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BIOINFORMATICKA I GLIKOBIOHEMIJSKA ANALIZA MODULARNE
ORGANIZACIJE CA125 ANTIGENA COVEKA

REZIME

CA125 antigen, poznat kao marker seroznog karcinoma ovarijuma, predstavlja
ekstracelularni deo mucina 16 (MUC16), koji nastaje njegovom proteolitickom
degradacijom. MUC16 pripada grupi transmembranskih proteina tipa I, i eksprimiran je u
velikom broju embrionalnih, ali i adultnih tkiva. Njegovu primarnu strukturu karakterisSe
prisustvo tri regiona: N-terminalni region i region tandemskih ponovaka, koji su smesteni
ekstracelularno, i C-terminalni region, koji se sastoji od transmembranskog dela i kratkog
citoplazmatskog repa. Ekstracelularni region je intenzivno glikozilovan, a u
intracelularnom regionu se nalazi potencijalno mesto fosforilacije. Fosforilacija predstavlja
signal za proteolizu i oslobadanje ekstracelularnog dela molekula (CA125 antigen), koji se
kao takav moze detektovati u razli¢itim telesnim te¢nostima.

Bioloska uloga MUC16/CA125, jos uvek nije razjasnjena. Dosadasnja ispitivanja funkcije
MUC16 (membranska forma) su, uglavnom, bila bazirana na in vitro model sistemu ¢elija
ovarijalnog karcinoma, dok su literaturni podaci o aktivnosti CA125 antigena (solubilna
forma) veoma retki. Solubilna forma predstavlja funkcionalni analog i kompetitor
membranskoj formi i, u cirkulaciji, ona prva dospeva u kontakt sa razli¢itim tipovima
normalnih ili patoloski izmenjenih ¢elija, ali ne postoje eksperimentalni dokazi 0 moguéem
uticaju na njihovu adhezivnost, kao i imunomodulatorna svojstva.

U ovom radu je ispitivana modularna organizacija MUC16/CA125 na bioinformati¢kom i
glikobiohemijskom nivou, sa ciljem da se blize definiSu bioloski kapacitet i posebnosti
prezentacije ovog molekula u kontekstu interaktoma ¢oveka. Bioinformaticka analiza, kao
deo strategije za otkrivanje moguce bioloske uloge MUC16/CA125, do sada nije koris¢ena
u ispitivanjima ovog antigena. Pored toga, u kontekstu diskretnih bioloskih funkcija, bez
obzira na izuzetan biomedicinski znacaj, ne postoje eksperimentalni podaci o interakcijama

MUC16/CA125 sa specificnim klasama receptora na celijama Krvnog sistema.



In silico analiza modularne organizacije MUC16/CA125, vrsena je na osnovu podataka koji
su preuzeti sa UniProtKB baze podataka, a koji se odnose na molekul izolovan iz ¢elijske
linije ovarijalnog karcinoma ¢oveka, OVCAR-3. Bioinformaticka analiza je obuhvatila:
odredivanje homologije (koris¢enjem BLAST, Basic Local Alignment Search Tool alatke);
ispitivanje prisustva obrazaca, strukturnih motiva i konzerviranih domena (kori$¢enjem
baza podataka kao S$to su Bgee: a dataBase for Gene Expression Evolution i Gene
Ontology, CDD, ELM, BLOCKS, InterProScan, MyHits i iProClass); odredivanje fizicko-
hemijskih osobina, globularnosti i odstupanja od pretpostavljene tercijarne strukture
(koris¢enjem ProtParam, ProtScale i GLOBPLOT v2.3 alatki); i predvidanje funkcije
pomocu alatki koje koriste nekoliko programa: JAFA, ProtFun 2.2 1 GeneOntology.
Glikobiohemijska analiza je obuhvatila ispitivanje uticaja CA125 antigena na adhezivnost i
agregabilnost eritrocita, kao i moguce interakcije sa razlic¢itim tipovima leukocitnih lektina
tj. sigleka (Siglec - sialic acid-binding immunogobulin (Ig)-like lectin) i receptora sli¢nih
lektinima tipa C (selektini, DC-SIGN - dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-
integrin 1, MMR - macrophage mannose receptor). Ispitivanje efekta CA125 antigena na
eritrocite Coveka odredivano je u testovima na cvrstoj fazi ili primenom svetlosne
mikroskopije. Interakcija CA125 antigena sa leukocitnim receptorima ispitivana je pomocu
lektinskog- i imunoblota, kao i u testovima vezivanja i inhibicije na ¢vrstoj fazi, sa
imobilisanim antigenima. Glikobiohemijskom analizom su, pored antigena iz ¢elijske linije
ovarijalnog karcinoma ¢oveka (cICA125), bili obuhvaceni i antigen kancerskog porekla iz
pleuralne tecnosti (pfCA125) kao 1 antigen fetalnog porekla (pCA125), koji se sintetiSe
tokom trudnoce.

Rezultati in silico analize proteinske sekvence MUC16/CA125, stavili su ovaj molekul u
kontekst modularnih proteina sa anotiranom ulogom u adheziji i srodnim procesima. Uvid u
sekvence koje pokazuju sli¢nost sa sekvencom MUCI16/CA125, pokazao je da se one,
uglavnom, nalaze u ekstracelularnom regionu MUC16, koji je bogat serinom i treoninom.
Ove sli€nosti se nisu mogle povezati sa anotiranim domenima iz dostupnih baza podataka,
osim parcijalno, ali statisticki znacajno sa BLLFI, multidomenom karakteristi¢cnim za
glikoproteine omotaca virusa iz familije Herpesviridae. Bioinformaticka analiza je ukazala

1 na mogucu korelaciju funkcionalnih aktivnosti, koje se pripisuju domenima bogatim



serinom/treoninom kod identifikovanih proteina u okviru ispitivanih taksona, i moguce
funkcije CA125 antigena. Na osnovu dobijenih rezultata, uloga CA125 antigena u
procesima adhezije bi mogla ukljuciti i interakcije posredstvom konzerviranih proteinskih
sekvenci, odgovornih za jonski transport, i interakcije sa Se¢ernim supstratima.

Polaze¢i od mucinske prirode CA125 antigena, kao i fizioloskih stanja u kojima je njegova
koncentracija u serumu povecana, u prvom delu glikobiohemijske analize, ispitan je uticaj
CA125 antigena na eritrocite coveka. Dobijeni rezultati su ukazali da pCA125 i pfCA125
umereno povecavaju agregaciju eritrocita, i uspesno inhibiraju njihovu adheziju. Za razliku
od njih, cICA125 je pokazao neznatan uticaj na modulaciju ovih osobina eritrocita.

Sumarni rezultati drugog dela analize, koja se odnosila na interakcije sa leukocitnim
receptorima, pokazali su da CA125, kao ligand, moze stupiti u interakcije sa razli¢itim
tipovima proteina koji vezuju sijalinsku kiselinu. Pokazano je da postoje specifi¢ni obrasci
vezivanja sigleka za ispitivane CA125 antigene, kojima se ovi antigeni, uspesnije, razlikuju
u odnosu na njihovo poreklo, nego §to se to ¢ini na osnovu oObrazaca vezivanja biljnih
lektina, takode specifi¢nih za sijalinsku kiselinu. Najuocljivija razlika je zapaZena u odnosu
na ligandni kapacitet CA125 antigena fetalnog porekla prema sigleku-7, prisuthom na
dendritskim c¢elijama, NK (natural killer cell) ¢elijama, monocitima i CD8+ T ¢elijama i
cICA125 antigena kancerskog porekla prema sigleku-9 i sigleku-10, prisutnim na B
¢elijama, NK ¢elijama, monocitima, neutrofilima i CD8+ T ¢elijama. Za razliku od sigleka,
sva tri ispitivana selektina: L-selektin, E-selektin i P-selektin su, na dozno-zavisan nacin,
interagovali sa pfCA125 i u manjoj meri pCA125, ali ne i cICA125. Pored toga, zapaZzeno
je i da je P-selektin reagovao na znatno nizim koncentracijama nego L- i E-selektin. Na
osnovu uocenog visokog afiniteta P-selektina, CA125 antigen bi pre stupio u interakcije sa
aktiviranim endotelnim ¢elijama ili krvnim plo¢icama, na kojima je ovaj selektin prisutan,
nego sa ¢elijama na kojima su prisutni drugi tipovi selektina.

Ispitivanje interakcije CA125 antigena i DC-SIGN, koji je eksprimiran na povrsini
dendritskih celija (DC) i koji vezuje manan i visoko-manozne glikane kao i glikane sa
terminalnim Le*/Le*/Le%/Le” antigenima, pokazalo je da on prepoznaje pCA125 i pfCA125
antigen. Rezultati inhibicije su ukazali da je vezivanje DC-SIGN za pCA125 zavisno od

prisustva glikana bogatih manozom, za razliku od vezivanja pfCA125, koje je nezavisno od



prisustva N- ili O-glikana, $to bi moglo uticati na njegove diskretne receptorske funkcije.
Manozni receptor makrofaga (MMR), koji je prisutan na makrofagama i DC i koji vezuje
terminalnu manozu i fukozu i SLe*, nije reagovao ni sa jednim od ispitivanih CA125
antigena.

Receptori sli¢ni lektinima tipa C imaju vaznu ulogu u imunskom sistemu, u smislu
posredovanja u interakcijama tipa ¢elija-Celija, tj. u medusobnom kontaktu leukocita ili u
njihovom kontaktu sa endotelom, kao i u vezivanju patogena. Promene u glikozilaciji
liganada za receptore sli¢ne lektinima tipa C, direktno uticu na njihovu aktivnost i
specificnost 1 imaju vazne posledice na razvoj, prezivljavanje i reaktivnost ¢elija krvnog i
imunskog sistema. Rezultati ovoga rada ukazuju da bi razlike u strukturi/glikozilaciji
CA125 antigena, koje se vezuju za posebna fizioloSka i patoloska stanja, mogle menjati
njegov uticaj na celije krvnog sistema ¢oveka I imati znacajne biomedicinske posledice u
razli¢itim mikrosredinama. Dalji uvid u prirodu i mehanizme multifunkcionalnosti CA125
antigena zahteva interdisciplinarni pristup baziran na kompleksnim interakcijama koje su

posredovane razli¢itim strukturnim domenima.

Kljuéne reci: CA125 antigen, in silico analiza, glikobiohemijska analiza, eritrociti,
adhezija, leukocitni receptori, sigleci, selektini, DC-SIGN, manozni receptor makrofaga
Nau¢na oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Glikobiologija
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BIOINFORMATIC AND GLYCOBIOCHEMICAL ANALYSIS OF HUMAN CA125
ANTIGEN MODULAR ORGANIZATION

ABSTRACT

CA125 antigen, a well known tumour marker for serous ovarian cancer, is an extracellular
part of the mucin 16 (MUC16) molecule. This antigen arises from proteolytic degradation
of MUCI16, a type | transmembrane protein, expressed in both embrional and adult tissue.
The primary structure of MUCL16 consists of three characteristic parts: an N-terminal region
and a series of tandem repeats, which are located extracellularly, and a C-terminal region,
which consists of the transmembrane part and a short cytoplasmic tail. The extracellular
peptide is extensively glycosylated, and there is a potential phosphorylation site in the
intracellular chain. Phosphorylation is a signal for proteolysis and release of the
extracellular part of the molecule (CA125 antigen), which can be detected as such in
various body fluids.

The biological role of MUC16/CA125 is not yet understood. Previous investigations of
MUC16 (membrane form) functions were generally based on in vitro cell model systems of
ovarian cancer, whereas published data on the activity of CA125 antigen (soluble form) are
very rare. The soluble form is a functional analog and competitor to the membrane form,
and, in the circulation, it first contacts different types of normal or pathologically altered
cells. However, there is no experimental evidence on its possible impact on their adhesion
nor immunomodulatory properties.

In this work, the modular organization of human CA125 antigen was analyzed
bioinformatically and glycobiochemically, aiming at closer definition of the biological
capacity and presentation of this molecule in the context of the human interactome. As part
of a strategy to detect a possible biological role for MUC16/CA125, bioinformatics analysis
has never been used in studies of this antigen. In addition, in the context of discrete
biological functions, regardless of its great biomedical importance, there are no



experimental data on the interactions of MUC16/CA125 with specific classes of receptors
on cells of the blood system.

The modular organization of MUC16/CA125, was analyzed in silico using data taken from
the UniProtKB database, which refers to a molecule isolated from the human ovarian
cancer cell line, OVCAR-3. Bioinformatic analysis included: determination of homology
(using BLAST, Basic Local Alignment Search Tool Tool); investigation of patterns,
structural motifs and conserved domains (using databases such as Bgee: a database for
Gene Expression and Gene Ontology Evolution, CDD, ELM, BLOCKS, InterProScan and
MyHits iProClass); determination of physical and chemical properties, globularity and
deviations from the assumed tertiary structure (using ProtParam, ProtScale and
GLOBPLOT v2.3 tools); and function prediction using tools that employ several programs:
JAFA, ProtFun 2.2 and GeneOntology.

Glycobiochemical analysis comprised examination of the influence of CA125 on adhesion
and aggregation of erythrocytes, as well as on interactions with different types of leukocyte
lectins, namely siglecs [sialic acid-binding immunogobulin (lg)-like lectin] and C-type
lectin-like receptors [selectins, dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin 1
(DC-SIGN) and macrophage mannose receptor (MMR)]. The effect of CA125 antigen on
human erythrocytes was determined using solid phase tests and light microscopy. The
interaction of CA125 with leukocyte receptors was investigated employing lectin-blot and
immunoblot, as well as binding and inhibition solid phase assays. Cancer antigen isolated
from human pleural fluid (pfCA125) and pregnancy-associated antigen (pCA125) were
included in the glycobiochemical analysis in addition to antigen from the human ovarian
carcinoma cell line (cICA125).

The results of in silico analysis placed MUC16/CA125 in the context of modular proteins
with an annotated role in adhesion-related processes. They pointed to similarities within
extracellular serine/threonine rich regions of MUCL16 to protein sequences expressed in
evolutionarily distant taxa. No relation to annotated domains from available databases
appeared, except for BLLF1, a multidomain characteristic of virus envelope glycoproteins
of the Herpesviridae family. Bioinformatics analysis also pointed to a possible correlation

between functional activities, which are attributed to serine/threonine rich domains of



proteins identified in the studied taxa, and possible CA125 antigen function. Based on these
results, the role of CA125 antigen in adhesion processes could involve interactions through
conserved protein sequences responsible for ion transport, and for interactions with sugar
substrates.

Considering the mucin nature of CA125 antigen, as well as physiological conditions in
which its concentration in serum is increased, the effect of this antigen on human
erythrocytes was investigated in the first part of glycobiochemical analysis. The results
showed that pCA125 and pfCA125 moderately increased aggregation of erythrocytes, and
successfully inhibited their adhesion. In contrast, cICA125 showed little to no modulation
of these properties.

