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1. uvoD

1.1  Glikozilacija

Glikozilacija je jedna od najvaznijih posttranslacijskih modifikacija prilikom koje se
ugljikohidratni ostaci kovalentno vezu na proteine stvarajuci glikoproteine. Tim se procesom
povecava kompleksnost i raznolikost proteoma, a posredovan je enzimima. On utjecCe na
raspodjelu proteina u stanici, na njihovu funkciju, aktivnost i smatanje. Odvija se u
endoplazmatskom retikulumu (skraéeno ER) 1 Golgijevom aparatu (skraceno GA).
Ugljikohidratni se ostaci mogu vezati na hidroksilnu skupinu u serinskim i treoninskim
ostacima (O-vezana glikozilacija) te na —NH2 skupinu asparagina (N-vezana glikozilacija)
(Cooper i Hausman, 2007). Oligosaharidi koji se vezu na proteine procesom O-vezane
glikozilacije sastoje se od jednog do Cetiri ugljikohidratna ostatka, dok su N-vezani
oligosaharidi kompleksniji i veéi (Lodish i sur., 2000). Pocetno vezanje oligosaharidnog
prekursora odvija se u ER-u, a zatim slijedi dorada u GA-u. Osim N- i O-vezane glikozilacije
postoje jos tri vrste glikozilacije, a to su C-manozilacija, vezanje glikozilfosfatidilinozitolnih
skupina te fosfoglikozilacija. Tijekom C-manozilacije veze se C-1 atom manoze na C-2 atom
indolskog prstena triptofanskog ostatka u proteinu. Sljedeca posttranslacijska modifikacija
proces je vezanja glikolipida glikozil-fosfatidilinozitola (GPI sidro) na C-terminus proteina.
Takav je protein vezan na stanicnu membranu. Fosfoglikozilacija je proces stvaranja

fosfodiesterske veze izmedu Secera i proteina (Spiro, 2002).
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Slika 1. Glikozilacijski putevi proteina (preuzeto i prilagodeno iz www.thermofisher.com)



1.1.1 Glikozilacijski putevi proteina

Oligosaharidni prekursor nastaje na lipidnom nosacu dolikolu, koji je vezan na
membranu ER-a, a sastoji se od 14 Secernih jedinica : dva N-acetilglukozamina, devet manoza
i tri glukoze (Slika 2). Tri manoze i dva N-acetilglukozamina Cine jezgru tog prekursora koja
se ne mijenja tijekom procesa glikozilacije u ER-u i GA-u, dok su ostali dijelovi podlozni
modifikaciji (Lodish i sur., 2000). Donor je N-acetilglukozamina uridin difosfat N-
acetilglukozamin (UDP-GIcNAc), donor manoze je gvanozin difosfat manoza (GDP-

manoza), a donor glukoze uridin difosfat glukoza (UDP-glukoza).
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Slika 2. Oligosaharidni prekursor (preuzeto i prilagodeno iz www.thermofisher.com)

Oligosaharidni prekursor vezan za dolikol okrenut je prema lumenu ER-a. Nakon
translacije na ribosomima koji prekrivaju vanjsku povrsinu ER-a, polipeptidni lanac odlazi u
lumen ER-a. Tamo se oligosaharidni prekursor veze na asparaginski ostatak koji se nalazi u
tripeptidnom slijedu Asn-X-Ser i Asn-X-Thr, pri ¢emu je X bilo koja aminokiselina osim
prolina. Tu reakciju katalizira enzim oligosaharil-transferaza, koji je vezan za membranu.
Zatim se aktiviraju tri razliita enzima koji uklanjaju sva tri glukozna ostatka i jedan
specificni manozni ostatak (Lodish i sur., 2000). Protein se zatim premjesta u GA, a procesi

koji se odvijaju ondje su sljedeci: uklanjanje Cetiri manoze, dodavanje N-acetilglukozamina,



uklanjanje jo$ 2 manoze, dodavanje fukoze i 2 N-acetilglukozamina te kona¢no dodavanje tri
galaktoze i tri sijalinske kiseline. Razliiti glikoproteini prolaze razli¢ite daljnje dorade u GA-

u tako da u konacnici imaju razli¢ite N-vezane oligosaharide (Cooper i Hausman, 2007).
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Slika 3. N-vezana glikozilacija (preuzeto i prilagodeno iz www.thermofisher.com)

1.2 Urodeni poremecaji glikozilacije

Urodene poremecaje glikozilacije (eng. Congenital disorders of glycosylation, CDG)
¢ini priblizno 70-ak genetskih poremecaja. Svi su posljedica poremecéaja u procesu sinteze
glikoproteina i glikolipida. To su ¢esto multisistemske bolesti koje zahvacaju centralni Ziv€ani
sustav, miSice, unutarnje organe, imunoloski sustav te sustav koagulacije krvi (Freeze 1 sur.,
2012). Najcéesce se o€ituju vrlo brzo nakon rodenja. Njihova kompleksnost lezi u tome Sto se
poremecaji mogu dogoditi na razli¢itim razinama procesa glikozilacije proteina i lipida, bilo u
ER-u, bilo u GA-u. U ER-u moze do¢i do poremecaja na razini sinteze oligosaharidnog
prekursora, sinteze dolikola te premjeStanja oligosaharidnog prekursora na protein. Moze
takoder do¢i do poremecaja u premjesStanju proteina izmedu ER-a i GA-a. U GA-u pak moze
do¢i do poremecaja dorade ugljikohidratnih ostataka vezanih na protein, transporta proteina

kroz sam GA te sekrecije proteina. (Scott i sur., 2014).



Trenutno se najviSe zna o poremecajima na razini N-vezane glikozilacije, dok su
poremecaji u O-vezanoj glikozilaciji najceS¢e tkivno specificni. Njihove klinicke
manifestacije u potpunosti se razlikuju od poremecaja na razini N-vezane glikozilacije (Scott i
sur., 2014). Prema staroj nomenklaturi urodeni poremecaji glikozilacije dijele se na CDG-I i
CDG-I1l (Supraha Goreta i sur., 2012b). CDG-I obuhvacaju poremecaje koji se dogadaju u
citoplazmi i ER-u, a CDG-II poremecaje koji se dogadaju u GA-u. Glavna je diferencijalna
metoda tih dviju skupina poremecaja izoelektricno fokusiranje plazmatskog transferina koji
nosi dva kompleksna N-glikana. PoviSena razina disijalotransferina karakteristiCna je za
CDG-I poremecaje, a poviSena razina asijalo-, monosijalo- i trisijalotransferina je tipi¢na za
poremecaje CDG-II tipa (Scott i sur., 2014). Prema novoj nomenklaturi urodeni poremecaji
glikozilacije oznaCavaju se prema imenu defektnog gena. Osnovna podjela ukljucuje
poremecaje koji pogadaju N-glikozilaciju, O-glikozilaciju, lipidnu glikozilaciju, stvaranje
GPl-sidara 1 poremecaje koji pogadaju viSe puteva glikozilacije (Supraha Goreta i1 sur.,
2012b). Najces¢im i najznacajnijim poremecajima u N-vezanoj glikozilaciji smatraju se
PMM2-CDG (CDG-la) i ALG6-CDG (CDG-Ic). U sljedecem poglavlju opisani su neki od

najucestalijih i najznacajnijih CDG sindroma N-glikozilacije.

1.2.1 Poremecaji u N-vezanoj glikozilaciji

1.2.1.1 PMM2-CDG (CDG-la)

PMM2 gen (Gene ID: 5373) kodira enzim fosfomanomutazu 2 (EC:5.4.2.8). Taj
enzim prevodi manoza-6-fosfat u manoza-1-fosfat. Postoji vise od stotinu poznatih razlicitih
mutacija u ovom genu, medutim najistrazivanije SU One mutacije na egzonima 5 i 8
(Kajergaard, 2004). Najucestalije su mutacije R141H i F119L, smjeStene na egzonu 5 koje
posljedi¢no dovode do vrlo niske aktivnosti enzima PMM?2 i time razvoja teske klinicke slike
u djece (Matthijs i sur., 1998). Smrtnost djece rodene s ovim sindromom iznosi do 20% u
prvih pet godina zivota. Klinicke manifestacije PMM2-CDG variraju od umjereno teskih
neuroloskih poremecaja do poremecaja koji rezultiraju smréu zbog teskih infekcija,

kardiomiopatije i zatajenja jetre. SrediSnji 1 periferni Zivcani sustav takoder su jako zahvaceni

(Carchon i sr., 1999).


http://enzyme.expasy.org/EC/5.4.2.8

1.2.1.2 MPI-CDG (CDG-Ib)

MPI je gen koji kodira enzim manoza-6-fosfat-izomerazu. Taj enzim prevodi fruktoza-
6-fosfat u manoza-6-fosfat. Otkriveno je 18 razli¢itih mutacija u ovom genu. Ovaj je
poremecaj jedinstven medu urodenim poremecajima glikozilacije jer nema neuroloskih
simptoma. Simptomi su vezani uz gastrointestinalni trakt i jetru. Uspjesno se lije¢i oralnom

primjenom manoze i jedini je dosada uspjesno lije¢eni CDG sindrom (Nihues i sur., 1998).

