap-70 (Weiss i Littman, 1994; Wange i Samelsb®96; Kosugi i sur.,
2001).Lcki Fyn pripadaju enzimskoj porodici Src kinaza, dok Z&ppripada Syk enzimskoj
porodici. Osim enzima PTK u taj proces ukBae su i tirozinske fosfataze (PTPaze), kao 5to
je CDA45. Aktivacija T-limfocita uzrokuje promjene dinaminoj ravnotezi PTK i PTPaze
(Chanisur., 1994).

Lck fosforilira ITAMs (ITAMs, od engimmunoreceptor tyrosine-based activation mptifs
TCR-u te fosforilira i aktivira Zap-70. Za smje§g&amnu membrane i aktivaciju T-limfocita
potrebna je miristoilacijd.ck (Caron i sur, 1992). Za smjeStanje G proteinajneaz°TK iz
Src porodice i NOS (NO-sintaze) u mikrodomene obega glikolipidima kljgne su
palmitoilacija i miristoilacija (Resh, 1994). Smatse da dodavanje zésinih acilnih lanaca
omoguuje smjesStanje ovih proteina u mikrodomene. Dokazgn i da mutacije Cys3
inhibiraju nizvodnu signalizaciju te dodme kao Sto su ekspresija CD69 i aktivacija NFAT
(Kabouridis i sur., 1997), Sto pokazuje vaznu uldgys3 u funkciji T-limfocita. Vaznost

uloge Cys3 u aktivaciji T-limfocita dokazali su bBugi i suradnici (2001).

U inaktivnhom stanju T-limfocita, TCR-CD3 komplekes $labo vezan s lipidnim splavima, no
to se mijenja nakon aktivacije T-limfocita (Montikisur., 1998). Ovo se vjerojatno ddga
kako bi TCR-CD3 kompleks bio blizi tirozinskim kim@ama Src porodice koje se nalaze
unutar lipidnih splavi, kao Sto jeck (Yasuda i sur., 2000; Kosugi i sur., 2001; Tavasor.,
2004). To pospjesuje fosforilaciju molekula Kijuh za TCR signalizaciju, kao Sto su Zap-70
i LAT. Nakupljanje signalnih molekula u lipidnim lsgrima moglo bi ih Stititi od inhibitornih
fosfataza, primjerice CDA45, tijekom aktivacije Mfiocita (Janes i sur., 1999; He i sur.,
2002). Nakupljanje TCR-CD3 kompleksa u bliziock unutar lipidnih splavi predstavlja
kljucan korak u inicijaciji TCR-signalizacije (Zhu i su2011). U svom su istrazivanju na
Jurkat T-limfocitima Zhu i suradnici (2011) dokazdh smanjenje razine GSL ne udge
zn&ajno na sastav signalnih molekula na staoji povrSini. Za smanjenje razine GSL
koriSten je Genz-123346, inhibitor glukozilceransthtaze, enzima koji katalizira prvu
reakciju u biosintezi GSL i gangliozida (Lee i sur999; Kolter i sur., 2002; Zhao i sur.,
2007). Nije bilo utjecaja na razinu ceramida unstanice i stadnu vijabilnost. DoSlo je do
smanjenja fosforilacije.ck, Zap-70 i LAT i smanjenog protoka kalcijevih iongtp je sve
bitno za ranu aktivaciju TCR-signalizacije. SniZexuei razine IL-2. Nije uteno da je doslo

do promjena u integritetu samih lipidnih splaviulisastavu i razmjeStaju signalnih proteina




unutar njih. ZabiljeZzeno je specifio smanjenje diferencijacije Th1l7 limfocita tijekom
aktivacije T-limfocita, dok nije bilo promjena ufdrencijaciji ostalih stanica Th, kao Sto su
Th1l, Th2 i regulatornih T-limfocita. Zakkak ovog istrazivanja bio je da strukturalni proteni
i GSL u lipidnim splavima imaju ulogu u modulacgignaliziranja i diferencijaciji Th17
limfocita, iako t&an mehanizam nije razjasnjen. Zbog uloge Th17 aimuinim bolestima,
utjecanje na razine GSL u lipidnim splavima mogi@tvoriti nove mogdnosti za lij€enje
tih bolesti.