The second part of the glycobiochemical analysis related to interactions with leukocyte
receptors. This showed that, as a ligand, CA125 may interact with different types of
proteins that bind sialic acid. Siglecs were found to have specific binding patterns, which
more effectively distinguished CA125 antigens of fetal from those of cancer origin, in
contrast to the binding patterns of sialic acid-specific plant lectins. The most obvious
difference was the ligand capacity of pCA125 antigen towards siglec-7, expressed on
dendritic cells, NK (natural killer cells), monocytes and CD8+ T cells, and clICA125
towards siglec-9 and siglec-10 on B cells, NK cells, monocytes, neutrophils and CD8+ T
cells. Unlike siglecs, all three investigated selectins: L-selectin, E-selectin and P-selectin,
interacted in a dose-dependent manner with pfCA125, and to a lesser extent with pCA125,
but not with cICA125. Moreover, P-selectin reacted at significantly lower concentrations
than L- or E-selectin. Thus, CA125 antigen would preferentially interact with activated
endothelial cells or platelets expressing P-selectin, compared to cells expressing the other
types of selectin.

The interaction of CA125 antigen and DC-SIGN, which is specific for mannan, high-
mannose glycans and glycans with terminal Le* / Le¥ / Le* / Le® antigens was studied. DC-
SIGN is expressed on dendritic cells (DC) and recognized pCA125 and pfCA125 antigen.
Inhibition of DC-SIGN binding to pCA125 was dependent on the presence of mannose-rich
glycans, in contrast to the binding to pfCA125, which was not affected by the presence of

N- or O-linked glycans, all which can modify their discrete receptor functions. Macrophage



mannose receptor (MMR), which is expressed on macrophages and DC, and which binds
terminal mannose, fucose and sialyl Le*, did not react with any of the tested CA125
antigens.

C-type lectin-like receptors play an important role in the immune system, mediating in cell-
cell interactions, i.e. contacts between leukocytes or between leukocytes and endothelium,
and in the binding of pathogens. Glycosylation changes in ligands for C-type lectin-like
receptors directly influence their activity and specificity and have important effects on the
development, survival and reactivity of cells of the blood and immune systems. Based on
the results of this study, differences in the structure/glycosylation of CA125 antigens
associated with different physiological or pathological conditions, could alter their
influence on the human blood cells, and have important biomedical implications in
different microenvironments. Further insight into the nature and mechanisms of CA125
multifunctionality requires an interdisciplinary approach, based on complex interactions

that are mediated by its different structural domains.

Key words: CA125 antigen, in silico analysis, glycobiochemical analysis, erythrocytes,
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1.1 Mucini

1.1.1. Mucini: opste odlike i klasifikacija

Mucini su glikoproteini velike molekulske mase (masa mucina se krece i1 preko 10° Da), sa
visokim sadrzajem glikana, pretezno O-tipa. Oni predstavljaju glavnu proteinsku
komponentu mukusa - povrsinskog, zastitnog sloja epitela (Hollingsworth i Swanson,
2004). SintetiSu se kao monomeri, u formi apomucina, a zatim se posttranslaciono
modifikuju intenzivnom glikozilacijom. Zreli molekuli mucina sastoje se iz dva regiona
(slika 1). Jedan region c¢ine amino- i karboksi-terminalni krajevi, koji su slabo
glikozilovani, ali su bogati cisteinom, koji najverovatnije ucestvuje u stvaranju disulfidnih
veza unutar i izmedu monomera (Kufe, 2009). Drugi region ¢ini centralni deo molekula,
koji predstavlja glavnu odliku mucina, kojom se oni razlikuju od drugih molekula (Kufe,
2009). Njega karakteriSe veliki broj tandemskih ponovaka (od 10 do 80 aminokiselina), sa
visokim sadrZajem prolina, treonina i serina (PTS domeni). U okviru PTS domena, na
serinskim i treoninskim ostacima, dolazi do intenzivne O-glikozilacije. Glikani N-tipa

mogu biti, takode, prisutni, ali u znatno manjoj meri.

HoN =@ RO T 1 [T COOH

@ oligosaharidi

@ cisteinski ostatak
1 tandemski ponovak

Slika 1. Sematski prikaz strukture monomera mucina.



Familija humanih mucina (MUC) se sastoji od proteina oznacenih kao MUC1 — MUC21, i
svi oni su podklasifikovani u sekretorne i transmembranske mucine. Sekretorni mucini
(npr. MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 i MUC19) formiraju fizi€¢ku barijeru u formi
mukoznog gela. On pruza zastitu epitelnim celijama, koje oblazu respiratorni i
gastrointestinalni trakt, kao i povrSine kanala, koji se nalaze kod organa kao Sto su jetra,
grudi, pankreas i bubrezi. Transmembranski mucini (npr. MUC1, MUC4, MUC13 i
MUC16), imaju jedan region koji prolazi kroz membranu i ogromne ekstracelularne
domene sa O-glikozilovanim tandemskim ponovcima, koji doprinose strukturi protektivnog

mukoznog gela.

1.1.1.1. Sekretorni mucini

Postoje dve klase sekretornih mucina: mucini koji formiraju gel (MUC2, MUC5AC,
MUC5B, MUCG6 i MUC19) i mucini koji ne formiraju gel (MUC7, MUC9). Njihova uloga
se sastoji u zastiti ¢elija od razliCitih uticaja spoljasnje sredine (bakterije, toksini uneti u
organizam, reaktivni oblici kiseonika - ROS, ili proteoliti¢ki enzimi u gastrointestinalnom
traktu), a mogu i suprimirati inflamatorni odgovor (slika 2).

Mucini koji formiraju gel su veliki polimerni molekuli, ¢iji polipeptidni deo sadrzi i preko
5000 aminokiselina. Za razliku od njih, mucini koji ne formiraju gel, su monomeri i imaju
manje molekulske mase (Moniaux i sar., 2001, 2004; Van Seunigen, 2008). Sekretorni
mucini su kodirani grupom gena koji se nalaze na hromozomskom lokusu 11p15, i smatra
se da dele zajedni¢ko poreklo sa von Willebrand-ovim faktorom (VWF), glikoproteinom

koji omogucava adheziju krvnih plocica za zidove krvnih sudova (Desseyn i sar., 1998,

2000).
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Slika 2. Distribucija sekretornih mucina.
(Preuzeto iz Donald W. Kufe, Nature Reviews Cancer 2009.)

Njihova polimerizacija je omogucena prisustvom vVWF domena tipa C ili D, kao i domena
cisteinskih ¢vorova, koji su odgovorni za dimerizaciju u endoplazmaticnom retikulumu.
Pored toga, ova grupa mucina ima glikozilovane PTS domene, kao i SEA domene. SEA
domen je dobio naziv prema proteinima kod kojih je prvi put identifikovan (Sea urchin
sperm protein, Enterokinaza i Agrin). On se sastoji od oko 120 aminokiselina i uglavnom
se javlja kod proteina koje karakteriSe visok nivo glikozilacije, a koji su po svojoj funkciji
veoma razli¢iti (Bork i1 Patthy, 1995). Pretpostavlja se da on ima regulatornu funkciju ili
funkciju vezivanja bo¢nih ugljenohidratnih lanaca.

Najbolje proucen sekretorni mucin je MUC2. On je protein gastrointestinalne mukoze, a
dovodi se u vezu sa inflamatornim procesima 1 kancerom. Pokazano je da on sadrzi veliki,

veoma glikozilovan, centralno postavljen PTS domen, kao i domene bogate cisteinom u
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amino- i karboksi-terminalnom regionu. Karboksi-terminalni region ovog molekula
doprinosi formiranju homodimera u endoplazmati¢nom retikulumu, i nakon O-glikozilacije
u Goldzijevom aparatu, MUC2 formira trimere, preko disuflidnih veza na amino-terminusu,
koji su otporni na proteaze (Asker i sar., 1998; Herrmann i sar., 1999; Godl i sar., 2002;
Lidell i sar., 2003). Smatra se da MUC2 ima ulogu u suprimiranju inflamatornih procesa u

crevnom traktu i da to moZe inhibirati razvoj intestinalnih tumora (Velcich i sar., 2006).

1.1.1.2. Transmembranski mucini

U transmembranske mucine spadaju MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13,
MUC15, MUC16, MUC17 i MUC20 (Moniaux i sar., 2001, 2004; Van Seunigen, 2008).
Njihova veli¢ina varira izmedu 334 aminokiselina (MUCI15) do vise od 22000
aminokiselina (MUC16). Ovi mucini imaju transmembranski domen i relativno kratak
citoplazmatski rep, a SEA domeni su karakteristi¢no locirani izmedu O-glikozilovanih PTS
ponovaka i transmembranskog domena.

MUC4, za razliku od drugih transmembranskih mucina, ne poseduje SEA domene, ali ima
nidogenski domen, kao i AMOP domen (naden kod veceg broja proteina a koji korelira sa
njihovim adhezivnim svojstvima) i VWF domen u ekstracelularnom regionu (Duraisamy i
sar., 2006).

MUCI13 pokazuje strukturnu sli¢nost sa MUC4, a sadrzi N-terminalne tandemske ponovke,
tri domena slicna EGF-u (epidermal growth factor, epidermalni faktor rasta) i SEA domen.
Domen slian EGF-u, sadrze i MUC3, MUC12 i MUC17 (Duraisamy i sar., 2006). Za

razliku od njih, MUC16 poseduje veci broj SEA domena, ali ne i domene slicne EGF-u.



Aberantna ekspresija MUC4, MUC13 i MUCI16 se povezuje sa razliitim metastatskim
promenama kod ¢oveka.

Transmembranski mucini se nalaze na apikalnoj membrani epitelnih celija, tako da se
njihovi glikozilovani tandemski ponovci bogati prolinom, serinom i treoninom (PTS
domeni) pruzaju iza glikokaliksa (ugljenohidratnog sloja na povrsini ¢elija koji se sastoji od
oligosaharidnih komponenata boc¢nih lanaca glikoproteina i glikolipida prisutnih u

membrani ¢elija) (slika 3).

- -
# N-terminalna podjedinica koja

—— | sadrzi glikozilovane tandemske

PTS ponovci ponovke doprinosi strukturi muku-

Oslobadanje snih gelova
Transmembranski <

mucini } Glikokaliks
> C-terminalne transmembranske

podjedinice funkcionisu kao re-
ceptori koji ucestvuju u celijskoj
signalizaciji

OOO

Slika 3. Transmembranski mucini.
(Preuzeto iz Donald W. Kufe, Nature Reviews Cancer 2009.)

MUCI i MUC4, a moguc¢e i MUCI13, su heterodimerni molekuli. Translacijom njihovih
RNK nastaju pojedinaéni polipeptidi, koji se isecaju, i nastaju amino- i karboksi-terminalne

podjedinice, koje formiraju stabilni kompleks u kom nisu medusobno kovalentno vezane.
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N-terminalne podjedinice ovih mucina, koje sadrze PTS domene, se mogu osloboditi od
transmembranskih podjedinica, koje kao receptori mogu signalizirati prisustvo inflamacije
ili drugih promena, u unutra$njost Celije. lako i MUCI16 podleze autoproteolitickom
isecanju, nije poznato da li se MUC16 eksprimira kao heterodimerni kompleks, ili se
oslobadanje N-terminalnog regiona MUC16 odigrava nakon njegovog pozicioniranja na
apikalnoj membrani ¢elije (Kufe, 2009).

Jedan od najbolje proucenih transmembranskih mucina je MUCI. On je lokalizovan na
apikalnoj membrani normalnih sekretornih epitelnih celija (Kufe i1 sar.,, 1984).
Neoplasti¢cnom transformacijom ovih ¢elija, i gubitkom njihove polarizovanosti, ekspresija
MUCI se drasti¢no povecava. Pokazano je da razlika izmedu normalne i aberantne forme
MUCI, ne lezi u promenama u sekvenci proteina, ve¢ u njegovoj glikozilaciji, koja je
promenjena kod MUCI, koga sintetiSu tumorske ¢elije. Glikozilacija tandemskih ponovaka
aberantne forme MUCI je takva da se sastoji od samo jednog Secera, GalNAc (poznatog

kao Tn antigen), ili od dva Secera, GalB1,4GalNAc (poznatog kao T antigen) (Finn, 2008).

1.1.1.3. Evolucija sekretornih i transmembranskih mucina

Clanovi familije humanih mucina klasifikuju se prema homologiji u njihovoj zajedni¢koj
bioloskoj strukturi tj. PTS domenu, a ne prema njihovoj evoluciji od zajednickih predackih
gena. Evolucija mucina i njihovih domena prikazana je na slici 4.

Dostupni podaci ukazuju da su se sekretorni mucini pojavili rano tokom evolucije metazoa,
1 da su geni MUCS5AC 1 MUCS5B evoluirali od zajednickog predackog gena MUCSACB.
Gen MUCS5ACB je nastao od predackog gena od kog je nastao i MUC2 gen (slika 4a)

(Duraisamy i sar., 2006, 2007; Lang i sar., 2007). Sekvence MUCL1 gena, koje se nalaze



uzvodno od njegovih SEA domena, kao i MUCL1 citoplazmatski domen (MUC1-CD),

evoluirali su od MUC5B gena (slika 4b).

a — MUC2
Predak ==

—> MUCS5ACB progenitor == MUC5B == MUC]

WB—IWO-EWO—ED
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1
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MUCI-C
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mucss GWB— TiL

MUC4

MUCI3

MUCIé

Slika 4. Evolucija sekretornih i transmembranskih mucina.
(Preuzeto iz Donald W. Kufe, Nature Reviews Cancer 2009.)

CT - C-terminalni domen cisteinski ¢vor; ED - ekstracelularni domen; EGF - epidermalni
faktor rasta; TIL - domen bogat cisteinom Kkoji je sli¢an inhibitoru tripsina; TM -
transmembranski domen; TR - tandemski ponovci; VWF - von Willebrand-ov faktor;
HSPG2 - heparan-sulfat proteoglikan 2; VWD - vWF domen tipa D; VWC - VWF domen
tipa C; NIDO — nidogenski domen;  AMOP - adhezioni domen naden kod MUC4 i drugih
proteina; SEA - Sea urchin sperm protein, Enterokinaza i Agrin.



Na osnovu analize sekvenci SEA domena, nadeno je da su oni kod MUCI1 i MUCI13
evoluirali od heparan-sulfat proteoglikana 2 (HSPG2), dok su kod MUC16 evoluirali od
agrina (Duraisamy i sar., 2006). Nidogenski domen (NIDO) MUC4 je evoluirao od pretka
zajednickog za nidogenski i adhezioni domen naden kod MUC4 i drugih proteina (AMOP).
Osim NIDO, kod MUC4 naden je i vWF domen tipa D (VWD), koji vodi poreklo od

proteina 2 koji sadrzi Sushi domen (SUSD2) (slika 4c) (Duraisamy i sar., 2006).