1.2.1.3 ALG6-CDG (CDG-Ic)

Gen ALG6 (Gene ID: 29929) nalazi se na kratkom kraku kromosoma 1 na polozaju
p31.3 (1p31.3) (www. ghr.nlm.nih.gov), (Slika 4). Kodira enzim dolikol-P-glukoza: manoza9-
N-acetilglukozamin2-pirofosfat-dolikol a-1,3 glikoziltransferazu (EC 2.4.1.267), koji
katalizira dodatak prvog glukoznog ostatka u stvaranju oligosaharidnog prekursora vezanog
za lipidni nosa¢ u procesu N-glikozilacije (Burda i sur., 1998). Klini¢ki su simptomi
psihomotorna retardacija, epilepsija i misi¢na hipotonija (Marquardt i Denecke, 2003). Smatra
se umjerenim oblikom urodenih poremecaja glikozilacije i drugi je CDG sindrom po
ucestalosti. Klini¢ki je najznacajnija mutacija 998CT>C koja rezultira mutacijom A333V.
(Griinewald i sur., 2000). Promjena 391T>C na egzonu 5 rezultira polimorfizmom jednog
nukleotida Y131H (rs35383149, tirozin na polozaju 131 je zamijenjen histidinom). U
literaturi i bazama podataka ucestalo se navodi i polimorfizam F304S (rs17856039) koji je
posljedica tockaste mutacije 911T>C na egzonu 10 (Westphal i sur., 2003). Polimorfizam
F304S se ne smatra uzroénikom ALG6-CDG, ali je dokazano da pogorsava klinicko stanje,
pogotovo u osoba koje pate od ostalih urodenih poremecaja glikozilacije (Westphal 1 sur.,
2002). Za polimorfizam Y 131H jo$ uvijek nije utvrdeno je li dovoljan za razvoj bolesti ili su
potrebne dodatne genske alteracije (Westphal i sur., 2003). Ucestalost tog polimorfizma tri je
puta veca u Hrvatskoj nego u SAD-u. Ucestalost heterozigota mutiranog tipa (391T>C) u
Hrvatskoj je 0.065, a homozigota divljeg tipa (391T/T) 0.935. Ni jedan homozigot mutiranog
tipa nije detektiran, ali pretpostavlja se da bi ucestalost mogla biti 1 na 1000 (Supraha Goreta i
sur., 2012a).
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Slika 4. Citogenetska lokacija gena ALG6(preuzeto iz www.ghr.nlm.nih.gov)

1.2.1.4 ALG3-CDG (CDG-Id)

ALG3 (ID 10195) je gen koji kodira enzim a-1,3-manoziltransferazu (EC 2.4.1.130) i
sudjeluje u zavr$snom dijelu sinteze oligosaharidnog prekursora. Pacijenti boluju od

encefalopatije s mikrocefalijom te epileptickih napada (Rimella-Le-huu i sur., 2008).

1.3  Slobodna cirkuliraju¢a DNA

Slobodna cirkuliraju¢a DNA (eng. cell-free DNA; cfDNA) je DNA koja slobodno
cirkulira krvotokom. Prisutna je u malim koli¢inama u plazmi zdravih pojedinaca. Nastaje
raznim patoloSkim 1 normalnim bioloskim procesima (Qin 1 sur., 2016). Iako njezino porijeklo
nije jo§S uvijek sa sigurnoS¢u utvrdeno, smatra se da primarno nastaje kao posljedica
propadanja stanica, odnosno procesa apoptoze limfocita i ostalih stanica s jezgrom (Swarup i
Rajeswari, 2007). Prosjecna je veli¢ina ve¢ine cfDNA fragmenata oko 166 pb, Sto potvrduje
ovu teoriju. Razlog fragmentacije cfDNA jo$ uvijek nije poznat. 166 pb je duljina DNA
namotane oko nukleosoma ukljucujuéi i poveznicu. Upravo ta duljina fragmenta mogla bi
potjecati od djelovanja o kaspazi ovisne endonukleaze. Ona kida DNA nakon jezgrenog
histona 1 njegovu poveznicu (Mouliere 1 Rosenfeld, 2015). Takoder moze nastati kao
posljedica nekroze stanica. U zdravih pojedinaca, infiltrirajuc¢i fagociti uklanjaju ostatke
nastale apoptozom i nekrozom. Iz tog je razloga koli¢ina cfDNA u krvi takvih pojedinaca

manja nego u tumorskih bolesnika (Qin i sur., 2016).

Smrt stanica nije jedini izvor cfDNA. Stimulacijom se limfocita takoder otpusta
cfDNA u krvotok (Qin i sur., 2016). Povecana koncentracija cfDNA veze se uz maligne

solidne tumore (Underhill i sur., 2016), medutim odredene aktivnosti, kao $to su tréanje polu-



I ultra-maratona te dizanje utega takoder uzrokuju povisenje cfDNA u zdravih pojedinaca
(Breitbach i sur., 2014). Tijekom trudnoc¢e u krvotoku se majke pored njezine cfDNA moze
nac¢i i cfDNA djeteta nastala nekrozom i apoptozom trofoblasta placente. Koli¢ina cfDNA
nastale placentom ovisi 0 gestacijskoj dobi majke te stanju same placente. To otvara nove
mogucnosti neinvazivne prenatalne dijagnostike (Manokhina i sur., 2014). cfDNA takoder
obuhvada i cirkuliraju¢u tumorsku DNA, koja bi se u buduénosti mogla koristiti kao

neinvazivna ,,tekuca biopsija“ za pracenje tijeka bolesti i uspjeha terapije.

1.3.1 Cirkuliraju¢a tumorska DNA

Cirkuliraju¢a tumorska DNA (skrac¢eno ctDNA) su DNA fragmenti koje otpustaju
tumorske stanice u krvotok. Postoje razli¢iti predlozeni mehanizmi otpustanja ctDNA.
Programirana stani¢na smrt, odnosno apoptoza jedan je od njih. U prilog tome govori
¢injenica da fragmenti ctDNA u elektroforezi pokazuju obrasce slicne onima apoptoziranih
stanica. Takoder jedan od predlozenih mehanizama su ,,mikrometastaze* tumorskog porijekla
koje se otpustaju u cirkulaciju, medutim istrazivanja su pokazala da je koli¢ina ctDNA vrlo
visoka i nije u korelaciji s brojem tumorskih stanica u cirkulaciji, tako da je ta teza odbacena.
Nekroza je tumorskih stanica takoder mogu¢i uzrok otpustanja ctDNA u cirkulaciju. Ono §to
ne ide u prilog toj tezi Cinjenica je da se nakon terapije zraCenjem koja potice nekrozu
tumorskih stanica smanjenje koli¢inu ctDNA u 90% pacijenata. Moguce je objasnjenje tog
smanjenja posljedica izostanka stani¢ne proliferacije uzrokovane zraCenjem (Swarup i

Rajeswari, 2007).

Osim upitnog porijekla ctDNA, takoder postoji vrlo malo podataka o njezinoj
stabilnosti. Mehanizam je klirensa vrlo brz te se smatra da u tom procesu sudjeluju jetra,
slezena 1 bubrezi (Heitzer i1 sur., 2015). Razlog poviSenoj razini cfDNA u tumorskih je
bolesnika inhibicija enzima DNaze | i Il inhibitorima prisutnim u tumorskim stanicama. Ti su
enzimi prisutni u cirkulaciji te razgraduju DNA u zdravih pojedinaca i zato oni imaju puno
manju koli¢inu c¢fDNA nego tumorski bolesnici(Swarup i Rajeswari, 2007).cfDNA u
bolesnika s ve¢im udjelom ctDNA vise je fragmentirana u odnosu na cfDNA koji potjece iz
somatskih tkiva zdravih pojedinaca, dok su cfDNA fragmenti u bolesnika s manjim udjelom
ctDNA vec¢i (Mouliere 1 Rosenfeld, 2015).

ctDNA ima veliki potencijal koristenja kao neinvazivna ,,tekuca biopsija“ u pogledu

dijagnostike tumora, odabira prave terapije te pracenja uspjeha terapija. ,,Tekuca biopsija“
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ima odredene prednosti nad standardnom biopsijom iz nekoliko razloga. Naime, neinvazivna
je metoda koja se moze vrlo lako i Cesto provoditi, a ono §to je najbitnije omogucava odabir
ispravne terapije. U danasnje je vrijeme uzrok neuspjeha terapije tumorskih bolesti
intratumorska heterogenost te heterogenost medu pacijentima. ctDNA moze otkriti cijeli
spektar mutacija, od tockastih mutacija, insercija, delecija do epigenetskih mutacija. To sve bi
omogucilo personaliziranu terapiju prilagodenu pacijentovim genomskim promjenama, a
moglo bi se pratiti u realnom vremenu potpuno neinvazivnom tehnikom (Christie i sur.,
2016). Ipak, ctDNA je izrazito izazovan analit zbog svoje male koncentracije te visokog
stupnja fragmentiranja. Plazma je bolji izvor ¢fDNA iako je u serumu moze biti 2-24 puta
viSe. Ta veca koncentracija cfDNA posljedica je in vitro lize leukocita tijekom procesa
zgrusavanja krvi. Upravo zato serum nije dobar izvor cfDNA, jer ona nastaje in vitro, a ne in

vivo (Lee i sur., 2001).