U istrazivanju kojeg su objavili Nagafuku i suraginj2012), potvéeno je da CD4i CD8"
stanice zahtijevaju razlte gangliozide za aktivaciju. U tom istrazivanjoristene su 2
skupine miSeva. Prva skupina nije imala funkcional®M3 sintazu (GM3S), stoga su tim
miSevima nedostajali gangliozidi koji nastaju od &N&- i b-serija gangliozida). Druga
skupina miSeva imala je nefunkcionalnu GM2/GD2 ant (GM2/GD2S) te su oni imali
samo gangliozideo-serije. Utvidena je razlika u sastavu gangliozida izmneprimarnih
timocita i T-limfocita (CD4 i CD8"). Stanice CD%4eksprimiraju gangliozide-serije, dok
CD8" eksprimiraju gangliozide-serije. Takder, aktivacija T-limfocita ovisna o TCR-u kod
stanica CD2 zahtijeva prisutnost gangliozida-serije, a kod stanica CD8prisutnost
gangliozidao-serije. Najjednostavniji gangliozid-serije jest GM3. Njega sintetizira enzim
GM3S, prijenosom sijalinske kiseline na nereduatiakraj galaktoze (Gal) u molekuli
laktozilceramida (LacCer). Enzim GM2/GD2S iz GM3rasta gangliozid GM2, takier
gangliozid a-serije, dok enzim GD3S stvara GD3, najjednostavgangliozid b-serije.
GM2/GD2S takder produljuje LacCer i stvara GA2, najjednostavigiingliozid o-serije.
MiSevi bez funkcionalne GM3S ué@ nemaju gangliozida- i b-serije te kod njih dolazi do
nakupljanja LacCer i po¥anja koncentracije gangliozidaserije. MiSevi bez funkcionalne
GM2/GD2S nemaju gangliozide-serije i produljene gangliozida- i b-serije te kod njih
dolazi do nakupljanja LacCer, a pronalaze se saamglgpzidi GM3 i GD3. Nagafuku i
suradnici protdnom citometrijom nisu pronasli zégne razlike u raspodjeli CD4 i CD8 kod
populacija timocita u miSeva divljeg tipa (WT, odgewild-typg i miSeva kojima nedostaje
GM3S ili GM2/GD2S. Istrazivanjem je udeno da razéiite subpopulacije T-stanica za svoju
aktivaciju zahtijevaju razlite tipove gangliozida. Sazrijevanje T-stanica tho prati
selektivna ekspresija ragiih glikosfingolipida. U odnosu na ekspresiju uautimocita, kod
stanica CD3je za 180 % pov@na ekspresij&M3S a smanjena na 30 % kod stanica CD8
EkspresijaGM2/GD2Sje poveéana kod stanica CD4i CD8" u odnosu na timocite. Uzorak

ekspresije pojedine serije gangliozda téose mijenja tijekom sazrijevanja T-stanica. Kod




stanica CDZ4 dominantno su eksprimirani gangliozidiserije, dok su kod stanica CD8
dominantno ekprimirani gangliozidi-serije. Pretpostavljeno je da je za pravilnu raggad
CD4 i CD8 unutar statine membrane bitna interakcija s lipidnim splavimgi knose

specifine gangliozide. Sastav gangliozida unutar splageltrebao razlikovati, ovisno radi li

se o stanicama CD#i stanicama CD8

Miguel i suradnici (2011) istrazili su povezanosapsja organizacije lipida u membrani
stanica (engmembrane lipid ordgri funkcije CD4 T-limfocita. Nakon stimulacije TCR-a,
T-limfociti s visokim stupnjem organizacije membs&ih lipida tvore stabilne imunoloske
sinapse (nastaju izrde T-limfocita i APC stanica) i brzo proliferirajistanice sa srednjim
stupnjem organizacije imaju smanjenu stabilostggnaproliferaciju, dok su stanice s niskim
stupnjem organizacije nereaktivne. Stabilnost inhegloh sinapsi korelira s brzinom
nastajanja konjugata T-limfocita/APC. Stanice sokis1 stupnjem organizacije sporije
stvaraju konjugate, ali oni su stabilniji, i to sglavnom dotad mirugi (naivni, djevEanski)

T-limfociti, koji proizvode IL-2 i IL-4. Stanice sa&rednjim stupnjem organizacije imaju
memorijski (efektorski) fenotip, slabo proliferitaje Iwte IFN+y. Stanice s niskim stupnjem
organizacije ne reagiraju na stimulaciju TCR i skj® su apoptozi. Téna povezanost stupnja
organizacije lipida unutar membrane stanica i fasfa lipidnih mikrodomena zasad nije

razjasnjena.

1.4. GenB4GALNT1

GenB4GALNT1je gen na 12. kromosomu (12qg13.3), a kodira erB4GALNT1 (3-1,4-N-
acetilgalaktozaminiltransferaza 1, GalNAcT, BAGN&M2/GD2 sintaza, EC 2.4.1.92).
Postoje 3 izoforme ovoga gena (produkti alternatyvnprekrajanja). Posttranslacijske
modifikacije ukljiiuju glikozilaciju na Asn 79, Asn 179 i Asn 274 (BnotKB - Q00973
(BAGN1_HUMAN)).

Enzim B4GALNT1 sudjeluje u biosintezi sloZenih ghogjda, tj. glikosfingolipida koji
sadrze 1, 2 ili 3 molekule sijalinske kiseline (QWIEntry - * 601873 - BETA-1,4-N-
ACETYLGALACTOSAMINYLTRANSFERASE 1; B4AGALNT1). Svrstva se u gensku
porodicup 4-glikoziltransferaza. Sastoji se od 533 amindlkige molekularne je mase 58882
Da (BAGALNTL1 Gene - GeneCards | B4AGNL1 Protein | BZ4@ntibody).