1.1.1.4. MUC16 (CA125)

Mucin 16 (MUCI16), poznat jo$ 1 kao CA125 antigen (kancer antigen 125), je primarno
identifikovan kao antigen koga prepoznaje antitelo OC125. Zahvaljujuéi doktorima Robertu
Bast i Robertu Knap, kao i njihovom istrazivatkom timu, 1981. godine, tehnikom somatske
hibridizacije ¢elija slezine miSa imunizovanih ¢elijskom linijjom ovarijalnog karcinoma
OVCA 433, dobijeno je ovo monoklonsko antitelo (Bast i sar., 1981). Studije koje su
usledile, sugerisale su da je CA125 antigen po svojoj strukturi ugljenohidratni epitop,
sijalilsaharid u sastavu mucina ili membranski epitop, a njegova ekspresija je dovedena u
vezu sa epitelnim kancerom ovarijuma (Hanish i sar., 1985; Nustad i sar., 1998; Yin i sar.,
2001). Na osnovu rezultata dobijenih 2001. godine, CA125 antigen je svrstan u familiju
mucina i ozna¢en kao MUCI16 (Yin i sar., 2001). MUC16 je transmembranski protein, koji
je u ekstracelijskom regionu intenzivno glikozilovan, tako da 24-28 % molekulske mase
¢ine ugljeni hidrati, a danas je poznato da CA125 antigen predstavlja njegov ekstracelijski

deo.



1.1.1.4.1 Mucl6 gen

Mucl6 gen je lokalizovan na hromozomu 19 (19p13.2) a ukupna duZina gena iznosi

priblizno 179 kbp (slika 5).

Chr 19
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Slika 5. Sematski prikaz hromozoma 19.
Polozaj gena Mucl6.
(preuzeto sa http://www.genecards.org)

Smatra se da Mucl6 gen najverovatnije sadrzi 90 introna, ali postoje neslaganja u vezi sa
ukupnim brojem egzona koji ulaze u njegov sastav. Ovo je posledica odsustva/prisustva
nekih delova sekvenci (naro¢ito u ponavljajuéim regionima) u dostupnim genomskim
bazama podataka. Amino-, odnosno karboksi-terminalni domen MUC16 su kodirani sa po
9 egzona smestenih na 5°, odnosno 3’ kraju gena. Pretpostavlja se da 5 sukcesivnih egzona
kodira svaki tandemski ponovak centralnog regiona, dok su dva poslednja egzona
nepreklapaju¢a i1 nikad ne podlezu transkripciji u isto vreme. Mucl6 gen podleze
alternativnom splajsingu, 1 smatra se da, na taj nacin, moZe nastati osam razli¢itih
transkripata, koji mogu kodirati osam izoformi proteina. Ekspresija Mucl6 gena je,

najverovatnije, regulisana putem dva, uzvodno postavljena gena.



1.1.1.4.2 MUC16: Struktura i organizacija domena

U humanom MUCL16 izdvajaju se tri regiona: N-terminalni region i region tandemskih
ponovaka, koji su smesteni ekstracelularno, i C-terminalni region, koji se sastoji od
transmembranskog dela i kratkog citoplazmatskog repa. S obzirom da mu se N- i C-
terminusi nalaze na suprotnim stranama celijske membrane, kao 1 da sadrzi jedan
transmembranski domen, MUC16 pripada grupi transmembranskih proteina tipa I. Prema
dostupnim literaturnim podacima, u sastav MUC16 ulaze 22152 aminokiseline (O’Brien i
sar., 2001, 2002; Perez i Gipson, 2008). U ekstracelularnom regionu MUC16 dolazi do
intenzivne glikozilacije a prisutni su N-glikani i, naro¢ito O-glikani. Fosforilacijom
intracelularnog  C-terminusa, indukuje se proteoliticko isecanje i oslobadanje
ekstracelularnog domena u ekstracelularni prostor. Sekretorne forme MUC16 mogu
medusobno interagovati, preko interlancanih disulfidnih veza, §to dovodi do formiranja
velikog matriksa nalik gelu, u ekstracelularnom prostoru ili u lumenu sekretornih kanala.
MUC16 moze imati 7-60 parcijalno konzerviranih tandemskih ponovaka, u zavisnosti od
alternativnog splajsinga, tj. moZe postojati u ve¢em broju izoformi. Svaki tandemski
ponovak se sastoji od 156 aminokiselina (Maeda i sar., 2004). U svakom tandemskom
ponovku nalaze se dva konzervirana cisteinska ostatka, koji formiraju disulfidni most,
stvarajuéi tako petlju od 19 aminokiselina, ¢ime se stabilizuje struktura MUC16 (O'Brien i
sar., 2001). U regionu tandemskih ponovaka su identifikovani razli¢iti proteinski domeni
kao Sto su: SEA, ankirinski (ANK) i domeni bogati leucinom (leucine rich repeat - LRR),
kao 1 mesto podlozno proteolizi, koje se nalazi blize ¢elijskoj membrani.

SEA domen obi¢no sadrzi 120 aminokiselina, od kojih je 80 visoko konzervirano. MUC16,
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za razliku od drugih mucina, sadrzi veé¢i broj SEA domena. Ovi domeni pokazuju znatno
veéi stepen medusobne strukturne homologije nego homologije sa istim domenima kod
drugih mucina (Maeda i sar., 2004). Jedan od identifikovanih SEA domena, kod MUC16,
smesten je van regiona tandemskih ponovaka (Yin i Lloyd, 2001).

Trodimenzionalna struktura SEA domena, dobijena NMR spektroskopijom, otkriva da je
ovaj domen organizovan u vidu jedinstvenog o/p sendvica, sa N- i C-terminusima na istoj
strani molekula. a/p sendvi¢ se sastoji iz dva sloja. Prvi sloj se sastoji od Cetiri -naborane
antiparalelne ploc¢e i jednog kratkog a-heliksa, dok se drugi sloj sastoji od dva dugacka a-
heliksa i dve kratke B-naborane ploce (Maeda i sar., 2004). Na B plo¢i SEA domena se
nalaze epitopi koje prepoznaju monoklonska antitela prema CA125 antigenu. Postoje dva
dominantna epitopa, oznacena kao A i B, koja prepoznaju OC125 i M11 antitelo. Ostala
monoklonska antitela, koja prepoznaju ove epitope, oznacavaju se kao antitela sli¢na
0OC125, tj. antitela sli¢na M11.

Ankirinski domeni (ankirinski ponovci, ANK) su jedni od najrasprostranjenijin motiva u
prirodi, koji ucestvuju u interakcijama protein-protein. Oni se sastoje od oko 33
aminokiseline, koje formiraju dva a-heliksa 1 jednu B plocu (Gorina 1 sar., 1996). Ovi
ponovci su nadeni kod velikog broja funkcionalno razli¢itih proteina, kao §to su proteini
koji zapocCinju transkripciju, regulatori ¢elijskog ciklusa, proteini citoskeleta, transporteri
jona i proteini koji ucestvuju u signalnoj transdukciji.

Domeni bogati leucinom (leucin rich repeats, LRR) su proteinski strukturni motivi, koji
formiraju a/p potkovicu-nabor, i sastoje se od ponavljajucih nizova od 20-30 aminokiselina

(Kobe 1 Deisenhofer, 1994; Enkhbayar i sar., 2004). o/p potkovica ima B paralelne ploce
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postavljene ka unutra$njosti potkovice i seriju spoljasnje postavljenih a-heliksa. Na
povrsinama o-heliksa i f ploc¢a dominiraju hidrofilni boé¢ni lanci aminokiselina, dok region
izmedu a-heliksa i B ploca ¢ini hidrofobno jezgro bogato leucinom. Smatra se da je uloga
ovih domena u ostvarivanju interakcija protein-protein (Kobe i Kajava, 2001; Gay i sar.,
1991).

Na region tandemskih ponovaka nastavlja se transmembranski deo. Ovaj deo je hidrofoban,
zahvaljujué¢i visokom sadrzaju lizina. Intracelularni deo C- terminusa ¢ini 256
aminokiselina, medu kojima je i sekvenca RRRKKEGEY, za koju se zna da je potencijalno
mesto fosforilacije. Jedan od tirozinskih ostataka u citoplazmatskom repu nalazi se u okviru
sekvence YTNP. Ovaj motiv je homolog Src-2 domenu, koji je prisutan u proteinima Kkoji

ucestvuju u signalnoj transdukciji (Hansen i sar., 1995).

1.1.1.5. Funkcionalna svojstva mucina

Organizacija i struktura mucinskog polipeptida, u normalnim, kao i njihove modifikacije u
patoloSkim stanjima, odraZavaju veliki broj mogu¢ih funkcija. Osnovna uloga mucina je da
odrZavaju homeostazu, 1 na taj nain omogucavaju ¢elijama da opstanu pri promenama
uslova spoljasnje sredine. Zahvaljujuéi strukturi i biohemijskom sastavu, mucini doprinose
zaStiti povrSine, kao 1 regulaciji lokalne mikrosredine celija. Molekularni sastav i
formiranje struktura viSeg reda, omoguc¢ava im i specijalizovane funkcije, kao §to je npr.
selektivna difuzija HCl u Zelucu. Osim toga, mucini mogu ucestvovati u signalnoj

transdukciji 1 patogenezi kancera, narocito adenokarcinoma.
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1.1.1.5.1. Funkcije mucina u normalnim fizioloskim uslovima

1.1.1.5.1.1. lzgradnja fizicke barijere i odrzavanje homeostaze lokalne mikrosredine

Primarna funkcija velikog broja mucina je da zadrze vodu na povrSinama, koje su izlozene
sredinskim uticajima, a nisu zasti¢ene slojevima nepropusnim za vlagu, kao $to su slojevi u
kozi. Intenzivna sijalinizacija u PTS domenima, koja doprinosi jakom negativnom
naelektrisanju, omoguc¢ava im veliki kapacitet za vezivanje vode. Pored toga Sto ucestvuju
u odrzavanju hidratacije, mucini predstavljaju fizicku barijeru za mikroorganizme i
nerastvorne materije, a i konfiguriSu jonski sastav, koncentraciju i dostupnost pojedinih
molekula (Hollingsworth i Swanson, 2004). Na ovaj nacin, mucini odrzavaju homeostazu
lokalne mikrosredine. Njihova funkcija na povrsini Celije sastoji se i u selekciji molekula,
koja nastaje kao rezultat regulacije efluksa i influksa specifi¢nih molekula. Ova funkcija
mucina se pripisuje njihovim tandemskim ponovcima. Zahvaljujuéi svojoj stehiometriji, oni
omogucavaju lokalno koncentrisanje neutralnih i naelektrisanih oligosaharidnih struktura,
koje mogu funkcionisati kao jonoizmenjivac¢i ili mogu omoguditi ili inhibirati difuziju
molekula. Na povrsini epitela Zeluca, npr., mukus (prvenstveno MUCSAC 1 MUC6)
formira zastitni sloj 1 predstavlja barijeru koja selektivno omogucava difuziju HCI (Bhaskar
i sar., 1992). Epitelne c¢elije Zeluca luce bikarbonatne jone, koji se zadrzavaju u sloju
mukusa, 1 na taj nacin se stvara gradijent od pH 2 u lumenu Zeluca, do pH 6-7 na povrsini
epitelnih celija (Bhaskar i sar., 1992). HCI interaguje sa slojem mukusa Zeluca na razlicite
nacine, u zavisnosti od pH vrednosti. Injekciranjem HCI u sloj mukusa, na vrednostima
iznad pH 4, dolazi do formiranja kanala ili struktura u obliku prstiju kroz koje HCI prolazi,

dok na vrednostima ispod pH 4, HCI ne moze da prodre kroz mukusni sloj (Bhaskar i sar.,
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1992). U Zelucu, ove karakteristike mucina omogucavaju da HCI, koju sintetiSu Zlezde,
prode kroz sloj mukusa u lumen, a u isto vreme, predstavljaju barijeru koja onemogucéava
da izlu¢ena HCI dospe nazad do epitelnih celija Zeluca. Na ovu funkciju mucina znacajno
uti¢e njihov nivo sijalinizacije, kao i prisustvo drugih proteina i komponenata u samom
mukusu, koji mogu modifikovati njegove biohemijske osobine (Tanaka i sar., 1997; Fujita i
sar., 2000). Povecanjem sijalinizacije mucina, u mukusnom sloju zeluca, smanjuje se

propustljivost protona a povecava se protok HCI.

1.1.1.5.1.2. Oslobadanje aktivnih molekula iz mukusnih slojeva

Kompleksni mucinski gelovi mogu da interaguju i zadrzavaju bioloski aktivne molekule iz
okolne sredine. Po oslobadanju, koje moze biti uzrokovano oSteéenjem epitela, ovi
molekuli mogu pokrenuti inflamatorne procese, popravku oSteCenih slojeva mucina ili
zaceljivanje epitela. Najbolje okarakterisan primer ovih molekula su faktori tri petlje —
trefoil factors (TFFs), relativno konzervirana familija peptida koja sadrzi motiv tri petlje —
trefoil motif (TF) (Sands i Podolsky, 1996; Sommer i sar., 1999). TF motiv nastaje kada se
formiraju tri petlje, intralan¢anim disulfidnim vezama izmedu Sest konzerviranih cisteinskih
ostataka, u konfiguracijama 1-5, 2-4, 3-6. Vecina Celija epitela, koje produkuju mucine,
eksprimira TFFs, ukljuCujuéi epitelne celije respiratornog i gastrointestinalnog trakta,
pljuvaénih zlezda, o¢ne povrsine i uterusa (Hoffmann i Jagla, 2002). TFFs se vezuju za D
domene mucina 1, zahvaljujuci svojim bioloskim osobinama, doprinose viskozitetu mukusa
i obezbeduju zastitu epitelnim ¢elijama (Hoffmann i Jagla, 2001; Thim i sar., 2002). Po
oslobadanju, TFFs pokre¢u rekonstituciju oSteCenog mukusa na mestima njegovog

oStecenja (Tran 1 sar., 1999; Taupin i sar., 1999). Specificne bioloske aktivnosti, koje se
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povezuju sa TFFs su: anti-apoptoza, podsticanje Celijske pokretljivosti, kao i podsticanje
diferencijacije ¢elija (Wright i sar., 1997; Lalani i sar., 1999).

Smatra se da mucini i mukusni gelovi, pored TFFs, mogu da vezuju i otpustaju citokine,
faktore rasta i diferencijacije, kao i medijatore koji ucestvuju u inflamaciji. Pokazano je da
interleukini ¢oveka IL-1, IL-4, IL-6 i IL-7, poseduju specificne lektinske aktivnosti
(vezivanje ugljenih hidrata) koje im omogucavaju da se vezu za oligosaharide koji su
prisutni na PTS domenima mucina (Cebo i sar., 2001). Generalno, molekuli koji se vezuju
za mucine, mogu predstavljati biohemijsku barijeru pojedinim ¢elijama koje migriraju, a
njihovo prisustvo ¢ini i 0snovu za pokretanje imunskog odgovora.