Nekoliko je problema koji se trebaju rijesiti da bi se ,,tekuéa biopsija“ koristila u
svakodnevnoj praksi kao tumorski biomarker. Prvi je problem odabir prikladne analiticke
metode. Takva metoda morala bi omoguditi ekstrakciju dovoljne kolicine DNA visoke
kvalitete. IstraZzivanja su pokazala da predanaliticki faktori kao S§to su uzimanje uzorka krvi te
obrada samog uzorka jako utjeCu na ishod analize. Drugi je veliki problem nedostatna
uskladenost metoda kvantifikacije. Mogu se primjenjivati spektrofotometrijske metode, i
kvantifikacijske PCR metode, medutim svaka metoda daje razliCiti rezultat. Tre¢i problem
leZzi u tome §to vecina studija uopée ne uzima u obzir povecanje koncentracije cfDNA
uzrokovanu normalnim fizioloSkim stanjima. Iako je u tumorskih bolesnika poviSena
koncentracija cfDNA, teSko je odrediti do koje je razine ta cfDNA tumor-specificna, jer se
koli¢ina cfDNA povecava pri napornim treninzima te trudno¢i. Trebao bi se posti¢i konsenzus
o pouzdanoj i ucinkovitoj metodi koja bi omogucéila usporedbu rezultata u razliitim

laboratorijima (Heitzer i sur., 2015).

Longitudinalne studije pokazale su da se koli¢ina cfDNA smanjuje kao odgovor na
terapiju te da se povecava u relapsima. Medutim ta koli¢ina nije u korelaciji s histoloSkim
podtipom i stadijem bolesti. ¢tDNA ¢ini jako mali udio cfDNA, osim u pacijenata s
uznapredovalim metastatskim bolestima. Kod lokaliziranih se tumora izrazito smanjuje
mogucénost detekcije ctDNA. Iz tog razloga sama kvantifikacija cfDNA nema veliku
prognosti¢ku vrijednost. Medutim, detekcija specifi¢énih mutacijskih sredista u ctDNA ima
puno vecu vrijednost u vidu personalizirane medicine. Olakotna okolnost pri detekciji CtDNA

razlika je u veli¢ini fragmenata u odnosu na cfDNA nastalu normalnim fizioloSkim



mehanizmima. VeliCina fragmenata ctDNA krece se ve¢inom izmedu 134 1 144 pb, dok je
veli¢ina fragmenata cfDNA za 20-50 pb veca. Fragmenti ljudske ctDNA takoder su pokazali
veliku periodicnost 10 pb, koja se objasnjava kidanjem nukleosoma djelovanjem nukleaze.

Ipak, porijeklo krac¢ih fragmenata ctDNA jos je uvijek nejasno (Underhill i sur., 2016).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Urodeni su poremecaji glikozilacije sindromi koji se mogu manifestirati ve¢ nakon
rodenja. NajceS¢e zahvacaju vise organskih sustava te se manifestiraju velikim brojem
simptoma, najcesc¢e neuroloskih koje je tesko pravilno klinicki dijagnosticirati. Upravo iz tog
razloga nema pouzdanih podataka o ucestalosti ovih poremecaja, jer se smatra da jako veliki
broj ovih poremecaja jo$ uvijek nije dijagnosticiran. Ovi poremecaji mogu biti posljedica
defekta na bilo kojoj razini glikozilacije proteina, u ER-u ili u GA-u, a to jo$ viSe otezava
dijagnostiku i lije¢enje ukoliko je moguce. S vremenom se Otkrilo sve viSe poremecaja,
trenutno ih je evidentirano oko 70-ak razli¢itih sindroma. Najucestaliji su defekti vezani za N-
glikozilaciju. Upravo je zato bitno mo¢i pravilno dijagnosticirati ove vrste poremecaja te

pronaci njihove uzroke.

S obzirom da su defekti glikozilacije povezani s brojnim kompleksnim genetskim
bolestima, ukljuéuju¢i i rak, poznato je da su odredeni polimorfizmi/mutacije u N-
glikozilacijskom putu imaju visoku ucestalost u pojedinim populacijama, posebice Y131H u
ALGS6 genu.

Svrha je ovog rada pokuSaj povezivanja tumorskih bolesti (karcinoma dojke) i
poremecaja N-glikozilacijskog puta, to jest uspostaviti metodu koja bi omogucila uvid u
pojavnost mutacija/polimorfizama, u ovom slu¢aju konkretno polimorfizma Y131H ALG6
gena koja se ucestalo pojavljuje i u zdravih ljudi, posebice u nasoj regiji, a dokazano je da
uzrokuje ALG6-CDG.

S obzirom da se u suvremenoj medicini javlja potreba za jednostavnijim i manje
invazivnim na¢inom dijagnostike, cilj je rada bio iz uzorka slobodne cirkuliraju¢e DNA iz
plazme i seruma ispitati dostatnost i kvalitetu takve vrste uzorka za odredivanje mutacije
povezane s defektom glikozilacije relativno jednostavnim tehnikama, kao $to je PCR-SSCP

metoda.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1  Ispitanici

Uzorci seruma i plazme koriSteni za ovo istrazivanje uzeti su od 20 zdravih
dobrovoljaca (prosje¢ne starosne dobi 19-37 godina) i 20 pacijentica s dijagnozom karcinoma
dojke (raspon dobi od 20-60 godina) koji nisu u krvnom srodstvu. Sudjelovale su isklju¢ivo
zenske ispitanice. Uzorci zdravih ispitanica dobiveni su iz Zavoda za transfuziju krvi, Petrova
3 nakon odobrenja Etickog povjerenstva Zavoda za transfuziju, Zagreb i potpisanih
informiranih pristanaka. Uzorci pacijentica s karcinomom dojke prikupljeni su na Klinici za
tumore u Zagrebu, KBC Sestre milosrdnice, uz dozvolu Etickog povjerenstva KBC Sestre
milosrdnice i potpisanih informiranih pristanaka. Svi informirani pristanci dizajnirani su u

skladu s Helsinskom deklaracijom.

3.1.1 Uzorkovanje i priprema uzorka

Venska krv vadena je u epruvete s podtlakom (Vacutainer, Becton Dickinson) kojima
je dodan antikoagulans EDTA. Krvna plazma odvojena je od krvnih stanica centrifugiranjem
pri 1400 g tijekom 10 min na sobnoj temperaturi. Plazma je prenesena u novu sterilnu
epruvetu pazeéi da se prilikom pipetiranja ne poremeti sloj leukocita. Nakon toga, plazma je
ponovno centrifugirana pri 4500 g tijekom 10 minuta, da bi uklonili eventualno zaostale
stanice ili stani¢ni sadrzaj. Supernatant je prenesen u novu sterilnu epruvete te pohranjen pri -

20° C do analize.

Krv izvadena venepunkcijom bez dodatka antikoagulansa (Vacutainer, Becton
Dickinson) zgrusava se stajanjem na zraku posredstvom sustava za koagulaciju.
Centrifugiranjem (10 minuta, 2500 g) se ugrusak odvaja od supernatanta koji nazivamo
krvnim serumom. Serum je, dakle, dio krvi bez ¢imbenika zgruSavanja, fibrinogena i1 krvnih
stanica; moZzemo ga smatrati puferiranom otopinom koja sadrZi ione, organske tvari (urea,

kreatinin, bilirubin), bioloske makromolekule (proteini, lipoproteini, DNA).
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3.2

Materijali

Materijal i kemikalije upotrijebljeni u ovom radu nabavljeni su od:

Amersham Biosciences (Cardiff, Velika Britanija)

Applied Biosystems (Foster City, CA, SAD)
Bio-Rad (Hercules, CA , SAD)
Fermentas (Vilnius, Litva)

Invitrogen (Carlsbad, CA, SAD)
Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Merck (Darmstadt, Njemacka)
Pharmacia (Uppsala, Svedska)
Qiagen (Qiagen, Valencia, CA, SAD)
Roche (Mannheim, Njemacka)

Roth (Karlsruhe, Njemacka)

Sigma (St. Louis, MO, SAD)

3.2.1 Standardne kemikalije

agaroza
AgNOs

akrilamid/bisakrilamid mix. 37.5:1 (30%)
amonijev persulfat

EDTA

etanol (96%)

formamid

formaldehid (37%)

glacijalna octena kiselina

glicerol (redestilirani)

H3BO3

HCI (36%)

KCI

metanol

MgCl.