Enzim B4GALNT1 sudjeluje u sintezi gangliozida GM&D2 (glikosfingolipidi koji sadrze
sijalinsku kiselinu) te GA2 (asijalo-GM2, koji nadrzi sijalinsku kiselinu) iz GM3, GD3 i
laktozilceramida. Ovo je Kkljan korak za kasniju biosintezu slozenih gangliozide Sto su
GM1, GD1a, GD1b, GT1lb i GQ1b (Taniguchi i sur., 2PD00vaj enzim koristi glikolipidne
akceptore (ali ne i glikoproteinske i oligosahaajinte Kkatalizira prijenos N-
acetilgalaktozamina (GalNAc) na GM3, GD3 te glolaaizilceramidB-1,4 vezom, Sto dovodi
do nastajanja GM2 i GD2 gangliozida (Boukhris i.s@013). Reverznu reakciju obavlja
enzim B-heksoaminidaza i njegov kofaktor (GM2 aktivatot¥trazivanja na misSevima
dokazala su da na regulaciju sinteze i ekspredif GGD2 utje&e razina transkripcije gena
B4GALNT1 Enzim je sastavni dio stame membrane te membrane Golgijeva aparata.
Kvaternarnu strukturu enzimane homodimeri povezani disulfidnim mostovima u rik@s

Golgijevom kompleksu.

1.5. GenST3GALS5

Gen ST3GAL5smjesten je na 2. kromosomu (2pll1.2), a kodiranengijaliltransferazu
ST3GALS5 (ST3B-galaktozida-2,3-sijaliltransferaza 5, SIAT9,
CMP-N-acetilneuramin:laktozilceramid2,3-sijaliltransferaza, GM3 sintaza, EC 2.4.99.9).
Postoje 3 izoforme ovoga gena (produkti alternatymprekrajanja). Gen se sastoji od 7
egzona (62 kb), a kodiraja regije nalaze se u egzonima 4-9. Posttranslaciysdifikacije

uklju¢uju N-glikozilaciju, glikozilaciju na Asn 86, Asn3B i Asn 390.

Enzim ST3GAL5 sastavni je dio sténe membrane i membrane Golgijeva aparata
(UniProtkKB - Q9UNP4 (SIAT9_HUMAN)). Svrstava se arggku porodicu sijaliltransferaza.
Pretpostavljen je njegov smjeStaj na luminalnoarstrmembrane Golgijeva aparata. Ima
znaajnu ekspresiju u mozgu, miéha, placenti i testisima (OMIM Entry - * 604402573
BETA-GALACTOSIDE ALPHA-2,3-SIALYLTRANSFERASE 5; STGALS).

Enzim ST3GALS5 kojeg kodira ovaj gen sudjeluje uteimn gangliozda GM3 (kao GM3
sintaza, GM3S) (Ishii i sur., 1998) dodavanjemlisigke kiseline na laktozilceramid. Prvi put
je otkriven u embrionalnom mozgu gai. Sastoji se od 418 aminokiselina, molekularne je
mase 47990 Da (ST3GALS5 Gene - GeneCards | SIAT@IRrpSIATO Antibody).

Kvaternarnu strukturu enzintgne homodimeri povezani disulfidnim mostovima.
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Reakcija koju katalizira jest:

LacCer + CMP-NEUAG- gangliozid GM3 + CMP.

Gangliozid GM3 u kraljeznjaka sluzi kao prekursaa biosintezu drugih, sloZenijih
gangliozida. Zbog toga je enzim odgovoran za njegemtezu zn&jan i za sintezu ostalih
gangliozida, Sto je kontrolirano prvenstveno kregulaciju nastajanja samoga gangliozida
GM3. Kompeticija za zajedéki supstrat (LacCer) iznde enzima p1,3-N-
acetilglukozaminiltransferaze, al,3(4)-galaktoziltransferaze, B1,4-N-
acetilgalaktozaminiltransferaze i GM3S rezultiraogiorno i razvojno reguliranom
ekspresijom glikosfingolipida (Taniguchi i sur., ). Ganglioid GM3 kao membranski
glikosfingolipid ima wulogu u indukciji diferencijge stanica, kontroli proliferacije,

signalizaciji i staninoj adheziji.

1.6. Ciljevi istrazivanja

Ciljevi ovoga istrazivanja jesu:

1. analiza polimorfizama gena koji sudjeluju u bitszi gangliozida - rs715930 gena

BAGALNTL1i rs1138484 gen&T3GAL5u zdravih Zena i u pacijentica koje boluju od

invazivnog karcinoma vrata maternice;

2. utvrditi postoji li povezanost navedenih polifiwaima i nastanka i razvoja karcinoma vrata

maternice.
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2. MATERIJAL | METODE

2.1. Materijal

2.1.1. Ispitanice

U ovom istrazivanju koriSteni su uzorci periferngikukupno 162 zene, koji su prikupljeni na
Odjelu za ginekoloSko-onkolosku kirurgiju Zavodakzaursku onkologiju Klinike za tumore
pri Klini¢ckom bolntkom centru "Sestre milosrdnice™ u Zagrebu u rafjdodd oZujka do
kolovoza 2015. godine. Istrazivanje je odobrilockti povjerenstvo Klinikog bolntkog

centra "Sestre milosrdnice" u Zagrebu.

Kontrolnu skupinwinila je skupina od 82 zdrave Zene s uredna zating@toloska nalaza,
bez dokazanih abnormalnosti epitela. Ispitivanupsku ¢inila je skupina od 80 Zena s
dokazanim invazivnim karcinomom vrata materniceeksy lijgene u Klinici za tumore.
Kriterij za isklju¢ivanje iz istrazivanja bili su: bolovanje od akutihéroni¢ne upalne bolesti,

primanje imunosupresivne terapije ili prethodneinje zbog maligne bolesti.