Indikatori oste¢enja mukusa, mogu biti i sami fragmenti mucina. Ovi fragmenti mogu imati
odredene bioloske aktivnosti, kao npr., fragment MUC7, koji poseduje Siroki spektar anti-
gljiviénih aktivnosti. Pojedine komponente drugih mucina mogu, verovatno, iskazivati kako
probioticku aktivnost, prema normalnoj flori, tako i antimikrobnu aktivnost prema

odredenim patogenima (Bobek i sar., 2003; Situ i sar., 2003).

1.1.1.5.1.3. Odbrana od patogenih mikroorganizama

Mucini mogu ispoljavati antibakterijska svojstva na viSe razliCitih nacina. Prostorno
organizovan spektar antitela, koja se nalaze u mukusu, doprinosi odbrani od patogenih
mikroorganizama. Pokazano je da su ugljenohidratne strukture sekretorne komponente (SC)
imunoglobulina (Ig) A, odgovorne za njegovu lokalizaciju u ta¢no odredenim delovima
mukusa (Phalipon i sar., 2002). Ova lokalizacija, kao i biohemijska stabilnost kojoj SC

doprinosi, neophodna je za antimikrobnu aktivnost sekretornog IgA.
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Dostupni podaci ukazuju da terminalni domeni nekih mucina imaju specifi¢an afinitet za
povrsinu bakterijske celije, §to moze biti povezano sa pokretanjem imunskog odgovora
protiv vezanih mikroorganizama. Mehanicka svojstva mucina i mukusa omoguéavaju im i

da, fizi¢ki, zarobe potencijalne patogene.

1.1.1.5.1.4. Signalna transdukcija

Mucini mogu da ucestvuju u signalnoj transdukciji putem promene konformacije ili
promene dostupnosti mesta vezivanja liganada, u njihovim ekstracelularnim domenima
(Hollingsworth i Swanson, 2004). Pokazano je da, npr., ekstracelularni domeni MUC4
slicni EGF-u, mogu interagovati sa ERBB2 (receptor epidermalnog faktora rasta 2, poznat
jos kao NEU i HER2) (slika 6a). Ovo vezivanje, kao i vezivanje citoplazmatske
podjedinice MUC4 za ERBB2, povecava fosforilaciju ERBB2 i indukuje signale Celijske
diferencijacije preko KIP1 inhibitora ciklin-zavisne kinaze (poznatog i kao p27) (Jepson i
sar., 2002). Interakcija MUC4-ERBB?2, takode, onemogucava interakciju ERBB2 sa
ERBB3, koji signalizira ¢elijsku proliferaciju zavisnu od MAPK (mitogen-activated protein
kinase) signalnih puteva (Zhu i sar., 2000). Aktivacija MUCL, fosforilacijom njegovog
citoplazmatskog repa, takode, dovodi do promena u MAPK signalizaciji (slika 6b). Pored
toga, MUC1 moze modulisati signalni put f-katenina (slika 6c), za koga se zna da regulise
nekoliko gena, koji se dovode u vezu sa proliferacijom i diferencijacijom celija. Nakon
proteolitickog isecanja citoplazmatskog repa MUCI, on se zajedno sa B-kateninom moze
transportovati u nukleus celije, 1 na taj nain uticati na transkripciju proteina preko

TCF/LEF 1i/ili drugih transkripcionih faktora. MUC1 mozZze uticati na -katenin signalni put
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i zadrzavanjem B-katenina u citosolu, Sto spreCava njegovu interakciju sa kadherinima ili

drugim molekulskim kompleksima.

Ekstracelijski prostor Sekretorni mucin sa do-

menom sli¢nim EGF-u
Domen
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ekspresije Y izacija
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Slika 6. Mucini u signalnoj transdukciji.
(Preuzeto iz Hollingsworth i Swanson, Nature Reviews Cancer 2004)

EGF, epidermalni faktor rasta; ERBB, receptor epidermalnog faktora rasta (ERBB ili
EGFR - Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene)

KIP1, inhibitor ciklin-zavisne kinaze. Nakon o$te¢enja DNK ili anti-mitogenskih signala,
KIP1 se vezuje za ciklin-zavisne komplekse kinaza, i inhibira njihovu funkciju, ¢ime se
zaustavlja celijski ciklus. Vezivanje MUC4 za ERBB2 povecava ekspresiju KIP1, $to moze
dovesti do zaustavljanja celijskog rasta

MAPK signalni put. Mitogenom-aktiviran protein kinazni signalni put se sastoji od
nekoliko kinaza, koje reaguju na brojne spoljasnje stimuluse, kao Sto su faktori rasta,
faktori diferencijacije i dr.

TCF-LEF, transkripcioni faktori

p-katenin ima klju¢nu ulogu u prenosu morfogenetskih signala, i reaguje sa nekoliko
kadherina (adhezionih molekula na povrs$ini membrane) kao i sa citoplazmatskim repom
MUC1.
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1.1.1.5.2 Funkcija mucina u kanceru

Celije kancera, naro¢ito adenokarcinoma, imaju veoma povecanu ekspresiju aberantnih
formi mucina. One nastaju tokom transformacije tumorskih celija, kao posledica
deregulacije ekspresije proteinskih jezgara mucina, i/ili enzima koji ih modifikuju.
Ekspresija razli¢itih oligosaharidnih struktura na tumorskim celijama, zajedno sa
raznovrsnom glikozilacijom proteinskih jezgara mucina, dovodi do izmenjene interakcije sa
velikim brojem potencijalnih liganada (Hollingsworth i Swanson, 2004). Mucini doprinose
bioloskim osobinama tumora na nekoliko nacina. Oni kontroliSu lokalnu mikrosredinu
tumorskih celija, reguliSu njihovu diferencijaciju i proliferaciju, uti¢u na inflamatorne
procese 1 imunski odgovor, a ucestvuju i u supresiji, 1/ili invaziji i metastazi.

Celije kancera koriste mucine, na sli¢an nacin, kao §to ih koriste i normalne epitelne éelije:
kao zastitnu barijeru, ili za kontrolu lokalne molekularne mikrosredine. Mukusni slojevi
tumorskih celija zadrzavaju bioloski aktivne molekule, kao Sto su faktori rasta ili citokini,
Sto im omogucava proliferaciju. Aberantne forme transmembranskih mucina tumorskih
¢elija, takode, kontroliSu lokalnu mikrosredinu, tako $to utiu na interakcije izmedu celija
ili izmedu receptora i solubilnih liganada. Ekstracelularni domeni mucina mogu se, npr.,
vezati za proteine ili receptore na istoj ¢eliji 1 tako blokirati pristup drugih liganada ovim
molekulima. Ovakve autokrine interakcije se deSavaju izmedu EGF domena mucina i
ERBB, izmedu oligosaharidnih struktura na tandemskim ponovcima i molekula sli¢nih
lektinima na povrSini celije, 1 izmedu proteinskih domena razliC¢itth mucina 1 drugih
molekula. Na tandemskom ponovku MUCL1, tako, postoji mesto koje vezuje ICAM-1,

intracelularni adhezioni molekul-1 (¢lan superfamilije imunoglobulinskih adhezionih
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molekula, naden kod epitelnih ¢elija i pojedinih limfocita i monocita) (Brinkman-Van der
Linden i Varki, 2000; Hayashi i sar., 2001; McDermott i sar., 2001; Jepson i sar., 2002).
Znacajno povecana produkcija aberantno glikozilovanog MUCI je nadena kod nekoliko
razli¢itih tipova adenokarcinoma. Prve studije MUCI, pokazale su da je njegov
citoplazmatski rep fosforilovan, i da promene u ovoj fosforilaciji koreliSu sa razlikama u
¢elijskoj adheziji (Zrihan-Lichti sar., 1994). Fragment citoplazmatskog repa MUC1
molekula, u asocijaciji sa f-kateninom, kao $to je ve¢ pomenuto, moze se transportovati u
nukleus celija, Sto sugerise da MUC1 moze direktno uticati na status transkripcionih ko-
aktivatora p-katenina.

Potencijalni uticaj mucina na supresiju nastanka i rasta tumora, pokazan je na primeru
inaktivacije genskog produkta misijeg Muc2 gena, koji se, uglavnom, eksprimira u
crevima. Njegova inaktivacija dovodi do nastanka sojeva miseva, od kojih 65 % spontano
razvija tumor tankog creva, kolona i rektuma (Velcich i sar., 2002).

Invazija i metastaza tumora obuhvata veliki broj procesa u kojima se ostvaruju kontakti
izmedu tumorskih celija koje vrSe invaziju, 1 okolnih tumorskih celija 1 strome. Oni su
omoguceni koordiniranom kontrolom ekspresije mucina, proteaza i1 drugih molekula.
Mucini doprinose invaziji i metastazi, tako Sto konfiguriSsu adhezivne i anti-adhezivne
osobine tumorskih ¢elija, a mogu modulisati 1 proteoliticku aktivnost. Transmembranski
mucini, na apikalnoj povrSini normalnih epitelnih ¢elija, omogucavaju adheziju izmedu
¢elija 1 izmedu celija i ekstracelijskog matriksa (ECM) (slika 7a). Kod tumorskih ¢elija,
aberantne forme mucina, nisu rasporedene samo na apikalnoj strani Celija, ve¢ po njihovoj

celoj povrsini (slika 7b). Ovim se, na dva nacina, moze blokirati adhezija tipa Celija-Celija i
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¢elija-ECM. S jedne strane, cis interakcije izmedu transmembranskih mucina i receptora

koji posreduju u adheziji, mogu onemogucditi njihovu interakciju sa drugim ¢elijama. S

druge strane, transmembranski mucini mogu, sternim smetnjama, nespecificno blokirati

adheziju preko njihovih velikih, glikozilovanih tandemskih ponovaka.

Adhezija kod normalnih celija

Apikalno
eksprimirani
mucini

E N
Receptor/ligand

interakcija za
adheziju tipa

l i celija-celija
Yala)

Tumorigeneza

Receptor za adheziju
tipa celija-ECM

Anti-adhezija kod tumorskih celija

Cis interakcije

~{ \
N
3
¥ £} V.
<0 /.
A . a ——
Sterne smetnje ’—&S:rﬁkce:g?('\l/”
matriks

Slika 7. Transmembranski mucini u interakcijama ¢elija-cCelija i celija-ECM.
(Preuzeto iz Hollingsworth i Swanson, Nature Reviews Cancer 2004)

Adhezivne, kao i anti-adhezivne osobine transmembranskih mucina su najbolje proucene

na primeru MUC1. Pokazano je da glikozilovani tandemski ponovci MUC1, putem sternih

smetnji doprinose njegovoj anti-adhezivnoj funkciji (Wesseling i sar., 1996). Ovo su

potvrdili 1 nalazi da povecana ekspresija MUCI, smanjuje interakcije tipa celija-Celija 1
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¢elija-ECM (Ligtenberg i sar., 1992; van de Wiel-van Kemenade i sar., 1995; Kondo i sar.,
1998). MUC1 moze ucestvovati u adhezionim procesima i vezivanjem za ICAM-1, E-
selektin i sigleke (siglecs, sialic-acid-binding immunoglobulin like lectins) (Zhang i sar.,
1996; Nath i sar., 1999; Brinkman-Van der Linden i Varki, 2000; McDermott i sar., 2001;
Hayashi i sar., 2001).

Aberantne forme mucina, takode, mogu ucestvovati u inflamaciji i imunskom odgovoru.
Pokazano je da MUCI moze da indukuje apoptozu aktiviranih T ¢elija, kao i da ima
imunosupresivni efekat na njihovu proliferaciju (Gimmi i sar., 1996; Agrawal i sar.,
1998a). MUCI1 eksprimiraju aktivirane T celije i dendritske éelije, a pokazano je da
pojedine populacije T ¢elija Mucl-deficijentnih miSeva, imaju defektan razvoj (Agrawal i
sar., 1998b; Wykes i sar., 2002). Generalno, poveéano koncentrisanje solubilnih mucina, na
mestima oko tumora ili na metastatskim lezijama, moZze praviti barijeru (visoka
koncentracija adhezionih liganda i1 supresornih citokina) za leukocite, i na taj nacin
onemoguciti njihovu aktivaciju i prilaz tumoru (Chan i sar., 1999; Kim i sar., 1999; Cohen i
sar., 2001).

Pored ovoga, visoke koncentracije solubilnih mucina u krvotoku, limfnom ili intestinalnom
tkivu, mogu uticati na mobilnost i aktivaciju leukocita, u Sta su ukljucene interakcije
izmedu selektina i oligosahardnih struktura mucina (slika 8) (Chan i sar., 1999; Kim i sar.,

1999; Cohen i sar., 2001).

21



Sekretorni
mucini

Inaktivac\ijN

; Otpustanje
imunskog efek-

citokina

tora
o Receptori im-
Aktivacija |ml.1.nske unskog efek-
efektorne celije Inaktivirana im- tora
unska efektorna O Faktori imunske
celija supresije

Slika 8. Anti-imunski i anti-inflamatorni efekti mucina u kanceru.
(Preuzeto iz Hollingsworth i Swanson, Nature Reviews Cancer 2004)

Na ovaj nacin, moze se spreciti prilaz antigen-prezentujucih ¢elija, koje su neophodne za

aktivaciju imunskog odgovora, ili efektornih ¢elija (NK ¢elija ili citotoksi¢nih T limfocita),

koje su neophodne da uniste tumorske cCelije, ciljnom tkivu (slika 8).
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1.2. Bioinformatika

1.2.1. Pojam i definicija

Bioinformatika (engleski: bioinformatics ili computational biology) je oblast nauke koja
proucava molekularnu biologiju pomocu statistike 1 kompjutera. Ona se bavi informatickim
osnovama, kao i belezenjem, organizacijom i analizom bioloskih podataka. Prvobitno,
bioinformatika se koristila u genomici i genetici, prvenstveno, za ¢uvanje i obradu rezultata
sekvenciranja DNK, ali se danas koristi za mapiranje i analizu sekvenci DNK i proteina, za
poredenje razli¢itih sekvenci DNK 1 proteina, prouc¢avanje njihove funkcije i interakcije,
kao 1 za modeliranje i1 proucavanje 3-D strukture proteina. Simulacija i proraun bioloSkih
eksperimenata i podataka se naziva i in silico (“pomocu kompjutera”) proraun.

Pojam bioinformatika su prvi put uveli Paulien Hogeweg i Ben Hesper 1978. godine

istazujuci procese u bioloskim sistemima (Hogeweg, 1978; Hogeweg i Hesper, 1978).