Na>CO3

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Kemika
Sigma
Sigma
Sigma
Kemika
Roth
Kemika
Kemika
Kemika
Invitrogen
Sigma
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NaOH Sigma

octena kiselina Kemika
Platinum Taq polimeraza Invitrogen
Proteinaza K Invitrogen
Temed Sigma
Tris (tris[hidroksimetilJaminometan) - Trizma baze® Sigma
Triton X-100 Sigma
3.2.2 Boje
bromfenol plavo Sigma
ksilen-cijanol Sigma
GelRed™ boja za nukleinske kiseline Biotium

3.2.3 Standardi

komercijalno pribavljene smjese fragmenata DNA Invitrogen
(standard 100 pb i standard 1 kb)
DNA Mass Ruler™ SMO 383 standard molekulskih masa DNA Fermentas

3.2.4 Specifi¢ne komercijalne smjese analiti¢kih reagenasa — kompleti

QlAamp® DNA mini Kit Qiagen
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3.2.5 Otopine i puferi

otopina proteinaze K

proteinaza K 10 mg/ml
Tris HCI pH 7,5 10 mM
CaCl; 20 mM
glicerol 50%
u dest. vodi

otopina amonijevog persulfata
amonijev persulfat 10%

u destiliranoj vodi

otopina EDTA
EDTA 05M
NaOH (do pH 8,0)

u destiliranoj vodi

otopina za fiksiranje
metanol 50%
octena kiselina 10%

u destiliranoj vodi

otopina za ispiranje
etanol 10%
octena kiselina 7%

u destiliranoj vodi
otopina za bojanje

AgNO3 20%

u destiliranoj vodi
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otopina za odbojavanje
Na;CO3
formaldehid

u destiliranoj vodi

6 x pufer za nanosenje uzoraka DNA (pH 6,8)

bromfenol plavo
ksilen-cijanol
glicerol

u destiliranoj vodi

10 x PCR pufer (pH 8,3)
KCI
Tris/HCI

TAE-pufer (pH 8,3)
Tris acetat
EDTA

u destiliranoj vodi

5 x TBE-pufer (pH 8,3)
Tris HCI

H3BO3

EDTA

u destiliranoj vodi

TE-pufer za proteinazu K
Tris

EDTA

Triton X-100

u destiliranoj vodi

2,5%
0,02%

0,25%
0,25%
30%

500 mM
100 mM

40 mM
1 mM

45 mM
45 mM
1mM

50 mM
1mM
0,5%
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SSCP pufer za denaturaciju i nanoSenje uzoraka
formamid

NaOH

bromfenol plavo

ksilen-cijanol

SSCP pufer za nanosenje nedenaturirane dvolancane DNA
saharoza

bromfenol plavo

ksilen-cijanol

u destiliranoj vodi

3.2.6 Gel za SSCP elektroforezu

Gel za razdvajanje 5%
Akrilamid/bisakrilamid mix. 37.5:1 (30%)
5 x TBE-pufer
10% amonijev persulfat
Temed

u destiliranoj vodi

95%
10 mM
0,025%
0,025%

40%
0,25%
0,25%

20%
20%
1%
0,03%
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3.3 Metode

3.3.1 Izolacija slobodne cirkulirajuée DNA pomoéu QIAamp® DNA mini Kit-a
Nacelo

QlAamp® DNA Mini Kit koristi se kao jednostavna i brza metoda izolacije genomske
DNA s ciljem daljnje analize drugim tehnikama, kao S$to je primjerice lancana reakcija
polimerazom. DNA se moze izolirati iz pune krvi, seruma, plazme, koStane srzi, ostalih
tjelesnih tekucina, tkiva te forenzickih uzoraka. Krv moze biti svjeza ili smrznuta te smije biti
tretirana heparinom, EDTA i citratom. U prosjeku se izolira 6 pg DNA iz 200 pl uzorka pune
krvi (30 ng/pl). Ova se metoda izolacije zasniva na Cetiri glavna koraka koja se odvijaju u

QlAamp spin kolonama sa silika-membranom i u standardnoj mikrocentrifugi.

:
.
Q
:
:

\_/

Slika 5. Shema silika-membrane kolone za izolaciju DNA (preuzeto iz

https://commons.wikimedia.org)

Prvi je korak liza uzorka koja se odvija dodavanjem enzima Proteinaze K, koji se
nalazi u sastavu kompleta. pH lizata i koncentracija soli onemogucuju vezanje proteina i
drugih onecis¢ivaca na QIAamp silika-membranu (Slika 5), a omogucuju optimalnu
adsorpciju DNA. Zatim slijedi ispiranje DNA centrifugiranjem koriste¢i dva razlicita pufera,
AW1 i AW?2 s etanolom, Kkoji joj znacajno povecavaju ¢istocu. Oni uklanjaju sve ostatne tvari
ne utjeCuéi pri tome na vezanje DNA. Izolirana se DNA eluira u u AE puferu za eluranje ili

sterilnoj vodi. MozZe se odmah koristiti za daljnju obradu ili se moze ¢uvati pohranjena na
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temperaturi od -30 do -15 °C. Takva je izolirana DNA proc¢iS¢ena, odnosno ne sadrzi ostatke
proteina, nukleaza ili ostalih necistoca. Protokol je namijenjen izolaciji DNA pomocu
komercijalnih kolona sa silika-membranom. Izvor DNA u ovom radu bio je serum i plazma,
te se pokusala izolirati cirkuliraju¢a slobodna DNA s obzirom na literaturno dostupne podatke
i postupak (QIAGEN,2012).

Postupak za izolaciju iz seruma/plazme

Uzorci se inkubiraju na sobnoj temperaturi priblizno 30 minuta. 10 pl Proteinaze K
otpipetira se u epruvetu za centrifugiranje veli¢ine 1,5 ml. Doda se 200 pl uzorka i nakon
toga 200 ul pufera AL. PromijeSa se na mijesalici 15 sekundi te se inkubira pri 56 °C
stupnjeva u vodenoj kupelji 10 minuta. Kratko se centrifugira, da bi se uklonile kapljice s
poklopca i unutarnjih stijenki epruvete. U uzorak se doda 200 ul etanola (96-100%), 15
sekundi se promijesa na mijeSalici te se ponovno kratko centrifugira. Ta se smjesa zatim
nanosi na QIAamp Spin kolonu koja se nalazi u epruveti za skupljanje od 2 ml. Zatvori se
poklopac te se centrifugira 1 minutu (8000 rpm ili 6000 x g). Kolona se potom premijesti u
novu epruvetu za skupljanje, a prethodna se epruveta, koja sadrzi filtrat, odbaci. Na kolonu se
zatim doda 500 pl pufera AW1. Ponovi se postupak centrifugiranja. Kolona se opet premjesti
u novu epruvetu, a filtrat se odbaci. Potom se na kolonu doda 500 pl AW2 pufera.
Centrifugira se maksimalnom brzinom (14000 rpm ili 20000 x g) 3 minute. Kolona se potom
stavi u novu epruvetu za centrifugiranje od 1,5 ml, a filtrat se odbaci. Na kolonu se doda 200
pl pufera AE. Inkubira se na sobnoj temperaturi 1 minutu te se centrifugira 1 minutu (8000
rpm ili 6000 x g). Tako izolirana DNA spremna je za daljnju obradu (QIAGEN, 2012) i
pohranjuje se pri -20° C. Analiza dobivenih fragmenata provodi se elektroforezom u 1,5%

agaroznom gelu.

3.3.2 Agarozna elektroforeza
Nacelo

Agarozna gel elekroforeza ucinkovita je metoda razdvajanja DNA fragmenata
razlicitih veli¢ina koje mogu biti od 100 pb do 25 kb (Lee 1 sur., 2012). Agaroza je kopolimer
koji se sastoji od naizmjeni¢no postavljenih B-D-galaktoze i 3,6-anhidro-a-L-galaktoze
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(Stellwagen, 2009). Agaroza se izolira iz morske trave rodova Gracilaria i Gelidium.
Agarozni se polimeri tijekom procesa geliranja vezu nekovalentnim vezama. Uzorci se
postavljaju u jazice na gelu te se primjenjuje struja. DNA ima negativno nabijene fosfatne
skupine, zbog ¢ega se u elektricnom polju giba prema pozitivno nabijenoj elektrodi (anodi). S
obzirom da DNA ima stalan omjer mase i naboja, razdvajanje po veli¢ini fragmenata odvija se
na takav naéin da je udaljenost koju je fragment presao u gelu obrnuto proporcionalna
logaritmu njegove molekulske mase. Kretanje DNA fragmenta kroz agarozni gel ovisi o
nekoliko uvjeta: veli¢ini fragmenta DNA, primijenjenom naponu, koncentraciji agaroze,

konformaciji DNA, tipu agaroze i vrsti pufera za elektroforezu (Lee i sur., 2012).