Prosj&na dob ispitanica u kontrolnoj skupini iznosila54+10 (SD) godina, a ispitanica u
skupini s dijagnozom karcinoma vrata maternice ®SD) godina. Dob ispitanica iskazana

je kao srednja vrijednost i standardna devija@R)

2.2. Metode

2.2.1. Izolacija DNA iz pune Krvi

Izolacija DNA injena je poméu komercijalnog kompleta za izolaciju DNA QlAamp BN
Blood Mini Kit (QIAGEN, Venlo, Nizozemska) u Labdmiju za medicinsku genetiku
Medicinskog fakulteta SveiliSta J. J. Strossmayera u Osijeku. Komplet jeidten prema
protokolu proizvdata za izolaciju DNA iz pune krvi, uz prilagodbe volana kako bi DNA

bila izolirana iz ukupnog volumena krvi od 1 mL.
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Pri izolaciji su koristene QIAGEN proteaza i Appiem proteinaza K (Applichem,
Darmstadt, Njem&a). QIAGEN proteaza je serinska proteaza izolireneekombinantnog

soja Bacillusa, dok je AppliChem serinska protdamtirana iz gljiviceTritirachium album

Kod ove metode izolacije DNA se veZe za silikaqgelmbranu unutar QlAamp kolone, dok
se negistoce ispiru poméu pufera za ispiranje. Taller se ispiru i mogti inhibitori PCR
reakcija, kao Sto su dvovaletni kationi i proteiBa izolaciju je mogée Koristiti svjezu ili
zamrznutu krv s antikoagulansima (heparin, EDT&at). Shematski prikaz ove metode dan

je naslici 1.

Uzorci krvi za izolaciju DNA bili su pohranjeni uprivete koje sadrze antikoagulans
K2EDTA. lIzolacija je obavljena prema protokolu pnaadaca (QIAGEN). KoriSteni su pufer
za lizu (AL pufer), proteaze (QIAGEN proteaza, ukubaciju na 70 °C i Applichem
proteinaza K, uz inkubaciju na 60 °C), dva pufaaspiranje (AW1 i AW2 pufer) te pufer za
eluiranje (AE pufer). Nakon izolacije, DNA je pohjana u AE puferu u hladnjaku na
temperaturi od -20 °C. Sastav AE pufera jest: M Tmis-Cl, 0.5 mM EDTA, pH 9.0 (prema

specifikaciji proizva@aca na internetskoj stranici Qiagena).

Ukupni volumen izolirane DNA u AE puferu bio je 10D.
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QlAamp Spin Column protokol
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Slika 1. Shematski prikaz izolacije DNA prema pkatln proizvaiaca.
(Prilagaieno prema slici preuzetoj s internetske stranio&podaca:
https://www.qgiagen.com/hr/shop/sample-technologma/dna-preparation/qiaamp-dna-

blood-mini-kit/#productdetails).
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2.2.2. Lartana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR

Nakon izolacije DNA, dginjena je genotipizacija polimorfizama, odnosno adamje DNA
lancanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (RRP od eng.real-time
polymerase chain reactipnZa provaenje reakcija umnazanja koristen je dajeAB 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems/Thermo hefis Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD). Za genotipizaciju su korist&regMan sonde (TagMan SNP
Genotyping Assay). Shematski prikaz TagMan protakizn je na slici 2.

Koristeni TagMan komplet za genotipizaciju (TagMaNP Genotyping Assay) sastoji se od
para neobiljezenih getnica te:

dvaju TagMan sondi (jedna je sonda obiljezenarflscencijskom bojom FAM, a
druga fluorescencijskom bojom VIC) - na 5' kraju;

nefluorescencijskog prigusiva (NFQ, od eng.nonfluorescent quencheri
molekule MGB (od engminor groove bindgrkoja se veze na mali utor DNA - na
3' kraju.

Analizirani polimorfizmi (SNP, od engingle-nucleotide polymorphigrhili su sljedéi:

" za genB4GALNT1rs715930;
. za genST3GAL5rs1138484.

Za genB4GALNT1i polimorfizam rs715930, ciljani slijed DNA kojiesumnazao PCR
reakcijom jest:
GGTAGCTTCGGCTGCTGTAAGTGAGA/CIAGTTGTAGTTGCCTGTTGAGTTGGT.

Za gen ST3GALS5i polimorfizam rs1138484, ciljani slijed DNA koge umnazao PCR
reakcijom jest:
ACCAATGGGATATCTAACCTTTACA[C/TIGGTCAGGGTCCACATAATGCATTT.