1.2.2. Ciljevi bioinformatike

Osnovni cilj bioinformatike je da omoguéi bolje razumevanje ¢elije i njenog funkcionisanja
na molekulskom nivou. Bioinformatika treba da organizuje podatke tako da istrazivaci
mogu lako da dodu do postoje¢ih informacija, kao 1 da objave nove podatke; da razvije
nove metode 1 alatke koje pomazu u istrazivanju i analizi podataka; kao i da omoguci
upotrebu ovih alatki za analiziranje podataka i interpretaciju rezultata na bioloski znacajan

nacin.
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1.2.3. Oblasti bioinformatike

Bioinformatika obuhvata tehnologije koje koriste kompjutere za Cuvanje, nalazenje,
manipulaciju i distribuciju informacija/podataka vezanih za bioloske makromolekule
(DNK, RNK, proteini) (Luscombe i sar., 2001).

Da bi se ispitalo kako se normalna aktivnost ¢elija menja u razli¢itim fizioloSkim stanjima,
kao npr. kod bolesti, bioloski podaci se moraju grupisati kako bi se dobila Sira slika. Oblasti
bioinformatike su se, stoga, razvijale, tako, da danas obuhvataju analizu i interpretaciju
razlicitih podataka, ukljucujuéi nukleotidne i1 proteinske sekvence, proteinske domene i
proteinske strukture. Glavne oblasti istrazivanja u bioinformatici su: analiza sekvenci,
anotacija genoma, ,,computational* evoluciona biologija, analiza genske ekspresije i
regulacije, analiza proteinske ekspresije, analiza mutacija, komparativha genomika,
modeliranje bioloskih sistema, predvidanje funkcije 1 strukture proteina kao i molekularnih
interakcija.

Vazne poddiscipline bioinformatike obuhvataju razvoj i1 implementaciju alatki koje
omogucavaju uspe$no uvodenje razliCitih tipova informacija, njihovo koriS¢enje 1
klasifikaciju, kao i razvoj novih algoritama (matematickih formula) i statistike sa kojima se
moze: a) pristupiti odnosima izmedu ¢lanova u okviru niza podataka (npr. metode lociranja
gena unutar sekvence); b) predvideti struktura i/ili funkcija proteina; c) vrSiti grupisanje

proteinskih sekvenci u familije srodnih sekvenci.

24



1.2.4. Primena bioinformatike

Bioinformatika je nasla Siroku primenu u osnovnim genomskim i molekularno-bioloskim
istrazivanjima, u biomedicinskim istrazivanjima, kao i u biotehnologiji, forenzici i
poljoprivredi.

Bioinformatika ima znacajnu primenu u analizama sekvenci. Od kako je, 1977. godine,
sekvenciran fag ®-X174, sekvence DNK hiljade organizama su dekodirane i sacuvane u
bazama podataka (Sanger i sar.,1977). Informacije o sekvencama su analizirane, kako bi se
odredili geni koji kodiraju polipeptide (proteine), RNK geni, regulatorne sekvence,
strukturni motivi 1 ponavljajuce (repetitivne) sekvence. Uporedivanje gena unutar vrste ili
izmedu vrsta, sada, moZe pokazati sli¢nosti u funkciji proteina, ili odnose izmedu vrsta
(koris¢enjem molekularne sistematike za konstrukciju filogenetskih stabala). Sa porastom
koli¢ine podataka, postalo je neprakti¢no analizirati DNK sekvence manuelno, tako da
danas to rade kompjuterski programi kao §to je npr. BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (Altschul i sar., 1990), koji analizira sekvence, kako bi identifikovao one koje su
srodne, ali ne i identi¢ne (sequence alignment). Jedna varijanta ovog poredenja sekvenci se
koristi i za sam proces sekvenciranja (Fleischmann i sar., 1995). Bioinformatika se koristi i
za anotaciju sekvenci koje se analiziraju, tako Sto postoje alatke koje traze gene koje
kodiraju proteine, RNK gene i druge funkcionalne sekvence unutar genoma. U genomici,
anotacija gena je proces pronalazenja gena i drugih funkcionalnih osobina unutar genoma.
U otkrivanju novih lekova, identifikaciji njihove strukture i1 moguce funkcije,
bioinformatika je nasla Siroku primenu. Na internetu danas postoji veliki broj dostupnih

hemijskih podataka, kao Sto su registrovane hemijske strukture sa stereohemijom, podaci o
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sintezama jedinjenja, spektralna analiza supstanci, ukljucuju¢i i NMR (Nuclear Magnetic
Resonance) analizu, odredivanje ¢istoce supstanci, kao i odredivanje fizicko-hemijskih
osobina jedinjenja.

Bioinformatika u glikobioloskim istrazivanjima se, koriste¢i klasi¢ne alatke, primenjuje u
analizi sekvenci DNK i proteina koji su usko povezani sa ugljenim hidratima: enzima koji
ucestvuju u sintezi i modifikaciji oligosaharida, ili lektina koji prepoznaju pojedine Secerne
epitope. Takode, bioinformatika se koristi za opis procesa prepoznavanja ugljeni hidrat-

protein na atomskom nivou, kao i za opis strukture glikana (Clus-Wilhelm i sar., 2009).

1.2.5. Ogranicenja bioinformatike

Bioinformatika ima i veci broj ogranicenja. Ona koristi baze podataka koje sadrze
eksperimentalne rezultate, gde se cesto javljaju greSke, kao S§to su npr. greSke u
sekvenciranju. Kvalitet predvidanja u bioinformatici (npr. strukture, funkcije 1 organizacije
sekvenci DNK i proteina) zavisi od sofisticiranosti algoritama i kompjuterske tehnologije.
Naime, vremenom, sa porastom koli¢ine dostupnih podataka, prilikom ispitivanja velikog
broja sekvenci doslo je do potrebe uvodenja jednostavnijih algoritama, koji su manje tac¢ni,
ali daleko brze daju rezultate. Takode, ne retko, sami programi i alatke sadrze greske Sto

dodatno ogranicava in silico istrazivanja.

1.2.6. Baze podataka

Baza podataka (BP) je kompjuterizovana arhiva za ¢uvanje 1 organizovanje podataka, tako

da se oni lako mogu nac¢i trazenjem po razli¢itim kriterijumima. BP sadrze sva znanja iz
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date oblasti, koja poti¢u od razli¢itih izvora.

Glavne osobine BP su: a) vecina njih (BP) se mogu naéi na internetu tako da se lako mogu
pretrazivati i dostupni su Sirim masama; b) uobicajen nacin pretrazivanja BP je pomocu
kljuénih reci; ¢) korisnici imaju mogucnost da biraju da li ¢e dobijene podatke samo gledati
ili sacuvati na kompjuteru; d) reference dodatno olaksavaju prelaz sa jednih BP na druge.
Osnovi pojmovi koji se koriste u bazama podataka su: zapis/unos (entry), koji sadrzi
odreden broj polja (fields) sa podacima tj. vrednostima (value). Nalazenje odredenog zapisa
(u celosti) u bazi podataka, na osnovu dela informacije, tj. vrednosti odredenog polja naziva
se pretrazivanje (query).

BP se prema strukturi podataka i menadZzment sistemima, tj. prema nadinu cuvanja
podataka, dele na: flat files/format BP; relacijske BP; objekat-orijentisane BP. Flat

files/format opisuje bazu podataka kao jedinstvenu datoteku (npr. kao .txt ili .ini; slika 9)

ohn Smith, Texas, Biol 689 l I

_]_Luaam.&mm_cguﬁs_mm_c.w&au&__.__
Blomformatlcleane Doe, Kansas, Bich 441, B|ochem|stry|WI||am Brown,

—
zapis/unos (entry)

Slika 9. Izgled BP u flat files/format obliku.

Relacijske BP daju grupe podataka koje su organizovane, i za mnoge ljude lakse za

razumevanje (slika 10).
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atribut

Table A
Tabl| Table C
Student # Nari Student # Name State sse#| Course name
i Johp §r 1 John Smith Texas 0889 | Bioinformatics
unos/eﬂt 7 2 Jape D 1Iﬂ41 Biochemistry
3 | wiiamp 2 Jane Doe Kansas im 289/ Organic chemistry
oAl e | [ William Brown | llinois | 122 oo
5 Howard §x th 172 Calculus
4 Jennifer Taylor | New York
5 Howard Douglas Texas
polje/field

Slika 10. Izgled relacijske BP.

Objekat-orijentisane BP su sli¢ne relacijskim BP, ali sa modelom podataka, koji je

orijentisan prema objektu, gde se klase i objekti vide kao shematski podaci (slika 11).

Pointeri
(predeterminisane veze)

studnet name =
John Smith

Student Object

Slika 11. Izgled BP orijentisane prema objektu.
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1.2.6.1. BioloSke baze podataka

Bioloske BP (BBP) su kolekcije informacija prirodnih nauka, sakupljenih od objavljene
literature, naucnih eksperimenata, tehnoloskih eksperimenata i bioinformatickih analiza.
One sadrze informacije iz istazivackih oblasti genomike, genske ekspresije, proteomike,
metabolomike i filogenetike (Altman, 2004). Dizajn, razvoj i stalno osvezavanje bioloskih
baza podataka predstavlja srz bioinformatike (Bourne, 2005). Informacije u BBP
obuhvataju gensku funkciju, strukturu, lokalizaciju (i ¢elijsku i hromozomsku), klinicke
efekte mutacija, kao i sli¢nost izmedu bioloskih sekvenci i struktura. Bioloski podaci u
BBP se cuvaju u razli¢itim formatima: u vidu tekstualnih podataka, u vidu sekvenci,
proteinske strukture i linkova. Svaki od ovih formata se moze na¢i kod pojedinih baza
podataka, npr., formati u obliku teksta se nalaze u PubMed (U.S. National Library of
Medicine National Institutes of Health) i OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
bazama, podaci 0 DNK i proteinskim sekvencama kod GenBank i UniProt, a proteinske
strukture kod PDB (Protein Data Base), SCOP (Structural Classification of Proteins) i
CATH (Protein Structure Classification) bioloskih baza podataka (Murzin i sar., 1995;

Berman i sar., 2000; Orengo i sar., 2002).

Glavni tipovi bioloskih baza podataka prema informacijama koje sadrZe prikazani su u

tabeli 1.
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Tabela 1. Glavni tipovi bioloSkih baza podataka prema informacijama koje sadrzZe.

Tipovi baza podataka (BP) Informacije koje sadrze
Bibliografske BP Literatura
Taksonomske BP Klasifikacija

BP nukleinskih kiselina DNK informacije
Genomske BP Informac_ije_o genskim
nivoima
BP proteina Informacije o proteinima

Familije proteina, domeni i Klasifikacija proteina i

funkcionalna mesta identifikacija domena

Enzimi/metaboli¢ki putevi Metabolicki putevi

Prema sadrzaju BBP se dele na:

1. Primarne BP, predstavljaju arhive sekvenci i struktura, koje su eksperimentalno dobijene.
Primarne BP sa neobradenim (raw) sekvencama nukleinskih kiselina su GenBank, u sklopu
NCBI (The National Center for Biotechnology Information), EMBL (European Molecular
Biology Laboratory) BP i DDBJ (DNA Data Bank of Japan) (slika 12). NCBI je oshovan
1988. godine, a bavi se istrazivanjima na polju bioinformatike, razvija alatke za istrazivanje
genoma i upotpunjava i proSiruje biomedicinska istrazivanja, kako bi se bolje razumeli
molekularni procesi u zdravlju i bolestima ¢oveka. Primarne BBP proteina su SWISS-Prot
(sekvence iz TrEMBL BP - transkribovane nukleotidne sekvence deponovane u EMBL),
PIR BP (Protein Information Resources), UniProt BP (koja se sastoji od SWISS-
Prot+ TrEMBL+PIR) (slika 13). Primarna BP sa 3-D strukturama bioloskih makromolekula

(i proteina i nukleinskih kiselina) je PDB (Protein Data Bank).
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NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ EMBL : http://www.embl-heidelberg.de/

Nacionalni centar za biotehnoloske informacije Evropska laboratorija za molekularnu biologiju, Velika
Britanija
~fr

DDBJ : http://www.ddbj.nig.ac.jp
DNK baza podataka Japana

Slika 12. Primarne baze podataka nukleinskih kiselina.
Svaka BP prikuplja i obraduje podatke o novim sekvencama i vazne informacije
naucnika iz odgovarajuceg geografskog regiona. Na primer, EMBL prikuplja podatke iz
Evrope, GenBank iz Amerike. Ove baze podataka se automatski medusobno
dopunjavaju sa novo prikupljenim sekvencama svaka 24 sata, tako da sadrze iste
informacije. Ove tri baze podataka saraduju od 1982. godine.

2. Sekundarne BP, poznate i kao baze podataka obrazaca, sadrZze rezultate dalje analize
podataka iz primarnih BP i tu spadaju: Prosite (Database of protein domains, families and
functional sites), PRINTS (Compendium of protein motif fingerprints), Pfam (Protein
families database), Blocks, DALLI itd (Attwood i sar., 1994; Henikoff i sar., 1999; Finn i

sar., 2010; Holm i sar., 2010).
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NCBI : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ EXPASY : http//www.expasy.org Universal Protein re-

Nacionalni centar za biotehnoloske informacije Svajcarski Institut za source :
bioinformatiku http://www.uniprot.org

Kjoto Enciklopedija genaigenoma
http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html

Slika 13. Baze podataka za analizu proteina i metaboli¢kih puteva kod razlicitih

organizama.
UniProt je sveobuhvatan izvor podataka za sekvence proteina i njihovu anotaciju.
Uniprot baze podataka su UniProtKB (UniProt Knowledgebase), UniRef (UniProt
Reference Clusters), i UniParc (UniProt Archive). UniProt je rezultat saradnje EBI
(European Bioinformatics Institute), SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) i PIR
(Protein Information Resource). Kjoto enciklopedija gena i genoma (KEGG) je
integrisana baza podataka koja se sastoji od 16 BP koje su podeljene u odnosu na
informacije o sistemima, informacije o genomima, i 0 hemijskim osobinama.
Informacije o genomima i hemijskim osobinama, odnose se na molekularne gradivne
jedinice Zivog sveta, a informacije o sistemima Se odnose na funkcionalne aspekte
bioloskih sistema, kao $to su celija 1 organizam, koje su izgradene od gradivnih
jedinica.

3. Specijalizovane BP sadrze podatke proistekle iz specifi¢nih istrazivanja ili su fokusirane
na odreden organizam (mogu se preklapati sa primarnim BP), i tu spadaju: Flybase (A
Database of Drosophila Genes & Genomes), baza podataka o sekvencama HIV virusa,
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RDP (Ribosomal Database Project) (Tweedie i sar., 2009; http://www.hiv.lanl.gov/; Cole i
sar., 2009).

Glavni nedostaci BBP su preveliko oslanjanje na sekvence, duplikacija informacija (NCBI-
National Center for Biotechnology Information formirao RefSeq - sekundarnu BP) i

pogresne anotacije.