Postupak

Koristi se 1,5% agarozni gel koji se pripremi otapanjem 0,45 g agaroze u 30 ml 1x
TBE pufera zagrijavanjem. Kada se otopina ohladi na 56 °C, izlije se u elektroforetsku
kadicu. Hladenjem dolazi do formiranja gela. Uzorcima DNA izolirani metodom QIAGEN
(10 pl) dodaje se 1 ul 6 x pufera za nanosenje uzoraka DNA te se stavljaju u jazice. Standardi
su komercijalno pribavljene smjese fragmenata DNA poznatih veli¢ina. U 5 pl standarda
dodaje se 1 ul 6 x pufera za nanoSenje uzoraka DNA te se nanose u jaZice. Elektroforeza se
provodi u TBE-puferu u elektri¢cnom polju jakosti 5-7 VV/cm. Provodi se dok tamno plava boja
(bromfenol plavo) ne dosegne 2/3 gela. Vizualizacija se provodi pomocu Gel Imager-a

(Amersham Imager 600, GE Healthcare Life Sciences)

3.3.3 Lancana reakcija polimerazom
Nacelo

Lancana reakcija polimerazom (eng. Polymerase chain reaction, PCR) znanstvena je
tehnika in vitro selektivnog umnozavanja to¢no odredenog DNA segmenta koji moze biti dio
kompleksne smjese DNA. Rezultira stvaranjem i do nekoliko milijuna kopija u kratkom
vremenu. Metodu je razvio americki biokemicar Karry Mullis 1984.godine. Danas je to
ucestala tehnika koja ima razli¢ite primjene u medicinskim i biokemijskim istrazivanjima. Tri
su glavna koraka ove tehnike: denaturacija, vezanje ishodnica i elongacija. Ta tri koraka ¢ine
1 ciklus (Joshi i Desphande, 2011). PCR tehnika zahtijeva odredene komponente koje su

preduvjet uspjesnog odvijanja, a to su: Taq polimeraza, kalup DNA koji sadrzi nukleotidni
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slijed koji se zeli umnoziti, specificne ishodnice te nukleotide koji ¢e stvarati PCR produkt.
Nukleotidi sadrze dusi¢ne baze koje tvore DNA, a to su adenin (A), timin (T), citozin (C) i
gvanin (G). Specificne ishodnice odreduju koji ¢e slijed DNA biti umnozen. To su kratki
sljedovi DNA koji su komplementarni ciljnoj DNA te sluze kao mjesta na kojima zapocinje
elongacija, odnosno slaganje nukleotida u DNA lanac (Garibyan i Nidhi, 2013). Tijekom
denaturacije razdvajaju se lanci DNA zagrijavanjem na temperaturi od 90-97 °C. U drugom
koraku dolazi do sljubljivanja ishodnica na lanac DNA koji sluzi kao kalup za sintezu
komplementarnog lanca DNA. Taj se proces dogada na temperaturi 50-60 °C. Elongacija uz
Taq polimerazu se odvija pri temperaturi od 72°C. Bitno je svojstvo ovog enzima
termostabilnost, dobivena izolacijom enzima iz Termus Aquaticus-a u gejzirima na
temperaturama do 110 °C. Svaka dobivena molekula DNA sastoji se od jednog originalnog te
jednog novosintetiziranog lanca DNA 1 svaka od njih dalje sluzi kao kalup za stvaranje novih
kopija. Broj dobivenih kopija DNA jednak je 2", pri ¢emu je n broj provedenih ciklusa (Joshi i
Desphande, 2011).

Postupak

Uzorci cirkuliraju¢e DNA izolirani metodom QIAGEN koriSteni su za umnozavanje
zeljenih fragmenata za gen ALG6 lan¢anom reakcijom polimerazom. U tablici 1 prikazan je

sastav reakcijske smjese za lancanu reakciju polimerazom.

Tablica 1. Sastav reakcijskih smjesa za lan¢anu reakciju polimerazom.

_ konacna
sastojak volumen y
koncentracija

otopina DNA (uzorci) 5 ul
MgCl2 (50 mM) 1,5 pl 1,5 mM
Smjesa dNTP-a (10 mM dATP, 10mM dCTP, 10 mM

1l 0,2 mM
dGTP, 10 mM dTTP)
nizvodne ishodnice (12,9 uM) 1,93 ul 0,5 mM
uzvodne ishodnice (13,7 uM) 1,82 ul 0,5 mM
10x PCR pufer (500 mM KCI, 100mM Tris/Hcl, pH =

5ul 1x
8,3)
Platinum Tag polimeraza (5 U/ul) 0,5 ul 0,05 U/l
Sterilna H20 33,25 ul

20



U PCR epruvete otpipetiraju se svi sastojci reakcijske smjese (Tablica 1) osim uzoraka
(otopine DNA). Zatim se u svaku epruvetu otpipetira po 1 uzorak. Ukupni je volumen
reakcijske smjese 50 pl. Koristila se heterozigotna pozitivna kontrola (ALG6 Y131H 0,14
pg/ml) i negativna kontrola (sterilna H20). Reakcije su se odvijale u uredaju za lan¢anu
reakciju polimerazom (GeneAMP®PCR System 2700, Applied Biosystems). Uvijeti reakcije

navedeni su u tablici 2.

Tablica 2. Reakcijski uvjeti za umnazanje dijela gena ALG6 u kojem se ocekuje polimorfizam

Y 131H lan¢anom reakcijom polimerazom.

Reakcijski uvjeti PCR reakcije

95 °C ; 5 minuta

95 °C ; 45 sekundi

53 °C ; 30 sekundi 35 ciklusa
72 °C ; 1 minuta

72 °C ; 7 minuta

Slijedi naglo hladenje na +4 °C.

Koristene ishodnice za umnazanje dijela gena ALG6 u kojem se ocekuje polimorfizam

Y 131H lan¢anom reakcijom polimerazom prikazane su u tablici 3.
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Tablica 3. Ishodnice za umnazanje dijela gena ALG6 u kojem se ocekuje polimorfizam

Y 131H lan¢anom reakcijom polimerazom

T Veli¢ina
ishodnica Nukleotidni slijed . ) PCR
(°C)
produkta
nizvodna za
5-TGGAGGAAGGGAGGCAGTTAATG-3' 53 199 pb
Y131H
uzvodna za
o 5-ATACATTTCAGAGAGACGAACTGTCAGGC-3' | 53 199 pb

Dobiveni su fragmenti zatim analizirani elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu u TAE

puferu.
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3.3.4 Analiza polimorfizma konformacije jednolan¢ane DNA (SSCP)
Nacelo

Polimorfizam konformacije jednolancane DNA ucinkovita je tehnika otkrivanja
razlika u sekvenci jednolan¢ane DNA. Temelji se na razlici u brzini migracije jednolanc¢ane
DNA u nedenaturiraju¢em poliakrilamidnom gelu. DNA se denaturira (razdvajaju se lanci) te
dolazi do sparivanja baza unutar jednog lanca. Na taj na¢in DNA poprima trodimenzionalnu
konformaciju koja ovisi o slijedu nukleotida. Konformacije se razlikuju ¢ak i ako se sekvence
razlikuju samo u jednoj dusi¢noj bazi. Razli¢ite konformacije kreéu se razli¢itim brzinama u
elektroforetskom gelu, Sto je posljedica razli¢itog omjera veli¢ina/naboj, iako sekvence imaju
isti naboj. Razli¢ite konformacije uzrokuju promjene u konfiguraciji ili veli€ini, tako da je ta
razlika u omjeru veli¢ina/naboj dovoljna da se moze detektirati kao promjena u brzini gibanja

kroz gel (Kalvatchev i Draganov, 2005).

Cetiri su bitne varijable kod optimiranja SSCP-a: duljina PCR fragmenata, utjecaj
temperature, vrsta PCR denaturacije te karakteristike gela. Optimalna duzina DNA krece se
izmedu 150 1 200 nukleotida. U tom rasponu veli¢ina uo€ljivo je 70-90% zamjena jedne baze
(eng. single base supstitution). Krac¢i lanci u samom pocetku poprimaju manje konformacija, a
ve¢im se lancima manje mijenja konformacija zamjenom jedne baze. Temperatura znac¢ajno
utjece na rezultate SSCP-a, a uobic¢ajeni su uvjeti provodenja tehnike na sobnoj temperaturi ili
na temperaturi od 4 °C uz dodatak glicerola 50 ili 100 ml/l. Uobicajena je jakost elektricnog
polja 5 V/em. Moguca je pojava laznih vrpci ukoliko je bio preveliki broj ciklusa PCR-a ili je
zaostalo jako puno specifi¢nih pocetnica koje se mogu vezati na jednolancanu DNA. To se
moze izbje¢i smanjenjem broja ciklusa PCR (npr. 20) 1 razrjedivanjem uzorka. Ipak, ukoliko
se radi 0 manje osjetljivim metodama detekcije, ne smije se jako razrijediti uzorak. Tada se
koriste jaki denaturiraju¢i agensi kao §to su NaOH, urea, formamid te metilZiva hidroksid. Sto
se ti¢e karakteristika gela, omjer akrilamida i bisakrilamida te ukupna koli¢ina akrilamida
odreduju sposobnost prosijavanja gela. Veliki utjecaj na mobilnost u SSCP-u takoder imaju
koncentracija 1 vodljivost pufera, temperatura gela te dodane tvari kao Sto je glicerol

(Kalvatchev i Draganov, 2005).

Nekoliko je metoda detekcije, a najosjetljivija je detekcija fluorescentnim
obiljeZavanjem i razdvajanjem kapilarnom elektroforezom pod strogo kontroliranim uvjetima.

Takoder se moze koristiti detekcija etidijevim bromidom te bojanje srebrom (Kalvatchev i

Draganov, 2005).
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Postupak

Stakla za elektroforezu temeljito se operu deterdzentom, isperu destiliranom vodom i
prebrisu 70% etanolom. Razmaknice se postave izmedu stakala te se ,,CeSalj* 1 stakla povezu
plasti¢nim spojnicama. Pripravlja se 35 ml 5% gela za SSCP elektroforezu, na nacin da se

pomijesaju sastavnice gela prikazane u tablici 4.