Lancana reakcija polimerazom (PCR, od epglymerase chain reactipreksponencijalno
umnozava broj molekula DNA. U svakom amplifikacgsk ciklusu broj molekula DNA se
udvostriava. Kod ladanih reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (eeal-time PCR

kolicina DNA mijeri se automatski nakon svakog ciklusanapanja. Za detekciju molekula
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u stvarnom vremenu, odnosno kontinuirano se mmrefanje fluorescencijskog signala koji
je izravno povezan s posenjem broja molekula DNA. Ovom metodom speéad se
umnazaju i detektiraju odieni aleli genomske DNA. U reakcijskoj smjesi nalaze
genomska DNA, uzvodna i nizvodna ¢etnica, dvije oligonukleotidne TagMan sonde i
TagMan Genotyping MasterMix. Svaka od sondi sp&uifise veze za komplementarni slijed
DNA, ukoliko je takav slijed prisutan. Dok je Taghlaonda u cijelosti vezana na DNA,
prigusiva& (NFQ) osigurava da ne dolazi do fluoresciranjeorgggske boje (VIC ili FAM)
zbog rezonantnog prijenosa energije fluorescergtlijerescence resonance energy transfer
FRET) (Real-time PCR Handbook, Life Technologigxl2).

Egzonukleaznom aktivnégd DNA polimeraze razgduje se TagMan sonda vezana na DNA.
Tada dolazi do odvajanja reporterske boje od pivgwd pa tako reporterska boja (VIC ili
FAM) pocinje fluorescirati. To se doda ukoliko je umnozZeni ciljani slijed DNA
komplementaran TagMan sondi. Ovisno o fluorescskain signalu prisutnom nakon

umnozavanja DNA, raspoznajemo koji su aleli prisutn

Za PCR reakcije koristen je ui@ Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System,
podeSen na program za genotipizaciju uz koriSt€agMan reagensa. Rezultati reakcija prate

se na kompjuteru koristesoftverski program 7500 Software v2.3.

Za svaku pojedinu PCR reakciju (u jednoj jaziciyi&mni su sljedé@ reagensi: MasterMix

(2x), AssayMix (40x), uzorak (10x), voda. Za idemje PCR-a koriSten je TagMan
Genotyping Master Mix koji se sastoji od AmpliTagl& DNA polimeraze - Ultra Pure (UP),
deoksiribonukleotidnih trifosfata (ANTPs), ROX bdjeasivna referentna boja) i puferskih

komponenti.

Koraci PCR reakcije u svakom ciklusu:

1. 10 minuta na 95 °C

2. 15 sekundina 92 °C .
40 ponavljanja
3. 1 minuta na 60 °C.
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Slika 2. Shematski prikaz tijeka PCR reakcije uadtenje TagMan sondi za genotipizaciju.
(Prilagaieno prema slici preuzetoj s internetske straniogpodaca:
https://www.thermofisher.com/content/dam/Life Tedblsl/life-sciences/images/0816/

TagMan-Gene-Expression-Assay-720.jpg)




2.2.3. Statistéka obrada dobivenih podataka

Statisttka obrada dobivenih rezultata napravljena je kafisHi-kvadrat test i omjer

vjerojatnosti (OR, od engodds ratig s 95 %-tnim intervalom pouzdanosti (Cl, od eng.

confidence interva)skoristei softverske pakete dostupne online na internetskranicama:

= SHEsisOnline Version (http://analysis.bio-x.cn/SHEsisMain.htm) i
=  SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats).
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3. REZULTATI

Za genB4GALNTluspjesSno su oddeni genotipovi za sva 162 uzorka (82 uzorka kongol
skupine i 80 uzoraka skupine ispitanica s dijagnokarcinoma vrata maternice).

Za genST3GAL5uspjeSno su oddeni genotipovi za 99,38 % uzoraka, odnosno 161 od
ukupno 162 uzorka (82 uzorka kontrolne skupine i Ufraka skupine ispitanica s

dijagnozom karcinoma vrata maternice).

Na slikama 3 do 6 gradki je prikazana raspodijela genotipova za pemane polimorfizme za

obje skupine ispitanica.

U tablicama 3 i 4 dan je prikazestalosti alela za oba pravana polimorfizma.

Kod polimorfizma rs715930 (geB4GALNT]) rjede prisutan bio je alel A, dok je kod
polimorfizma rs1138484 (geBT3GALY rjede prisutan bio alel C. Prikazestalosti rjdih
alela (MAF, od engminor alelle frequengydan je u tablici 5. Prikaz raspodjele genotipova

za oba gena (dominantni i recesivni model) dantgeblici 6.

Obrada dobivenih podataka o raspodjeli genotipougeistalosti alela unutar kontrolnih
skupina i skupina ispitanica s dijagnozom karcinowata maternice za oba analizirana

polimorfizma nije otkrila statistki znatajne razlike izméu tih skupina.
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Slika 3. Raspodijela genotipova za polimorfizam 58D gen®4GALNT1

(kontrolna skupina).
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Slika 4. Raspodijela genotipova za polimorfizam 58D gen®4GALNT1
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Tablica 3. Westalost alela za polimorfizam rs715930 (B&GALNT).
GenB4GALNT1

Polimorfizam rs715930 Alel A/ (u¢estalost) Alel C / (u¢estalost)
Skupina ispitanica s dijagnozom 30 130
karcinoma vrata maternice (0,188) (0,812)

25 139
Kontrolna skupina (0,152) (0,848)
OR 1,283077
95 % ClI [0,716846 - 2,296571]
X? 0,706386
P-vrijednost 0,400686

Tablica 4. Westalost alela za polimorfizam rs113848 (§813GALY.
GenST3GALS

Polimorfizam rs1138484 Alel C / (ucestalost) Alel T / (uc¢estalost)
Skupina ispitanica s dijagnozom 35 123
karcinoma vrata maternice (0,222) (0,778)

38 126
Kontrolna skupina (0,232) (0,768)
OR 0,943517
95 % CiI [0,559770 - 1,590340]
X? 0,047648
P-vrijednost 0,827217

24



Tablica 5. Westalost rjdge prisutnih alela za polimorfizme rs715930 (GFGALNT) i

rs1138484 (geST3GALSY.