1.2.6.2 Alatke u bioinformatici

Bioinformatic¢ke alatke su softverski programi koji sluZze za ¢uvanje i1 analizu bioloSkih
podataka, iz kojih se, kasnije, mogu generisati bioloska znanja. Ove alatke se grubo mogu
grupisati u nekoliko kategorija: alatke za proucavanje homologije i sli¢nosti, alatke za
analizu funkcije proteina, analizu strukture i analizu sekvence
(http://www.roseindia.net/bioinformatics/bioinformatics_tools.shtml). Glavni izvori

bioinformatickih alatki su NCBI, EBI i ExPASy.

U okviru NCBI, moze se nac¢i veliki broj alatki, kao $to su Genbank, i Entrez gene, za
pretrazivanje gena; OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), za dobijanje
informacija o naslednim oboljenjima (odnos izmedu genotipa i fenotipa); RefSeq
(Reference sequence collection), za pronalazenje sekvenci DNK, RNK i proteina; BLAST
(Basic Alignment Tool), za pronalazenje sli¢nih regiona izmedu sekvenci; kao i MMDB
(The molecular modeling database), PubVAST (Vector Alignment Search Tool), PubChem i
CDD (Conserved Domain Database), za analizu molekulske strukture i funkcije

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/tools/).
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EBI nudi veliki broj alatki za analizu sekvenci proteina i nukleinskih kiselina (ENA search,
BLAST, PSl-search, Ssearch genomes i Ssearch proteomes), za viSestruko poravnjanje
sekvenci (Clustalw2, Clustal Omega, WEBPrank, T-Cofee, MUSCLE), za analizu funkcije
proteina (InterProScan, Pratt, Phobius, Radar), za funkionalnu genomiku (Gene
Expression Atlas, EFO Tools), za molekularnu strukturu (PDBeFold, QuaternaryStructure)

i druge (http://www.ebi.ac.uk/Tools/).

EXPASYy je SIB-ov portal za bioinformaticke resurse, preko koga se moze naci ogroman
broj alatki za analizu proteomike, genomike, filogenije, sistemske biologije, populacione

genetike, transkriptomike i druge (http://expasy.org/).
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2. CILJ



CA125 antigen, poznat kao marker seroznog karcinoma ovarijuma, predstavlja
ekstracelularni deo mucina 16 (MUC16), koji nastaje njegovom proteolitickom
degradacijom. Bioloska uloga MUC16/CA125, jo§ uvek nije razjasnjena. Dosadasnja
ispitivanja funkcije MUC16 (membranska forma) su, uglavnom, bila bazirana na in vitro
model sistemu celija ovarijalnog karcinoma, dok su literaturni podaci o aktivnosti CA125
antigena (solubilna forma) veoma retki. Solubilna forma predstavlja funkcionalni analog i
kompetitor membranskoj formi i, u cirkulaciji, ona prva dospeva u kontakt sa razli¢itim
tipovima normalnih ili patoloski izmenjenih ¢elija, ali ne postoje eksperimentalni dokazi o
mogucem uticaju na njihovu adhezivnost, kao i imunomodulatorna svojstva. S obzirom na
izrazitu strukturnu heterogenost i polidomensku organizaciju MUC16/CA125, postoji
potreba za interdisciplinarnom analizom njegove multifunkcionalnosti, koja ¢e obuhvatiti

interakcije posredovane specificnim proteinskim i glikanskim domenima.

U ovom radu je ispitivana modularna organizacija MUC16/CA125 na bioinformati¢kom i
glikobiohemijskom nivou, sa ciljem da se blize definiSu bioloski kapacitet i posebnosti
prezentacije ovog molekula u kontekstu interaktoma ¢oveka. Bioinformaticka analiza, kao
deo strategije za otkrivanje moguce bioloske uloge MUC16/CA125, do sada nije koris¢ena
u ispitivanjima ovog antigena. Pored toga, u kontekstu diskretnih bioloskih funkcija, bez
obzira na izuzetan biomedicinski znacaj, ne postoje eksperimentalni podaci o interakcijama

MUC16/CA125 sa specifiénim klasama receptora na ¢elijama krvnog sistema.

Radi postizanja zadatih ciljeva, neposredni zadaci ovog rada su podeljeni u dve celine. Prva
od njih se odnosila na in silico analizu modularne organizacije CA125/MUC16, na osnovu

podataka o ovom molekulu koji su preuzeti sa UniProtKB baze podataka (pristupni broj
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Q8WXI7). Odredivana je homologija i prisustvo obrazaca, strukturnih motiva i
konzerviranih domena, a vrSena je i predikcija funkcije na osnovu zadate aminokiselinske
sekvence. U tu svrhu, koris¢ene su BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) alatke i

razli¢ite baze podataka kao $to su Gene Ontology i Bgee.

Druga celina se odnosi na glikobiohemijsku analizu koja je obuhvatila ispitivanje uticaja
CA125 antigena na adhezivnost i agregabilnost eritrocita, kao i moguce interakcije sa
razli¢itim tipovima leukocitnih lektina tj. sigleka (Siglec - sialic acid-binding
immunogobulin (Ig)-like lectin) i receptora sli¢nih lektinima tipa C (selektini, DC-SIGN -
dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin 1, MMR - macrophage mannose
receptor). Glikobiohemijskom analizom su, pored antigena iz celijske linije ovarijalnog
karcinoma ¢oveka (cICA125), bili obuhvaceni i antigen kancerskog porekla iz pleuralne
teCnosti (pfCA125) kao i1 antigen fetalnog porekla (pCA125), koji se sintetiSe tokom

trudnoce.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Materijali

3.1.1. Reagensi

Antitela:

Misija monoklonska antitela na humani CA125 antigen, klonovi X-306 i X-325, Kklasa
IgG1, afinitivno precis¢ena (Hy Test, PharmaCity, Turku, Finland)

afinitivno preciS¢ena (Vector Laboratories, Burlinghame, USA)

Misija monoklonska antitela na humane Lewis*, Lewis” i sijalil-Lewis* antigene, klasa IgM,
(Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)

Misije monoklonsko antitelo na humani hCG, klon 5008-SP-5, klasa IgGl (Medix
Biochemica, Kauniainen, Finland)

Antigeni:

CA125 antigen, A32303H, (calibrator grade) iz pleuralne te¢nosti ¢oveka (Biodesign,
Meridian Life Science, Inc., Saco, ME, USA)

CA125 antigen, A97180H, (antigen grade) iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera Coveka
(Biodesign, Meridian Life Science, Inc., Saco, ME, USA)

Biotinilizovani biljni lektini:

LTL (Lotus tetragonolobus lectin), SNA (Sambucus nigra agglutinin) i MAA 11 (Maackia
amurensis agglutinin 11) (Vector Laboratories, Burlingame, USA)

Rekombinantni lektini:

Rekombinantni humani manozni receptor makrofaga (MMR-macrophage mannose

receptor) (CD206), (R&D Systems, Inc, Minneapolis, Minnesota, USA)
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Rekombinantni humani molekuli tipa Fc himera:

DC-SIGN (Dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin 1) (CD209)/Fc himera,
E-selektin (CD62E)/Fc himera, L-selektin (CD62L)/Fc himera, P-selektin (CD62P)/Fc
himera, siglec-2 (CD22B)/Fc himera, siglec-3 (CD33)/Fc himera, siglec-6/Fc himera,
siglec-7/Fc himera, siglec-9/Fc himera, siglec-10/Fc himera, (R&D Systems, Inc,
Minneapolis, Minnesota, USA)

Kompleti reagenasa:

Elite Vectastain ABC komplet (Vector Laboratories, Burlingame, USA)

DAB (3,3’-diaminobenzidin) supstrat-komplet (Vector Laboratories, Burlingame, USA)
Kompleti za kvantitaciju:

ELSA CA125 Il komplet (Cis-bio international-Schering, Germany)

Epstein-Barr Virus (EBV) VCA 1gG komplet (Virion/Serion GmbH, Wurzburg, Germany)
Herpes simplex virus tipa 1 (HSV1) IgG komplet (Human GmbH, Wiesbaden, Germany)
Cvrsta faza:

Immobilon-PVDF (poliviniliden fluorid) membrana (Millipore, Bedford, USA)
Polistirenske ploce MaxiSorp sa 96 bunarica sa zvezdastim dnom (Nunc, Rosklide,
Denmark)

Polistirenske ploce sa 96 bunari¢ca (COSTAR, Corning International, New York, USA)
Hromatografski medijumi:

Sefadeks G-75 (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)

Sefaroza 4B (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden)
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Hemikalije:

EDTA (natrijumova so etilendiaminotetrasir¢etne kiseline) (Reanal, Budapest, Hungary)
Glukoza (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Govedi serumski albumin (bovine serum albumin, BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Heparin (ICN Biochemicals, Cleveland, Ohio, USA)

Heparan-sulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Manan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Natrijum dodecil sulfat (SDS) (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)

Natrijum perjodat (ICN Biomedicals, Cleveland, USA)

Polietilenglikol, PEG (Sigma, St.Louis, USA)

Poli-L-lizin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Protein A-HRPO konjugat (INEP, Beograd, Srbija)

Radioaktivni izotop joda (**I) (Institute of isotope Co, Ltd, Budapest, Hungary)
3,3°,5,5’- tetrametilbenzidin (TMB) (HUMAN GmbH, Wiesbaden, Germany)

TRIS (2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol) (ICN - Biomedicals, inc., Aurora, Ohio,
USA)

Sve ostale hemikalije su bile istoce p.a.

3.1.2. Uzorci biolosSkog materijala

3.1.2.1 Uzorci placenti prvog trimestra

Uzorci placenti prvog trimestra, koris¢eni u ovom radu, su pribavljeni u skladu sa
protokolom za naucno-stru¢nu saradnju izmedu Instituta za ginekologiju 1 akuSerstvo

Klinickog centra Srbije i Instituta za primenu nuklearne energije - INEP. Placente su
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prikupljene od pacijentkinja koje su se dobrovoljno podvrgle prekidu trudnode, a starost
tkiva je procenjena na 6-12 nedelja, prema datumu poslednje menstruacije. Placente su
donete u laboratoriju u hladnom 0.1M fosfatnom puferu pH 7,2 koji sadrzi 0,9 % NaCl
(PBS) i isprane od krvi i kontaminirajuceg tkiva: decidue i placentnog lezista.

Pul tkiva placenti prvog trimestra je homogenizovan u 0.1M PBS-u, pH 7,2,
homogenizerom Silverstone machines Ltd. (Buckinghamshire, England). Citosolna frakcija
je odvojena centrifugiranjem na ultracentrifugi Beckman L8-60M (Beckman Instruments,
Inc., Palo Alto, CA, USA), jedan sat na 36000 rpm. Dobijeni ekstrakt je do upotrebe ¢uvan

na -20°C.

3.1.2.2. Eritrociti

Ispitivanja su vrSena na uzorcima krvi uzetih od zdravih dobrovoljaca sa razli¢itim krvnim
grupama, u skladu sa lokalnim standardima i procedurama za rukovanje uzorcima
bioloskog materijala. Krv je sakupljena u kivete koje sadrze EDTA, a eritrociti su izolovani
centrifugiranjem (10 minuta na 2000 rpm) i ispirani tri puta fizioloskim rastvorom. Celije

su izbrojane pomoc¢u Mythic 18 analizatora krvi (CZ diagnostic, France).

3.2. Metode

3.2.1. In silico analiza

Za in silico (,,pomocu kompjutera®) istrazivanja, kori$éeni su podaci dostupni za humani
mucin 16 (MUC16) (Ovarian cancer-related tumor marker CA125), pristupni broj

IP100103552 (IPI, The International Protein Index), pristupni broj NP_078966.2 (NCBI
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RefSeq, National Center for Biotechnology Information Reference Sequence) i pristupni
broj Q8WXI7 (UniProtKB, The Universal Protein knowledgebase).

Proteinska  sekvenca  MUC16, preuzeta iz  UniProtKkB baze  podataka
(http://www.uniprot.org) u FASTA formatu (FAST AYE, FAST ALL, format nukleinskih
ili proteinskih sekvenci u obliku teksta, gde su nukleinske kiseline/aminokiseline prikazane
kodovima u vidu pojedinacnih slova), je analizirana koris¢enjem veceg broja odgovarajucih
servera na internetu (http://www.expasy.org/). Ovi serveri koriste razli¢ite algoritme i

metode uporedivanja za analizu sli¢nosti proteinskih sekvenci i strukturnih motiva.

3.2.1.1. Ispitivanje homologije proteinske sekvence

Za ispitivanje homologije MUC16 sa proteinima koji su deponovani u nr (non-redundant)
proteinskoj bazi podataka NCBI koja obuhvata GenBank, UniProt, RefSeq, PRF (Protein
Research Foundation) i PDBSTR (Protein Data Base Stripped) koris¢ene su BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) alatke: ClustalW2 v1.83 program (Multiple Sequence
Alignment Program, http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) i BLASTP 2.2.20 program
(http://blast.genome.jp/) (Altschul i sar., 1990; Chenna i sar., 2003). Pretrazivanje je vrSeno
u bazama podataka za sledece taksonomske kategorije: covek, virusi, bakterije, gljive 1
eukariota. Kandidati sa najve¢om ocenom su rangirani pod razli¢itim setovima relevantnih

parametara (threshold, matrix, filtering, gapped sequence).