Tablica 4. Sastavnice gela (5%) za SSCP elektroforezu

SSCP gel (5%, 35 ml)
destilirana voda 21 ml
30% akrilamid/0,8 % bisakrilamid 7mi
5 x TBE pufer 7mi
10% amonijev persulfat 0,35 ml
Temed (katalizator) 0,01 ml

Temed se dodaje neposredno prije izlijevanja gela. Nakon polimerizacije gela izvadi
se ,,éeSalj te se jazice ispiru nekoliko puta destiliranom vodom. Stakla s gelom postave se na
kadicu. Uzorci se za analizu prirede na sljede¢i nacin: 10 pl PCR produkata razrijedi se s
formamid-puferom za nanosenje uzorka (5 ul) u omjeru 1:2. Uzorci se denaturiraju na 94 °C
kroz 6 minuta te se hlade na ledu 3-5 minuta. Kao kontrola putovanja dvolan¢ane DNA Kkoristi
se PCR produkt (5 pl) razrijeden puferom za nanoSenje uzorka nedenaturirane dvolanc¢ane
DNA sa saharozom (5 pl). Uzorci i nedenaturirane kontrole nanose se u jazice Hamiltonovom
mikropipetom. Takoder se nanose standardi (standard 100 pb — 5 pl; standard 1 kb — 3 pl) i
kontrola (5 pl). Elektroforeza se provodi kroz 5 sati i 30 min koristenjem 1 x TBE puferaza
elektroforezu pri struji snage 3 W, na temperaturi od 4 °C. 1 x TBE pufer dobiven je
razrjedivanjem 5 x TBE pufera (200 ml 5 x TBE pufera + 800 ml destilirane vode). Nakon

zavrSetka elektroforeze gel se boji srebrom.
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3.3.5 Bojanje srebrom
Nacelo

Bojanje  srebrom osjetljiva je metoda trajnog bojanja nukleinskih Kkiselina u
poliakrilamidnom gelu. Omogucava vizualizaciju rezultata elektroforeze bez ikakve dodatne
opreme. Medutim, to je kompleksni proces na ¢iji rezultat utjeCu mnoge varijable (Amersham

Biosciences, 1997).

Postupak se sastoji od Cetiri koraka: fiksiranje, impregnacija srebrom, razvijanje te
zaustavljanje reakcije. Tijekom fiksiranja gel se obraduje octenom kiselinom. To ¢ini DNA u
gelu netopljivom te sprjecava razlijevanje po gelu tijekom sljede¢ih koraka bojanja. U ovom
se koraku ispiru potencijalno prisutni ostaci pufera, iona i denaturiraju¢ih agenasa koji bi
mogli interferirati s ovim procesom. Impregnacija srebrom odvija se inkubiranjem gela u
otopini za bojanje, a to je otopina srebrovog nitrata (AgNO3). Blago kiseli uvjeti sprjecavaju
redukciju srebrovih iona u elementarno srebro. Razvijanje gela odvija se dodatkom otopine za
odbojavanje gela koja sadrzi NaCOgz i formaldehid. Formaldehid je reducirajuci agens Kkoji
reducira srebrove ione (Ag") u elementarno srebro (Ag°), vidljivo i netopljivo. To omoguéuje
vizualizaciju vrpci DNA fragmenata koje sadrze srebro. Na,COs koristi se za zaluzivanje
reakcijskog medija, jer se prethodna reakcija odvija pri pH 12. Posljednji je korak
zaustavljanje reakcije, kojim se zaustavlja daljnja redukcija srebrovih iona. Postize se
zakiseljavanjem uvjeta reakcija, odnosno ispiranjem octenom Kkiselinom (Amersham

Biosciences, 1997).

Postupak

Fiksacija gela odvija se u 50% metanolu/10% octenoj kiselini tijekom 15 minuta. Gel
se zatim ispire u 10% etanolu/7% octenoj Kiselini kroz 15 minuta. Zatim se ponovi fiksiranje
kroz 30 minuta te ispiranje tijekom 30 minuta. Postupak se ispiranja zatim ponavlja dva puta
po 10 minuta. Slijedi tri puta ispiranje gelom u redestiliranoj H2O po 5 minuta. Gel se zatim
inkubira u otopini za bojanje (0,1% AgNO3) tijekom 30 minuta. Ponovno se kratko ispere dva
puta u redestiliranoj H20. Dodaje se svjeze pripremljena otopina za odbojavanje koja sadrzi
2,5% NaxCOz i1 0,02% formaldehida. Inkubacija se provodi na sobnoj temperaturi. Obojene

vrpce jednolancane i dvolancane DNA pojavljuju se unutar nekoliko minuta. Reakcija se
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zaustavlja ispiranjem gela 1% octenom kiselinom kroz nekoliko minuta. Gel se zatim

nekoliko puta ispire u redestiliranoj H20.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Urodeni poremecaji glikozilacije velika su skupina rijetkih genetskih bolesti
CDG, uzrokovan nedostatnom N-glikozilacijom, posljedica je smanjene aktivnosti alfa-1,3-
glikozil-transferaze uslijed specificnih mutacija u genu ALG6. Najces¢a je mutacija u tom
genu A333V, te polimorfizmi Y131H i F304S. Premda do danas bolesnik s ALG6-CDG nije
u Hrvatskoj otkriven, potreba za $to boljim razumijevanjem nastanka mutacija u ovim
poremecajima, kao i genskih karakteristika te povezanosti s drugim kompleksnim bolestima,
Sto je dokazano za neke od CDG polimorfizama, bila je poticaj da se u ovome radu odredi
jedan od polimorfizama iz navedenog sindroma, a to je Y131H. Za ovaj je polimorfizam
poznato da se s velikom ucestalo$¢u pojavljuje u odredenim populacijama te da pridonosi

klini¢koj slici CDG-a.

Promjena baze T u C na polozaju 391 u egzonu 5 gena ALG6 uzrokuje
aminokiselinsku zamjenu tirozina u histidin na polozaju 131 (Y131H). Smatra se da ovaj

polimorfizam u homozigotnom obliku uzrokuje CDG-Ic.

- 76bp

forward primers »

ggaggaagggaggcagttaatgggtagctgtaaatcctgatggactcatgtttaaagttatttacttgtgttttcag

391T>C
TTTTAATTGCTGATCTGCTGATTTACATACCTGCAGTGGTTTTGTACTGT

TGTTGCTTAAAAGAAATCTCAACTAAGAAAAAG YISt

gtaggttttcaagcagcctgacagttcgtctctgaaatgtat
reverse primers <

+42 bp

Slika 6. Nukleotidni slijed egzona 5 i dijelova intronskih regija IVS4 i IVS5 gena ALG6.

Prikazani nukleotidni slijed dijela gena ALG6 obuhvaca egzon 5 te pripadajuce
intronske regije 1VS4 (-76 bp) i IVS5 (+42 bp) (Slika 6). Polozaj polimorfizma Y131H
(391T>C) obiljezen je ljubicastom bojom, egzon 5 crvenom bojom, a sljedovi ishodnica

otisnuti su plavom bojom.
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4.1  Izolacija slobodne cirkuliraju¢e DNA

U americ¢koj populaciji Y131H polimorfizam ima ucestalost 0,0214 (1/45), dok je
ucestalost u hrvatskoj populaciji tri puta veca. Prisutnost polimorfizma Y131H u uzorcima
analizirana je PCR-SSCP metodom. Kao pozitivna kontrola koristena je gDNA dobivena od
heterozigotnog nositelja Y131H polimorfizma (391 T/C).

Jedna od specifi¢nosti u ovom radu bila je pokusaj umnazanja zeljenog fragmenta iz

uzorka zolirane slobodne cirkuliraju¢e DNA.

Provedena je izolacija DNA pomocu QIAamp DNA mini Kit-a. Na izoliranim je
uzorcima provedena elektroforeza u 1,5% agaroznom gelu, da bi se provjerila uspjesnost
izolacije te eventualna fragmentiranost uzoraka slobodne cirkuliraju¢e DNA. Vizualizacija je

provedena pomo¢uAmersham Imager software-a.

Slika 7. Agarozna elektroforeza izolirane slobodne cirkuliraju¢ée DNA. Elektroforeza izolirane
slobodne cirkulirajuée DNA (cfDNA) iz plazme zdravih zena i pacijentica oboljelih od
karcinoma dojke. Nakon izolacije slobodne cirkulirajuée DNA iz plazme/seruma, izolati Su
analizirani elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu i vizualizirani na Gel Imager-u. 1-3: izolati
cfDNA, karcinom dojke s metastazama, uznapredovali stadij, 4-6; izolati cfDNA pacijentica,
karcinom dojke bez metastaza, na terapiji, 7-9: izolati cfDNA zdravih Zena, 10: standard
molekulskih masa DNA (1 kb DNA).
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Iz analize agarozne elektroforeze vidi se da je pretezno genomska DNA vidljiva, s vrlo
nejasnim fragmentima koji bi pripadali cirkulirajucoj cfDNA (priblizno 400 bp). Potrebne su
specifi¢nije izolacije na kolonama specifi¢nijim za male fragmente koji bi omogudili
detaljniju analizu ¢cfDNA. Medutim, izrazito je vidljiva razlika u koli¢ini DNA u plazmi kod
pacijentica s metastazama od onih kod kojih je uspje$no provedena terapija. Temeljem toga
mozemo pretpostaviti da je njihova koncentracija cfDNA ispod detektabilnosti analize
Imager software-om nakon razdvajanja agaroznom elektroforezom. Isto tako, nakon bojanja
Gel Redom™, obi¢na vizualizacija UV-svjetlom prakticki nije bila moguca osim

vizualizacijom na Gel Imager-u.