Gen Polimorfizam  Rjede MAF MAF OR 95 % Cl X? P-
(SNP) prisutan  kontrolna skupina s vrijednost
alel skupina dijagnozom
karcinoma
BAGALNT1 rs715930 A 25 (0,152) 30(0,188) 1,283077 0,716846- 0,706386 0,400686
2,296571
ST3GALS5 rs1138484 C 38(0,232) 35(0,222) 0,943517 0,559770- 0,047648 0,827217
1,590340

[MAF - uc¢estalost rigeg prisutnog alela (enguinor allele frequengy OR - omjer

vjerojatnosti (engodds radig, CI - interval pouzdanosti (engonfidence interva]
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Tablica 6. Raspodjela genotipova za polimorfiznd 8930 (gemB4GALNT) i rs1138484 (ge®T3GALY - dominantni i recesivni model.

Gen Model

B4AGALNT1 DOMINANTNI

BAGALNT1 RECESIVNI

ST3GALS DOMINANTNI

ST3GAL5 RECESIVNI

Genotip

C/C
A/C-
A/A
C/C-
AIC

AlA

T/T
C/T-CIC

T/T-CIT
C/IC

Kontrolna
skupina
60 (73,2 %)
22 (26,8 %)

79 (96,3 %)
3 (3,7 %)

52 (63,4 %)
30 (36,6 %)

74 (90,2 %)
8 (9,8 %)

Skupina ispitanica s dijagnozom

karcinoma vrata maternice

53 (66,2 %)
27 (33,8 %)

77 (96,2 %)
3 (3,8 %)

48 (60,8 %)
31 (39,2 %)

75 (94,9 %)
4 (5,1 %)

OR
(95 % Cl)
1,00
0,72 (0,37-
1,41)
1,00
0,97 (0,19-
4,98)
1,00
0,89 (0,47-
1,69)
1,00
2,03 (0,59-
7,02)

P-

vrijednost

0,34

0,98

0,73

0,25
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4. RASPRAVA

U ovom istrazivanju nije dokazano postojanje powesa polimorfizma rs715930 gena
BAGALNT1i rs1138484 gen&T3GALS5s nastankom i razvojem karcinoma vrata maternice,
budwi da raspodijela alela i genotipova iztneispitanica u kontrolnoj skupini i ispitanica s
dijagnozom karcinoma vrata maternice nije pokapastojanje statistki znatajne razlike

izmedu tih skupina.

Do sada nisu objavljena istrazivanja koja bi gilaupolimorfizme u genim@B4GALNTL1i
ST3GALS5 koji imaju utjecaj na sintezu i funkciju ganglida te sudjeluju u imunoloSkom

odgovoru organizma, u povezanosti s nastankonvojam karcinoma vrata maternice.

Za aktivaciju T-limfocita, nositelja statmie imunosti koji se aktiviraju prilikom ulaska via

u stanicu, vazne su mikrodomene lipidnih splavitanatantne membrane. Dokazano je da
CD4" i CD8" T-limfociti zahtijevaju razkite gangliozide za aktivaciju (Nagafuku i sur,
2012).

Postoje istraZivanja koja su pokazala da onkoprdjedskog papilloma virusa E5, prisutan u
visokoriziknom HPV-u tipa 16, povava ekspresiju i udruzivanje gangliozida GM1 i
kaveolina-1, koji su komponente membranskih ligidnsplavi, na povrSini stanica
(Suprynowicz i sur., 2008; Takahashi i Suzuki, 201Time virus HPV-a izbjegava
imunoloSku reakciju donéaa. Dolazi do supresije citotoksih T-limfocita i povéanja

signalizacije za proliferaciju putem receptora LaFESuprynowicz i sur., 2008; Takahashi i
Suzuki, 2011). Séna istrazivanja koja bi préuda mogute sliéno djelovanje drugih

onkoproteina HPV-a na ostale gangliozide, kao 8tG8I2 i GM2, zasad nisu obavljena.

Trenutno ne postoje konkretna saznanja o tome &egeutjecaje porendaji u biosintezi
glikosfingolipida mogu imati na ukupne glikome n&ilh stanica i tkiva (Boccuto i sur.,
2014). Modifikacije glikolipida i glikoproteina u rganizmu podlozne su z&&gnoj
epigenetikoj i okolisSnoj regulaciji (Moremen i sur., 2012;0B8ccuto i sur., 2014). Dakle,
ekspresija glikospfingolipida moZe biti reguliranaa razini gena epigengtim
mehanizmima, poput metilacije DNA i acetilacije tbisa gena glikoziltransferaza.
Posttranslacijske modifikacije taker reguliraju ativnost glikoziltransferaza, primger
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fosforilacija stimulira aktivhost enzima B4GALNTZXH inhibira sijaliltransferazu SIAT4
(Johannes i sur., 2016).