3.2.1.2. Ispitivanje modularne organizacije MUC16
Za ispitivanje modularne organizacije MUC16 - obrazaca, strukturnin motiva i
konzerviranih domena koriS¢ene su razli¢ite web alatke koje su povezane sa Bgee: a

dataBase for Gene Expression Evolution (http://bgee.unil.ch/bgee/bgee) i Gene Ontology
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(GO, http://www.geneontology.org/) (Ashburner i sar., 2000; Bastian i sar., 2008). Bgee je
baza podataka za pretrazivanje i poredenje obrazaca genske ekspresije izmedu animalnih
vrsta. GO baza podataka sadrzi opise genskih produkata u smislu njihove povezanosti sa
bioloskim procesima, ¢elijskim komponentama i molekulskim funkcijama, bez obzira na
biolosku vrstu. Konzervirani domeni su funkcionalne jedinice u okviru proteina koje deluju
kao gradivni blokovi tokom molekulske evolucije i rekombinuju se u razliCitim
aranzmanima da bi se formirali proteini sa razli¢itim funkcijama. CDD (Conserved Domain
database, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), povezuje nekoliko zbirki
viSestruko poravnatih sekvenci (multiple sequence alignment) koje predstavljaju
konzervirane domene (Marchler-Bauer i sar., 2004; 2009; 2011). ELM Server (Eukaryotic
Linear Motif, http://elm.eu.org/), je alatka za predvidanje funkcionalnih mesta u
eukariotskim proteinima (Puntervol i sar., 2003). Blokovi su visestruko poravnati segmenti
(bez gap-ova) koji odgovaraju visoko konzerviranim regionima proteina, a oni Su
pretrazivani  pomo¢u  BLOCKS  (http://blocks.fhcrc.org/blocks/blocks_search.html;
http://motif.genome.jp/) (Henikoff i Henikoff, 1994). InterProScan je alatka koja sumira
baze  podataka o  proteinskim  domenima i  funkcionalnim mestima
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/) (Apweiler i sar., 2001). Ona integriSe sledece
baze podataka: Prosite obrasci (bioloSki znaCajni  obrasci aminokiselina,
http://expasy.org/tools/scanprosite/) i Prosite profili (familije i strukturni domeni sa
ekstremnom divergencijom sekvenci), Pfam (baza podataka familija proteinskih domena),
SMART (Simple Modular Architecture Research Tool, identifikacija i anotacija geneticki

mobilnih domena i analiza arhitekture domena), PIR superfamilije (Protein Information
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Resource, klasifikacioni sistem koji se bazira na evolutivnim odnosima svih proteina),
SUPERFAMILY (baza podataka koja sadrzi sve poznate proteinske structure), Gene3D
(baza podataka proteinskih sekvenci koja sadrzi proteine iz kompletnih genoma koji su
grupisani u proteinske familije i kojima su dodeljeni CATH domeni, Pfam domeni i
funkcionalne informacije iz KEGG, GO, COG, Affymetrix i STRINGS), PANTHER
(Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships; klasifikacioni sistem dizajniran da
klasifikuje proteine i njihove gene) i HAMAP (High-quality Automated and Manual
Annotation of microbial Proteomes, baza podataka koja se kopristi za identifikaciju
proteinskih familija iz bakterija i Archaebacteria). MyHits (http://myhits.isb-sib.ch/cgi-
bin/index) je baza podataka proteinskih domena koja sluzi za ispitivanje odnosa izmedu
proteinske sekvence i pripadaju¢ih motiva (Pagni i sar., 2007). iProClass database
(http://pir.georgetown.edu/iproclass/) je baza podataka koja sumira podatke iz 90 izvora a
koji se odnose na familije proteina, funkcije i puteve, interakcije, strukture i strukturne
klasifikacije, gene i genome i taksonomiju (Wu i sar., 2001).

3.2.1.3. Ispitivanje fizi¢ko-hemijskih osobina, globularnosti i odstupanja od
pretpostavljene tercijarne strukture

Fizicko-hemijske osobine proteina MUC16 (zastupljenost pojedinih aminokiselina, polu-
zivot molekula, indeks nestabilnosti, GRAVY indeks - koji govori o solubilnosti proteina,
indeks  alifaticnosti i  hidrofobnost)  odredivane su  pomocu  ProtParam
(http://expasy.org/tools/protparam.html) i ProtScale alatki, (http://expasy.org/tools/
protscale.html) (Gasteiger i sar., 2005).

GLOBPLOT v2.3 (http://globplot.embl.de/) alatka bazirana na Russell/Linding-ovim

vrednostima omogucava ispitivanje proteina u smislu identifikacije uredenih/globularnih
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regiona, kao i regione koji odstupaju od pretpostavljene tercijarne strukture (Intristic
disorder of proteins) (Linding i sar., 2003). “Neuredeni” regioni Cesto sadrze kratke
linearne peptidne motive koji su znacajni za proteinsku funkciju, a koji su deponovani u

ELM bazi podataka.

3.2.1.4. Predikcija funkcije MUC16

Predvidanje funkcije MUC16 vrSeno je pomocu alatki koje koriste nekoliko programa za
predvidanje funkcije proteina na osnovu zadate aminokiselinske sekvence: JAFA
metaserver (Joined Assembly of Function Annotations; http://jafa.burnham.org/); ProtFun
2.2 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ProtFun/, Jensen i sar., 2002; 2003); PFP
(Automated Protein Function Prediction; http://dragon.bio.purdue.edu/pfp; Hawkins i sar.,

2006) i GeneOntology (GO) domeni i termini.

3.2.2. Glikobiohemijska analiza

3.2.2.1. Gel filtracija ekstrakta placente na koloni Sefaroza 4B

Gel filtracija ekstrakta placenti prvog trimestra je vrSena na koloni Sefaroza 4B (36mL).
Kolona je uravnotezena i eluirana 0,05 M PBS-om, pH 7,2. Za kalibraciju su koris¢eni
interni standardi molekulskih masa: BSA (66kDa) i tireoglobulin (660kDa). Na kolonu je
nanet 1 mL uzorka, a sakupljene su frakcije zapremine 1 mL. Opticka gustina (optical
density, OD) svake frakcije je izmerena na spektrofotometru CE594 CECIL (Cambridge,
England), na talasnim duZinama 280 nm i 260 nm. Paralelno je vrSena imunoradiometrijska

detekcija CA125 antigena u svakoj frakciji. Frakcije u kojima je detektovan CA125 antigen
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su spojene, koncentrovane u PEG-u i dijalizovane 18 sati prema 0,05 M PBS-u, pH 7,2.

Uzoreci su alikvotirani i Cuvani na -20°C do upotrebe.

3.2.2.2. Test agregacije eritrocita

Ispitivanje agregacije eritrocita je vrSeno prema metodi Ueda i Takeichi, sa malim
modifikacijama (Ueda i Takeichi, 1976; Takeichi, 1977). Na mikroskopske plocice je
naneta 0.1 % suspenzija eritrocita (1x10°¢elija/25 pL), u kapima, a zatim su dodati
odgovarajuc¢i CA125 antigeni (25 pL) u koncentracijskom opsegu od 500 do 20000 1U/mL.
Kao referentna kontrola, kori§¢ena je suspenzija éelija bez dodatih CA125 antigena. Celije
su posmatrane pod svetlosnim mikroskopom (Reichert-Jung sa Leica DC150 Digital
Camera System, Wetzlar, Germany) u vremenskim intervalima u toku 30 minuta, od strane
dva nezavisna posmatraca. Reprezentativna polja su uslikana pomoc¢u fotoaparata Canon

s50.

3.2.2.3. Test adhezije eritrocita

Test adhezije eritrocita je raden prema metodi Tas-a, sa malim modifikacijama (Tas i sar.,
1999). Za ovaj test je koris¢ena 10 % suspezija eritrocita u 8 mM TRIS-HCI, pH 7,4 koji
sadrzi 0.1 M NacCl, 0,14 M glukozu, 0,45 mM CaCl; i 0,17 mM MgCl, (adhezioni pufer).
Eritrociti su naneti na staklene plo¢ice (1x10éelija/25 pL/kapi) ili dodati u polistirenske
ploge (1x10"¢elija/25 pL/bunariéu) koje su prethodno obloZene 0.1 % poli-L-lizinom i
blokirane 1 % BSA. Inkubacija je vrSena 60 minuta, na sobnoj temperaturi, u prisustvu
odgovarajuéeg CA125 antigena (50-20000 IU/mL; 12,5 pL). Celijska suspenzija bez
dodatih CA125 antigena je koriS¢ena kao referentna kontrola. Neadherirani eritrociti su

uklonjeni neznim ispiranjem, &etiri puta, sa po 200 pL adhezionog pufera. Celije adherirane
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na staklene ploCice su posmatrane svetlosnim mikroskopom, na uvecanju 20x i 40X i
reprezentativna polja su uslikana. Celije koje su adherirale na plode su lizirane
destilovanom vodom (50 pL/bunari¢u). Kao mera ukupnog broja adheriranih ¢elija, merena
je absorbanca na 405 nm, Koristeci cita¢ ploc¢a 5060-006 (LKB, Austria). Test adhezije u
plo¢ama je raden u duplikatu i izraCunata je srednja vrednost +/- SD za tri nezavisno
uradena eksperimenta sa razli¢itim serijama uzoraka eritrocita. Rezultati su prikazani kao

procenat referentnog uzorka (arbitrarno 100 %).

3.2.2.4. Test hemolize

Test hemolize je uraden prema metodi Timoshenko-a (Timoshenko i sar., 2003). 1 %
suspenzija humanih eritrocita (5x10°¢elija/50pL/bunariéu) je inkubirana sa 125 uM SDS
(225 pL/bunaricu) i sa ili bez dodatog odgovaraju¢eg CA125 antigena (500-2000 IU/mL;
25 pL), 3 sata, na 25°C, uz konstantno muckanje. Absorbanca na 670 nm je merena u

intervalima od 15 minuta.

3.2.2.5. Testovi vezivanja na évrstoj fazi

3.2.2.5.1. Vezivanje biljnih lektina za imobilisane CA125 antigene

3.2.2.5.1.1. Vezivanje SNA (Sambucus nigra aqgglutinin) i MAA Il (Maackia amurensis
agglutinin 1)

Serijska razblazenja CA125 antigena (50 pL/bunari¢u; 7-500 IU/mL) u 0,05 M

karbonatnom puferu, pH 9,5, su adsorbovana na polistirensku ploc¢u, fizickom adsorpcijom,
18 sati, na +4°C. Neadsorbovani antigeni su uklonjeni aspiriranjem i ispiranjem, tri puta sa
0,3 mL 0,05 M PBS-a, pH 7,2. Slobodna mesta su blokirana 0,5 % BSA u 0,05 M PBS, pH

7,2 (200 pL/bunari¢u), dva sata, na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, sadrzaj je
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aspiriran, a ploca je isprana tri puta, po istoj proceduri. U bunaric¢e su dodati biotinilizovani
lektini: SNA ili MAA 1T (50 pL/bunaricu, 2,5 pg/mL). Nakon inkubacije od dva sata, na
sobnoj temperaturi, nevezani biotinilizovani lektini su uklonjeni aspiriranjem i ispiranjem
tri puta sa 0,3 mL 0,05 M PBS-a, pH 7,2. Dodat je Vectastain Elite ABC reagens, koji je
posle 30 min inkubacije aspiriran i ploca je isprana tri puta, po istoj proceduri. Dodat je
rastvor TMB/substrat, 1 nakon inkubacije od 10 min, i ispiranja, reakcija je stopirana sa
0,16 M H,SO,. Izmerena je absorbanca sadrzaja svakog bunari¢a na 450 nm, na Wallac
1420 Multilabel brojacu (Perkin Elmer, Monza, Italy). Nespecifi¢no vezivanje (NSB) je
odredeno kao vezivanje SNA i MAA II za kontrolne bunari¢e, na koje nije adsorbovan

CA125 antigen.

3.2.2.5.1.1.1. Perjodatni tretman

Imobilisani CA125 antigeni (500 1U/mL) su podvrgnuti blagom perjodatnom tretmanu
(Bock i Kelm, 2006). Pre blokiranja, oni su oksidovani 30 min, sa 2 mM NalO4 (150 pL/
bunari¢u). Reakcija je stopirana 8 % glicerolom (20 plL/bunaric¢u). Nakon aspiriranja i
jednog ispiranja 0,05 M PBS, pH 7,2, antigeni su inkubirani 30 min sa 20 mM NaBH, (150
ulL/bunari¢u). Nakon ispiranja, vezivanje biljnih lektina za tretirane imobilisane CA125

antigene je radeno po gore opisanoj proceduri za netretirane antigene.

3.2.2.5.1.2. Vezivanje LTL (Lotus tetragonolobus lektin)

CA125 antigeni (50 pL/bunari¢u), u serijskim razblaZzenjima (15-1000 1U/mL), u 0,05 M
karbonatnom puferu, pH 9,5, su adsorbovani na polistirensku plocu, fizickom adsorpcijom,
18 sati, na +4°C. ViSak proteina je uklonjen aspiriranjem 1 ispiranjem tri puta sa 300 pL

TSM-a, pH 7,4. Slobodna mesta su blokirana 1 % BSA u TSM puferu, pH 7,4 (200

47



ulL/bunari¢u), dva sata, na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, sadrzaj je aspiriran, a
ploc¢a je isprana tri puta, po istoj proceduri. U bunari¢e je dodat biotinilizovani LTL (50
ulL/bunari¢u, 0.07 pg/mL). Nakon inkubacije od jednog sata, na sobnoj temperaturi,
nevezani biotinilizovani LTL je uklonjen aspiriranjem i ispiranjem tri puta sa 300 puL 0,05
M PBS-a, pH 7,2. Dodat je Vectastain Elite ABC reagens, koji je posle 30 min inkubacije
aspiriran i plo¢a je isprana tri puta, po istoj proceduri. Dodata je smeSa TMB/supstrat, i
nakon inkubacije od 10 minuta, i ispiranja, reakcija je stopirana 0,16 M H,SO,. Izmerena je
absorbanca 450 nm, na Wallac 1420 Multilabel brojacu (Perkin Elmer, Monza, Italy).
Nespecificno vezivanje (NSB) je odredeno kao vezivanje LTL za kontrolne bunariée, na

koje nisu adsorbovani CA125 antigeni.

3.2.2.5.2. Vezivanje rekombinantnih molekula tipa Fc himera za imobilisane CA125
antigene

3.2.2.5.2.1. Vezivanje rekombinantnih humanih sigleka

Vezivanje siglek/Fc himera za CA125 antigene, radeno je prema metodi Bock i Kelm-a, sa
malim modifikacijama (Bock i Kelm, 1996). Serijska razblazenja CA125 antigena (50 pL/
bunari¢u), u 0,05 M karbonatnom puferu, pH 9,5, su adsorbovana na polistirensku plocu,
18 sati, na +4°C. ViSak proteina je uklonjen aspiriranjem 1 ispiranjem tri puta sa 0,3 mL
0,05 M PBS-a, pH 7,2. Slobodna mesta su blokirana 0,5 % BSA u 0,05 M PBS, pH 7,2
(200 pL/bunaricu), dva sata, na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, sadrzaj je aspiriran, a
ploca je isprana tri puta, po istoj proceduri. U bunari¢e je dodato po 50 pL odgovarajucih
siglek/Fc himera (2,5 pg/mL) i oni su inkubirani dva sata, na sobnoj temperaturi. Nevezani

sigleci su aspirirani i ploca je isprana tri puta. U svaki bunari¢ je dodato po 50 pL protein
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A-HRPO konjugata (0,3 pg/mL). Nakon inkubacije od dva sata i ispiranja, dodat je rastvor
TMB/supstrata. Posle 10 min, reakcija je stopirana 0,16 M H,SQO, i izmerena je absorbanca
sadrzaja svakog bunari¢a na 450 nm, na Wallac 1420 Multilabel brojacu. NSB je odredeno
kao vezivanje sigleka za kontrolne bunari¢e, bez imobilisanog CA125 antigena.

CA125 antigeni su, paralelno, tretirani perjodatom (kao $to je opisano u poglavlju
3.2.1.5.1.1.1)), i vezivanje sigleka je analizirano na isti nacin, kao i nativni, netretirani

antigeni.