Izolatima je odredena koncentracija i spektrofotometrijski na instrumentu Nanodrop

8000, gdje su rezultati iznosili:
izolati DNA zdravih Zena: do 12 ng/pl,
izolati DNA pacijentica oboljelih od karcinoma dojke s metastazama: 25-70 ng/ul

izolati DNA pacijentica bez metastaza: do 15 ng/pl
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4.2  Umnazanje egzona 5 ALG6 gena

Izolati su umnozeni PCR metodom uz specifi¢ne ishodnice za Y131H polimorfizam,

pri specificnim uvjetima karakteristicnim za taj polimorfizam (Tablica 2).

bp 12345678

500
300 —

200 > genski fragment gena ALG6 veli¢ine 199 bp (Y131H)

ishodnice

Slika 8. Elektroforeza PCR produkata (199 bp) nastalih umnazanjem egzona 5 i dijelova
pripadaju¢ih intronskih regija IVS4 1 IVSS5S gena ALG6. Nakon izolacije slobodne
cirkulirajuée DNA iz seruma i lancane reakcije polimerazom, PCR su produkti izolirani
eklektroforezom u 1,5% agaroznom gelu. 1: standard molekulskih masa DNA, 2-8: PCR
produkti nastali umnazanjem 7 uzoraka DNA izoliranih iz plazme pacijentica oboljelih od
karcinoma dojke s metastazama. Polozaji PCR produkata veli¢ine 199 bp i polozaji ishodnica

oznaceni su strelicom. Koli¢ina PCR produkata procijenjena je prema standardu DNA.
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genski fragment gena ALG6 veli¢ine 199 bp (Y131H) — |
ishodnice -_—

Slika 9. Elektroforeza PCR produkata (199 bp) nastalih umnazanjem egzona 5 i dijelova
pripadajucih intronskih regija IVS4 i IVSS5 gena ALG6. Nakon izolacije slobodne
cirkulirajuée DNA iz plazme i lanane reakcije polimerazom, PCR su produkti izolirani
elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu.1-4: PCR produkti nastali umnazanjem 4 uzorka
DNA izoliranih iz plazme pacijentica oboljelih od karcinoma dojke s metastazama, 5: PCR
produkt nastao umnazanjem uzorka DNA izoliranih iz plazme zdrave ispitanice, 6,7: standardi
molekulskih masa DNA. Polozaji PCR produkata velicine 199 bp i1 polozaji ishodnica

oznaceni su strelicom. Koli¢ina PCR produkata procijenjena je prema standardu DNA.

Svi su uzorci uspjesno umnozeni PCR metodom, §to upucuje na dostatnu koli¢inu

DNA u izolatima za umnazanje PCR metodom (vrijedi i za izolaciju iz seruma i iz plazme) .

Fragment odgovara Zeljenom fragmentu, PCR produktu Y131H (Slika 8,9). Svi su
PCR produkti razdvojeni na +4°C SSCP metodom, uz odgovaraju¢e uvjete, prethodno

optimirane za taj specifi¢ni polimorfizam.
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4.3  Analiza polimorfizma Y131H u genu ALG6 SSCP metodom

Prisutnost polimorfizmaY131H u genu ALG6 u uzorcima ispitana je analizom
polimorfizma konformacije jednolanéane DNA (eng. single-strand conformation

polymorphism, SSCP).

Bududi da je jedan od ¢imbenika razdvajanja temperatura pri kojoj se elektroforeza

provodi, postupak je proveden pri ve¢ prethodno optimiranoj vrijednosti temperature (4° C).

Svi uzorci analizirani su elektroforezom u 6% poliakrilamidnom gelu u 1XTBE puferu
pri temperaturi 4° C, uz struju snage 3 W (100 V, 30 mA), tijekom 5 sati i 30 minuta. Za
analizu SSCP uzorci su priredeni na sljede¢i nacin: 10-25 ul PCR produkata razrijedeno je
SSCP-puferom za denaturaciju i nanosenje uzorakau volumnom omjeru 1:2 te je smjesa
zagrijana tijekom 6 minuta pri 94° C i naglo ohladena na ledu. Kao kontrola putovanja
dvolan¢ane DNA na gel je nanesen uzorak prireden s SSCP-puferom za nanosenje uzoraka
nedenaturirane dvolancane DNA. Volumeni uzoraka nanoSenih na gel sadrzavali su priblizno

50 ng PCR produkata. Gel je po zavrsetku elektroforeze obojan srebrom.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Slika 10: PCR produkti razdvojeni poliakrilamidnom elektroforezom (SSCP analiza). 1:
standard DNA molekulskih masa, 2: heterozigot, kontrola polimorfizam Y131H (plavim
kvadratom uokvireno), 3: PCR produkt izolata cfDNA izoliran iz ispitanica s karcinomom
dojke (metastaze, uokvireno crvenim kvadratom), 4: divlji tip, 5-6: PCR produkt izolata
cfDNA izoliran iz ispitanica s karcinomom dojke, 7-10; PCR produkt izolata cfDNA izoliran

iz zdravih ispitanica.
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Na slici 10 jasno je vidljivo razdvajanje heterozigota u uzorku broj 2, sto odgovara
obrascu navedenom u literaturi. Isto se tako vidi jasna razlika izmedu ostalih uzoraka PCR
produkata karcinoma dojke s metastazama i bez njih te uzoraka dobivenih iz zdravih
ispitanica, gdje nije dobiven obrazac. Razlog tome mozda lezi u Cinjenici niske koncentracije
DNA u zdravim uzorcima, gdje optimiranje ipak nije bilo dostatno te bi se eventualno
dodatnim Sangerovim sekvenciranjem mogao utvrditi zeljeni nukleotidni slijed egzona 5
ALG6 gena i pojavnost divljeg/mutiranog tipa polimorfizma ALG6. Mutirani oblik
polimorfizma Y131H vidljiv je u pacijentica s metastazama, no broj je uzoraka nedostatan za
statistiCku analizu. Stoga bi u daljnjim istrazivanjima trebalo ukljuéiti skupine specifi¢nih

uzoraka te napraviti podrobniju statisticku analizu.

Vazno je naglasiti da je SSCP relativno precizna metoda analize pojedine mutacije
ukoliko su uvjeti adekvatno optimirani. Ipak, da bi se rezultat SSCP analize potvrdio, svi
uzorci s obrascem koji nije odgovarao normalnom obrascu, kao i odreden broj nasumicno
odabranih uzoraka koji su pokazali normalni elektroforetski obrazac, moraju dodatno biti

podvrgnuti automatskom sekvenciranju.
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4.4  Rasprava

Mnoge su bolesti pra¢ene promjenama u glikozilaciji i upravo se njihovom analizom u
nekim slucajevima moze pratiti tijek bolesti. Kod patoloskih procesa, kao $to su reumatoidni
artritis, alergije, septicki Sok te neki tumori, promjene glikozilacije blisko su povezane s
napredovanjem bolesti. Opcenito se moze rec¢i da je funkcija oligosaharida posredovanje u

specificnim reakcijama medumolekularnog prepoznavanja i moduliranje bioloskih procesa.

Golema strukturna raznolikost glikanskih struktura ¢ini ih idealnim za pohranu
bioloskih informacija. Glikani utjeCu na strukturu i funkciju glikoproteina, zbog ¢ega imaju
vaznu ulogu u mnogim bioloskim procesima. Glikozilacija moze biti uzrok bolesti, §to znaci
da je pravilna glikozilacija kljuéna za odrZzavanje homeostaze, odnosno zdravlja. Stoga je

razumljivo da su promjene glikozilacije povezane s mnogim medicinskim problemima.

Bolesti uzrokovane specificnim mutacijama gena koji kodiraju enzime ukljucene u
proces glikozilacije, pra¢ene nedostatnom ili smanjenom glikozilacijom proteina, svrstane su
u skupinu urodenih poremecaja glikozilacije (eng. Congenital Disorders of Glycosylation,
CDGs).

U genu ALG6, u egzonu 10, blizu navedene mutacije A333V i mutacije
1299delsmjesten je polimorfizam 911T>C (F304S) koji ne uzrokuje CDG-Ic. Istrazivanje
provedeno na francuskoj populaciji dokazalo je da polimorfizam F304S nije uzrok CDG, s
obzirom na visoku ucestalost nositelja od 27% (Vuillaumier-Barrot i sur., 2001). Medutim,
dokazano je da utjeCe na izrazaj klinickog fenotipa ne samo kod CDG-Ic uzrokovanog
mutacijama u genu ALGS6, nego i u drugim tipovima CDG. Primjerice, dokazano je da osobe
oboljele od CDG-la (mutacija R141H u egzonu 5 gena PMM2) koje su nositelji i

polimorfizma F304S imaju mnogo tezi klinicki oblik te drugaciji ishod bolesti od bolesnika

koji nemaju ovaj polimorfizam.