Istrazuje se i mogie djelovanje gangliozida GM3, &ijoj sintezi sudjeluje enzim GM3S
(kodiran genon8T3GALY kao modulatora signalnih puteva koji ukipju razlicite molekule,
primjerice EGF, bFGF, TNk, PDGF, VEGF, inzulin te MAPK, PI3K/AKT, PTEN i ZAPO
(Bouccuto i sur., 2014).

Glikozilacija proteina i lipida odvija se u Golgiyem aparatu i/ili endoplazmatskoj mreZzici.
Slozene molekule glikokonjugata rezultat su reakciy kojima sudjeluju razlite
glikoziltransferaze, glikozidaze, speéiii transporterski i drugi proteini koje kodira peek
250 gena. Mutacije tih gena mogu uzrokovati porageeu funkciji proteina koji sudjeluju u
glikozilaciji. Postoji cijela skupina udmnih metabolikih poreméaja uzrokovana
promjenama u glikozilaciji - udeni poreméaji glikozilacije (CDGs, od engcongenital
disorders of glycosylatign(Supraha Goreta i sur., 2011). Dosad je opisas®e @d 45 ovih
poremeéaja, ali pretpostavlja se da je postavljanje digggnotezano zbog &host s nekim
drugim poreméajima ili zbog nedovoljne edukacije l§eika. Ovi poreméaji razvrstani su u
nekoliko skupina, a to su: poretag N-glikozilacije proteina, porendaji O-glikozilacije
proteina, porem@ji glikozilacije glikosfingolipida i GPI sidra t@oremeéaji viSestrukih
glikozilacijskih i ostalih metabatkih puteva (National Organization for Rare Disosjer
NORD). Unutar skupine porerfega glikozilacije glikosfingolipida i GPI sidra cgani su i
poreméaji ST3GAL5-CDG i BAGALNT1-CDG, povezani s genirBa3GALS BAGALNT1

Postoje istrazivanja koja opisuju promjene u razjangliozida u serumu pacijenata koji
boluju od raka, primjerice neuroblastoma, limformaglanoma i glioblastoma. Kod nekih
vrsta tumora prisutne su pdame razine gangliozida, Sto se povezuje i S niztopos
prezivljavanja pacijenata. Tumorske stanice mogacpoo Iiti gangliozide koji tada ulaze
u susjedne stanice i u njima izazivaju promjenestu i diferencijaciji. Gangliozidi mogu
modificirati imunoloSke interakcije zdravog i tuns@og tkiva (Santin, 2004). Pokazano je i
da gangliozidi mogu imati imunosupresivno djeloeapyotiv razlgitih imunosnih stanica -

B- i T-limfocita, pomagakih T-limfocita, NK-stanica i razéitih pred@nih stanica.

Takamiya i sur. (1996) pokazali su da miSevima kogju mutiranB4GALNT1gen nedostaju

svi sloZzeni gangliozidi, a dolazi do nakupljanj@njestavnih gangliozida u mozgu (GM3,




GD3) Sto ima utjecaj na neuronsku funkcijB4AGALNT1 knock-out miSevi pokazuju

simptome blazih neuroloskih abnormalnosti, a mu&aa sterilni.

Kod takvih je miSeva povana ekspresija GM3 i GD3 u mozgu. Kod ljudi je zhdakazana
povezanost mutacijB4GALNT1gena u nastanku neuroloSke bolesti spastparaplegije 26
(SPG26). Bolest se autosomno recesivno naggegOMIM Entry - * 601873 - BAGALNT1).

MiSevi s mutirana oba ge@4GALNT1i ST3GALS5 koji imaju poreméenu funkciju enzima
GM3S i GM2S, pokazuju teZi oblik neurodegeneratymporemeéaja koji zavrSava ranom

smiéu (Sabourdy i sur., 2008).

Istrazivanja naST35GAL knock-out miSevima pokazala su da takve Zivotinje pokazuju
poveanu osjetljivost na inzulin, gubitak sluha uslijedgeneracije Cortijevog organa,
neuropsiholodke potesé®, a poreména je i aktivacija CD4 T-limfocita (Sheikh i sur.,
1999; Yamashita i sur., 2003; Yoshikawa i sur., 20Riimi i sur., 2011; Boccuto i sur.,
2014). TakviST3GAL5KO misSevi, kojima nedostaju GM3 i svi nizvodni gginzidi, imali

su povéanu osjetljivost na inzulin koja se manifestira Kaavetana inzulinom izazvana
Schnaar, 2009), Sto je dovelo do zaslim da su gangliozidi fizioloSki regulatori osjetlisti

inzulinskog receptora.