U egzonu 5 gena ALG6 kod bolesnika s CDG-Ic otkrivena je heterozigotna tockasta
mutacija 391T>C (Y131H) (Slika 6). Istrazivanja provedena na kvascima pokazala su da ova
promjena uzrokuje jednako ozbiljne promjene kao i mutacija 998C>T (A333V) koja se
pojavljuje u gotovo pola svih do sada poznatih bolesnika s CDG-Ic. Ucestalost mutacije
391T>C (Y131H) u populaciji SAD-a iznosi 0,0214, §to upuéuje na zakljuéak da bi se
homozigoti trebali pojavljivati u navedenoj populaciji s ucestalosé¢u od 1:2200. Osim toga,

glikozilacija njihovog serumskog transferina je normalna, za razliku od osoba oboljelih od
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CDG kod kojih nije prisutna mutacija 391T>C (Y131H). Stoga je jo$ uvijek nerazjaSnjeno
uzrokuje i 391T>C CDG-Ic ili je samo polimorfizam koji pridonosi simptomima. (Westphal i
sur., 2003). Potrebna je dodatna genotipizacija bolesnika sa simptomima slicnima

simptomima CDG-a, da bi se rijesilo to pitanje.

S obzirom da je poznato da N-glikozilacija utjeCe na klini¢ku ekspresiju mnogih
bolesti, bilo kao genski faktor, bilo kao glavni doprinos njihovoj patologiji, pokusaj je bio
metodoloski analizirati polimorfizam Kkoji pridonosi patogenezi urodenih poremecaja
glikozilacije (u ovom radu polimorfizam Y131H i eventualno ga povezati s kompleksnom

tumorskom boles$¢u, u ovom slucaju s karcinomom dojke).

S obzirom na navedeno, potrebno je provesti detaljnija istrazivanja u buduénosti u vezi
navedenih CDG sindroma. Neobjasnjene sluCajeve bolesti te sumnjive dijagnoze sa
simptomima sliénim CDG potrebno je preispitati te provesti detaljnije istrazivanje. Tek ¢e
buduénost pokazati stvarne ucestalosti mutacija, kako za CDG-I, tako i za CDG-II.
Istrazivanja CDG treba shvatiti kao jednu jos$ uvijek nepotpuno slozenu slagalicu ¢ijim se

postupnim upotpunjavanjem tek naziru konac¢ni obrisi cjelokupne slike.

U ovom je radu DNA izolirana metodom na silika-membrani komercijalnom kit
izolacijom koja se za potrebe analize mutacija/polimorfizama metodom SSCP nije u
potpunosti pokazala zadovoljavaju¢om. Trebalo bi uzorke izolirati na specifi¢nijim kolonama
(za slobodnu cirkulirajuéu DNA) jer fragmenti dobiveni gel elektroforezom nisu jasno
vidljivi. Ipak, ovaj se postupak izolacije pokazao zadovoljavaju¢im za pripremu gDNA koja
je koristena za umnazanje fragmenta egzona 5 ALG6 gena za genotipizaciju polimorfizma
Y131H. Izolati dobiveni ovim postupkom bili su zadovoljavajuce kvalitete pa je umnazanje
fragmenata gDNA za potrebe te analize uspjeSno provedeno. SSCP analiza dala je
zadovoljavajuce rezultate, medutim nedostatne kod PCR fragmenata izoliranih iz uzoraka
zdravih ispitanica, kod kojih bi tek naknadnim sekvenciranjem eventualno mogli potvrditi

genotip trazenog polimorfizma.

S obzirom na uspje$nu detekciju polimorfizma, a ujedno i veliku heterogenost i
raznolikost tumora, svakako bi trebalo specificirati uzorke po skupinama (stupanj bolesti,
terapija) te provesti analizu na ve¢em broju uzoraka, da bi se rezultati mogli statisticki

analizirati.
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Bilo bi zanimljivo analizirati uzorke bolesnika oboljelih od razlicitih bolesti sa slicnim
simptomima (primjerice od neuroloskih) ili osoba s psihomotornim zaostajanjem u razvoju

nepoznate etiologije te bolesnika oboljelih od enteropatije s gubitkom proteina.

S obzirom na podatke o ucestalosti mutacija i polimorfizama gena ALG6 primjenom
optimiranih metoda,daljnja bi istrazivanja trebala obuhvatiti veéi broj uzoraka. Uzevsi u obzir
¢injenicu da poremecaji vezani uz ovaj gen u velikom broju sluc¢ajeva uzrokuju neuroloske
simptome, trebalo bi mozda testirati prisutnost ovih mutacija i polimorfizama kod bolesnika s

takvim simptomima.
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ZAKLJUCCI

izolacija na komercijalnim kolonama koriStenima za izolaciju genomske DNA nije
dostatna za kompletnu vidljivost i izolaciju manjih fragmenata ocekivanih u cirkulaciji
ispitanica oboljelih od karcinoma dojke

uspje$no je umnozen zeljeni fragment egzona 5 ALG6 gena u svim uzorcima
primjenom navedenih uvjeta umnozavanja PCR metodom

polimorfizam/mutacija Y131H specificna za urodene poremecaje glikozilacije ne
moze se bez sveobuhvatnije analize povezati s kompleksno$¢u bolesti kao $to je
karcinom dojke

ispitivani uvjeti SSCP analize uspjesni su za detekciju 1 genotipizaciju
polimorfizma/mutacije Y131H, ali bi trebalo poboljsati kvalitetu i prinos DNA
izolacije
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7. SAZETAK/SUMMARY
7.1. Sazetak

Urodeni poremecaji glikozilacije (CDGs) skupina su genskih poremecaja uzrokovanih
nedostatnom sintezom ili procesiranjem glikoproteina. Do danas je poznato pedesetak
poremecaja proteinske N-glikozilacije. Klinicki je spektar sindroma CDG iznimno varijabilan,
od poremecaja ograniCenih na specificne organe do ozbiljnih multisistemskih poremecaja.
Najcesci su tipovi urodenih poremecaja glikozilacije CDG-la i CDG-Ic. Tip la nastaje kao
posljedica smanjene aktivnosti fosfomanomutaze 2 uslijed mutacija u genu PMM2, dok je
CDG-Ic uzrokovan mutacijama u genu ALG6 koji kodira MangGIcNACc2-PP-Dol al,3-
glikoziltransferazu. Pokazano je da je ucestalost nositelja odredenih mutacija, ali 1 bolesnika s
CDG, specifi¢na za pojedinu populaciju. Premda u Hrvatskoj nije otkriven nijedan bolesnik s
CDG uzrokovanim poremecajem N-glikozilacije, svrha ovoga rada bila je ispitati genotip
polimorfizma Y131H u genu ALG6 u hrvatskoj populaciji, s obzirom na njegovu visoku
pojavnost (6,7%). Za odredivanje polimorfizma gena ALG6, Y131H (391T>C u egzonu 5),
koriStena je metoda lan¢ane reakcije polimerazom i SSCP analiza. Polimorfizam Y131H
ispitivan je na zdravoj populaciji i u ispitanica oboljelih od karcinoma dojke, jer je dokazano
da Y131H polimorfizam pogorsava klinicku sliku kompleksnih genskih bolesti, ukljucujuéi i
tumore. Fragment od interesa je uspje$no genotipiziran, no za procjenu utjecaja ovog
polimorfizma na ovakvu vrstu bolesti trebalo bi provesti dodatno sekvenciranje i obuhvatiti

veci broj uzoraka.
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7.2.  Summary

Congenital disorders of glycosylation (CDGs) are a growing group of genetic
disorders caused by a deficient assembly or processing of glycoproteins. About fiffty disease-
causing defects in protein N-glycosylation are known so far. The clinical spectrum of the
different types of CDGs discovered so far is variable, ranging from disorders restricted to
specific organs to severe multisystemic disorders. The most common types of CDGs are
CDG-la and CDG-lc. Type la is caused by reduced N-glycosylation due to
phosphomannomutase 2 deficiency as a consequence of mutations in PMM2 gene and CDG-
Ic is caused by mutations in ALG6 gene, encoding MangGIcNAC.-PP-Dol al,3-
glucosyltransferase. The frequencies of heterozygotes for specific mutations, as well as CDG
patients are specific for every population. Until now no patient with CDG syndrome affecting
N-glycosylation was detected in Croatia. The aim of this study was to determine various

mutations/polymorphisms in ALG6 gene in complex disease as breast cancer.

For determination of the frequencies of polymorphisms of ALG6 gene, Y131H
(391T>C in exon 5, PCR-SSCP analysis was used. Resolution of Y131H polymorphism was
determined by SSCP analysis but it can not be said that the worse clinical outcome is due to
found mutated genotype. The results must be checked by automated sequencing to obtain
eventual minor frequent variants and to look in much bigger population study to find the right

anNSWEers.
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8.1

PRILOZI

Popis kratica

CDG — urodeni poremecaji glikozilacije
cfDNA — slobodna cirkuliraju¢a DNA
CtDNA — cirkuliraju¢a tumorska DNA
ER- endoplazmatski retikulum

GA- Golgijev aparat

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom

SSCP — polimorfizam konformacije jednolanéane DNA
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