U amertkih AmiSa opisan je epilegki sindrom koji se javlja u novodentadi, povezan sa
razvojnim zaostajanjem i sljepom. Naslj@ivanje je bolesti autosomno recesivnog tipa.
Pronalena je mutacija gubitka smisla ge@a3GAL5koja za posljedicu ima izostanak
aktivnosti enzima GMS3 sintaze, potpuni nedostatakgfjozida GM3 i njegovih derivata te
porast koncentracije LacCer (OMIM Entry - * 604405T3GAL5). To je prvi zabiljezeni
slwtaj da poreméaji u biosintezi gangliozida uzrokuju bolesti udjuKasnije je opisana i
mutacijaST3GALSgena u jedne obitelji afroamékog podrijetla koja uzrokuje tzv. "salt and
pepper" sindrom. Bolest se manifestira kroz promjempigmentaciji te mentalno zaostajanje.
Neka istrazivanja sijaliltransferaza u povezanestiimorima, posebicBT3GAL5(GM3S) i
ST8SIALGD3S), pokazala su pozitivhu asocijaciju maligheskspresijom GD3 (Ko i sur.,
2006; Furukawa i sur., 2008; Cazet i sur., 2010|'Olgo i sur., 2014) te negativnu
asocijaciju s ekspresijom GM3 (Miura i sur., 200Mang i sur., 2006, Mukherjee sur., 2008;
Prinetti i sur., 2009; Dall'Olio i sur., 2014). dise razine GD3 karakteriziraju melanom, dok
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visok omjer GD2/GD3, uslijed visokih razinB4GALNT1 karakterizira neuroblastom
(Dall'Olio i sur., 2014). Postoje | opiea istrazivanja & T3GALS GM3. Obkno su povezani

sa smanjenom malign@$ ali neka istrazivanja pokazuju suprotno (Wamsgr., 2006; Gu i

sur., 2008; Mondal i sur., 2010; Dall'Olio i s.#Q14).

S obzirom na slozenost procesa biosinteze gandioxiz sudjelovanje mnogih gena i
njihovih produkata, moda budda istrazivanja povezanosti tih gena s nastankorinamna
vrata maternice trebala bi ukdjwati prowavanje véeg broja genetkih varijanti, odnosno
trebalo bi biti izvrSeno opsezno cjelogenomskoai@tranje povezanosti (GWAS, od eng.
genome-wide association stidyOvakva istrazivanja bave se ptauanjem povezanosti
raznih genskih polimorfizama jednog nukleotida (SNBd eng. single-nucleotide
polymorphism s bolestima. Istrazivanja bi taker trebala ukljdivati veci broj ispitanica u

kontrolnoj skupini i skupini ispitanica s dijagneadkarcinoma vrata maternice.
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5. ZAKLJU CAK

Na temelju rezultata koji su dobiveni u ovom istvahju polimorfizama gen84GALNT1i
ST3GAL5koji sudjeluju u biosintezi gangliozida o magy ulozi tih gena u nastanku i

razvoju karcinoma vrata maternice, u kémai se moze zakliti sljedete:

1. izmeiu ispitanica koje boluju od karcinoma vrata mategni zdravih ispitanica u
kontrolnoj skupinine postojistatistéki znatajna razlika u raspodieli alela i genotipova za
prowavani polimorfizam rs715930 geBadGALNT1

2. izmelu ispitanica koje boluju od karcinoma vrata mategni zdravih ispitanica u
kontrolnoj skupinine postojistatistéki znatajna razlika u raspodieli alela i genotipova za

prowavani polimorfizam rs1138484 geBd3GALS

3. nije dokazanapovezanost izmil polimorfizma rs715930 genB4GALNT1i nastanka

karcinoma vrata maternice;

4. nije dokazanapovezanost iznd polimorfizma rs1138484 gen@T3GALSi nastanka

karcinoma vrata maternice;

5. ovim istrazivanjermije dokazanala geniBAGALNT1i ST3GALSmaju ulogu u nastanku

karcinoma vrata maternice.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Izgled amplifikacijskih krivulja za polionfizam rs715930 gerfB4GALNTL1

Prilog 2. Shema biosinteze gangliozida.
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Prilog 1. Izgled amplifikacijskih krivulja za polim orfizam rs715930 gend&B4GALNTL1.

a) homozigot za alel C

Amplification Plot
10

1 . -

0.1 e ——

0,01 / //

[ =
5 A =
B e ;\“/f\/\/
0,0001
0,00001
0,000001
2 & [} a 10 12 14 18 18 i} 0 24 x 28 3 g rd 3% 34 38 40

b) heterozigot (aleli A'i C)

Amplification Plot
10

1 st T

0.1 ;//

001 .

ARN
b3

P
0,001 ey

0.0004 A

\ \/
0,00001

0.000001

c) homozigot za alel A

Amplification Plot
10

1 -

0.1 /’ bl —

BT e e / ,-‘"‘F-
33 T pae i

I’.‘E =
E: 0,001 \\' -

] s

/ ="

o0,0001 !

0,00001

0,000001 T

2 4 & @& 1 12 4 |\ 1@ 2o 2w M m®m M W mw ¥ ¥\ M| M

Tumad Cycle

B B4GALNTI- A
B B4GALNTA-C




Prilog 2. Shema sinteze gangliozida.
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Prilagodeno iz rada: Daniotti, J., Lardone, R. and Vilcaes, (2016). Dysregulated
Expression of Glycolipids in Tumor Cells: From Neéga Modulator of Anti-tumor Immunity

to Promising Targets for Developing Therapeutic #WgeFrontiers in Oncology, 5, str.1-11.
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