3.2.2.5.2.2. Vezivanje rekombinantnih humanih selektina i DC-SIGN

Serijska razblazenja CA125 antigena (50 pL/bunari¢u; 4-500 IU/mL) u 0,05 M
karbonatnom puferu, pH 9,5, su adsorbovana na polistirensku plocu, fizickom adsorpcijom,
18 sati, na +4°C. Neadsorbovani antigeni su uklonjeni aspiriranjem i ispiranjem, tri puta sa
300 uL 0,05 M PBS-a, pH 7,2. Slobodna mesta su blokirana 1 % BSA u 0,05 M PBS, pH
7,2, (200 pL/bunari¢u), dva sata, na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, sadrzaj je
aspiriran, a ploca je isprana tri puta, sa 20 mM Tris-HCI puferom, pH 7,4, koji sadrzi 150
mM NaCl, 1 mM CaCl; i 2 mM MgCl, (TSM pufer). U bunari¢e su dodati odgovarajuci
selektini (L-selektin/Fc himera, E-selektin/Fc himera - 5 pg/mL, P-selektin/Fc himera - 0,3
ug/mL), ili DC-SIGN/Fc himera - 5 pg/mL, svi 50 pL/bunariéu, rastvoreni u TSM puferu.
Nakon inkubacije od tri sata, na sobnoj temperaturi, nevezani lektini su uklonjeni
aspiriranjem 1 ispiranjem tri puta sa 300 uL. TSM-a, pH 7,4. U svaki bunari¢ je dodato po
50 puL protein A-HRPO konjugata (0,3 pg/mL). Nakon dva sata, bunari¢i su isprani tri puta,
sa 0,05 M PBS, pH 7,2 i dodata je smeSsa TMB/supstrat. Posle 20 minuta, reakcija je

stopirana 0,16 M H,SQO,. Izmerena je absorbanca na 450 nm, na Wallac 1420 Multilabel
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brojacu (Perkin Elmer, Monza, Italy). Nespecificno vezivanje (NSB) je odredeno kao

vezivanje lektina za kontrolne bunarice, na koje nisu adsorbovani CA125 antigeni.

3.2.2.5.2.2.1. Inhibicija vezivanja selektina i DC-SIGN

Specifi¢nost i priroda vezivanja selektina i DC-SIGN za CA125 antigene je analizirana u
testu inhibicije. Imobilisani CA125 antigeni (500, 250, 31 IU/mL) su inkubirani sa DC-
SIGN, L-selektinom, E-selektinom (50 plL/bunaricu, 5 pg/mL) i P-selektinom (50
puL/bunari¢u, 0.3 pg/mL), u prisustvu odgovarajucih inhibitora: manana (50 pg/mL), 10
mM EDTA, heparan-sulfata (100 pg/mL) ili heparina (1 mg/mL), tri sata, na sobnoj
temperaturi. Dalji postupak, koji je ukljucivao inkubaciju, ispiranja i detekciju vezanih

lektina, raden je po gore opisanoj proceduri (3.2.2.5.2.2.).

3.2.2.5.3. Vezivanje rekombinantnog humanog manoznog receptora makrofaga (MMR) za
CA125 antigen

Serijska razblazenja MMR (0.15-20 pg/mL, 100 pL/bunaricu) u 0,05 M karbonatnom
puferu, pH 9,5, su adsorbovana na polistirensku plocu, fizickom adsorpcijom, 18 sati, na
+4°C. Neadsorbovani lektin je uklonjen aspiriranjem i ispranjem, tri puta sa 300 uL. TSM-a,
pH 7.4. Slobodna mesta su blokirana 1 % BSA u TSM, pH 7,4 (200 puL/bunaricu), dva sata,
na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, sadrzaj je aspiriran, a ploca je isprana tri puta, po
istoj proceduri. U bunari¢e je dodato po 100 pL rastvora %1.CA125 antigena u TSM
puferu (300000 cpm/bunari¢u). Posle Sestocasovne inkubacije, sadrZaj bunarica je aspiriran,
i nakon tri ispiranja sa 300 uL 0,05 M PBS-a, pH 7,2, vezana radioaktivnost je merena na

Wallac Wizard 1470 automatic y-brojacu (Perkin Elmer, Waltham, USA).
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3.2.2.6. CA125 — imunoreaktivnost viralnih antigena

Za ovaj test su koriS¢eni imobilisani viralni antigeni iz komercijalno dostupnih testova za
dokazivanje Epstajn-Bar virusa (Epstein-Barr virus, EBV) i Herpes simplex virusa tipa 1
(HSV1). U bunari¢ée sa imobilisanim antigenom kapsida (CA) Epstajn-Bar virusa ili
antigenom Herpes simplex virusa tipa 1 (HSVI1), iz Ccelijske kulture, dodata su
monoklonska anti-CA125 antitela: klon X325 (M-11 sli¢na) i klon X306 (OC-125 sli¢na).
Nakon inkubacije od tri sata, na sobnoj temperaturi, sadrzaj je aspiriran i ploca je ispirana
tri puta sa 0,3 mL 0,05 M PBS-a, pH 7,2. Dodato je biotinilizovano kozije antitelo na misiji
IgG i inkubirano jedan sat, a nakon toga je procedura ispiranja ponovljena po istom
postupku. Dodat je Vectastain Elite ABC reagens, koji je posle 30 min inkubacije aspiriran i
ploca je isprana tri puta, po istoj proceduri. Dodat je rastvor TMB/supstrat, i nakon
inkubacije od 10 min, i ispiranja, reakcija je stopirana sa 0,16 M H,SO,. Izmerena je
absorbanca sadrzaja svakog bunari¢a na 450 nm, na Wallac 1420 Multilabel brojac¢u
(Perkin Elmer, Monza, Italy). Kako bi se odredila specifi¢nost vezivanja antitela, uraden je
kontrolni esej sa irelevantnim monoklonskim anti-hCG antitelom, klon 5008-SP-5 (Medix

Biochemica, Kauniainen, Finland).

3.2.2.7. Obeleiavanje CA125 antigena radioaktivnim izotopom joda (**1)

Obelezavanje CA125 antigena, radeno je po metodi Greenwood-a (Greenwood i sar., 1963)
sa 0.5 mCi radioaktivnog izotopa joda (*?°I). Jodovanje je radeno u prisustvu hloramina T, a
reakcija je, nakon 60 sekundi, prekinuta dodavanjem 100 puL L-cisteina, 10 pL KIi 200 puL
0,05 M PBS pufera, pH 7,2 koji je sadrzao 0,05 % BSA. Reakciona smesSa je naneta na

kolonu Sefadeks G-75, i eluiranje je vrSeno 0,05 M PBS puferom, pH 7,2 koji je sadrzao
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0,05 % BSA. Frakcije od 1 mL su sakupljane, pri protoku od 0,5 mL/min. Radioaktivnost
eluiranih frakcija (count per minute, cpm), merena je na Wallac Wizard 1470 automatic y-
brojacu (Perkin Elmer, Waltham, USA). Frakcije u kojima je detektovan obelezeni antigen

su spojene 1 koriS¢ene u daljim eksperimentima.

3.2.2.8. Dot-blot

PVDF membrana je hidrirana 100 % metanolom (10 sekundi), destilovanom vodom (5
minuta), i radnim puferom (5 minuta), i na nju su nanoseni odgovarajué¢i uzorci CA125
antigena (1 uL/spotu; 1000-250 1U/mL). Nakon blokiranja 3 % BSA u 0,05 M PBS, pH

7,2, 30 minuta, membrana je osuSena i koriS¢ena za dalje analize.

3.2.2.8.1. Lektinski dot-blot

Lektinski blot je raden po istom principu kao i testovi vezivanja lektina na ¢vrstoj fazi. Za
lektinski blot je koris¢en biotinilizovani biljni lektin LTL. Nakon transfera, membrana je
inkubirana sa biotinilizovanim LTL (0,4 pg/mL), 2 sata, na sobnoj temperaturi. Nevezani
lektin je uklonjen aspiriranjem i ispiranjem, tri puta po 5 minuta, sa 0,05 M PBS, pH 7,2, a
zatim je dodat Elite Vectastain ABC reagens, 30 minuta, na sobnoj temeraturi. Detekcija
vezanog lektina, nakon ponovnog ispiranja, radena je pomocu DAB supstrat kompleta,
prema uputstvu proizvodaca. Inkubacija u rastvoru supstrata za peroksidazu (vodonik
peroksida) i hromogena (3°,3’-diaminobenzidin, DAB), vrSena je do pojave tacaka, nakon

¢ega je membrana isprana u destilovanoj vodi 1 osuSena na sobnoj temperaturi.
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3.2.2.8.2. Imuno dot-blot

Membrana je inkubirana sa odgovarajuéim monoklonskim antitelom na humane Lewis”,
Lewis¥ i sijalil-Lewis® antigene (razblaZenje 1:500), 2 sata, na sobnoj temperaturi.
Nevezano antitelo je uklonjeno ispiranjem, tri puta po 5 minuta, sa 0,05 M PBS, pH 7,2.
ug/mL), jedan sat, na sobnoj temperaturi, nakon cega je isprana po istoj proceduri i
inkubirana 30 minuta sa Elite Vectastain ABC reagensom. Detekcija vezanih antitela je

radena po istoj proceduri kao §to je opisano u poglavlju 3.2.2.8.1.
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4. REZULTATI



4.1. Bioinformatic¢ka analiza sekvence MUC16

4.1.1. Ispitivanje homologije sekvence MUC16

4.1.1.1. BLAST analiza

Rezultati ispitivanja slicnosti MUC16, sa sekvencama proteina iz dostupnih baza podataka,
pomoc¢u BLASTP 2.2.20 programa, prikazani su na slici 14 i u tabeli 2. Oni su se bazirali
na statisti¢koj znacajnosti, koja se izrazava na osnovu vrednosti parametra E (expectation
value) ili parametra S (bit score). E vrednost predstavlja statisti¢ki indikator, koja se racuna
po formuli E = m x n x P, gde je: m — broj svih nukleotida/aminokiselina u bazi podataka
(BP); n — broj nukleotida/aminokiselina u sekvenci kojom se pretrazuje BP; P —
verovatnoca da je HSP (high-scoring segment pair) poravnanje rezultat slu¢ajnosti. Kako
E-vrednost zavisi od veli¢ine baze podataka (kad raste baza podataka, raste i E-vrednost),
doslo se na ideju da se ona rauna na alternativan nacin, preko S vrednosti. E-vrednost je
mera pouzdanosti S vrednosti. S vrednost je mera sli¢nosti unete sekvence sa sekvencama u
bazi podataka i nezavisna je kako od duzine unete sekvence, tako i od veliCine baze
podataka. Sto je vec¢a vrednost bit score-a to je rezultat statisti¢ki verovatniji.

Rezultati dobijeni pretragom celokupne NCBI baze podataka proteina nr-aa (non-
redundant amino acid), koja kombinuje azurirane podatke od GenBank, UniProt, RefSeq,
PRF i PDBSTR baza podataka, su pokazali da medu prvih 10 pogodaka, sa najvecom
sliénos¢u (ve¢om od 70 %), spadaju sekvence koje su oznacene kao MUC16 1 MUCI16-
slicne (slika 14).

Da bi se identifikovali proteini koji imaju manji stepen sli¢nosti u aminokiselinskoj

sekvenci, ali koji se na osnovu E i S vrednosti statisticke znacajnosti mogu smatrati
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homolozima ili udaljenim homolozima, vrSena je analiza sekvenci u pojedinacnim
tasksonomskim kategorijama. U tabeli 2 su prikazani rezultati ispitivanja slicnosti
aminokiselinske sekvence MUC16/CA125, i sekvenci proteina iz baza podataka za sledece

taksonomske kategorije: virusi, bakterije, gljive i eukariote.

Entry bits E-val
Top 10 j | Select operation j Exec
1. sp:MUC16 HUMAN [Q8WXI7] RecName: Full=Mucin-16; Short=MUC-16; Al... 3.509e+04 0.0

>sp:MUCLl6 HUMAN [Q8WXI7] RecName: Full=Mucin-16; Short=MUC-16; AltName: Full=Ovarian
cancer-related tumor marker CAl25; Short=CA-125; AltName:
Full=Ovarian carcinoma antigen CAl125;>gp:AF414442 1
[AF414442] ovarian cancer related tumor marker CA125 [Homo
sapiens]
Length = 22152

Score = 3.509e+04 bits (91077), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 18805/22135 (84%), Positives = 18805/22135 (84%)

2. rs:NP 078966 [NP_078966] mucin-16 [Homo sapiens]. 2.088e+04 0.0
>rs:NP 078966 [NP 078966] mucin-16 [Homo sapiens].
Length = 14507

Score = 2.088e+04 bits (54204), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 11328/14523 (78%), Positives = 11514/14523 (79%), Gaps = 110/14523 (0%)
3. tr:B5ME49 HUMAN [B5ME49] SubName: Full=Uncharacterized protein; 1.324e+04 0.0
>tr:B5ME49 HUMAN [B5ME49] SubName: Full=Uncharacterized protein;

Length = 8998

Score = 1.324e+04 bits (34353), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 7245/8983 (80%), Positives = 7254/8983 (80%), Gaps = 2/8983 (0%)

4. gp:AF361486 1 [AF361486] mucin 16 [Homo sapiens] 9670 0.0
>gp:AF361486 1 [AF361486] mucin 16 [Homo sapiens]
Length = 6995

Score = 9670 bits (25093), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 5172/7023 (73%), Positives = 5405/7023 (76%), Gaps = 100/7023 (1%)

5. rS:XP7002828663 [XP_OO2828663] PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: m... 7807 0.0
>rs:XP 002828663 [XP 002828663] PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: mucin-16-like, partial
[Pongo abelii].
Length = 10241

Score = 7807 bits (20256), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 4320/5616 (76%), Positives = 4424/5616 (78%), Gaps = 13/5616 (0%)

Slika 14. Web prikaz BLAST analize sekvence MUC16 (Q8WXI7).
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http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?sp:MUC16_HUMAN
http://blast.genome.jp/tmp/blast.Jp7IbVCAKz/result_blast.html#sp:MUC16_HUMAN
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?sp:MUC16_HUMAN
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?refseq:NP_078966
http://blast.genome.jp/tmp/blast.Jp7IbVCAKz/result_blast.html#rs:NP_078966
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?refseq:NP_078966
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?tr:B5ME49_HUMAN
http://blast.genome.jp/tmp/blast.Jp7IbVCAKz/result_blast.html#tr:B5ME49_HUMAN
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?tr:B5ME49_HUMAN
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=AF361486
http://blast.genome.jp/tmp/blast.Jp7IbVCAKz/result_blast.html#gp:AF361486_1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=AF361486
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?refseq:XP_002828663
http://blast.genome.jp/tmp/blast.Jp7IbVCAKz/result_blast.html#rs:XP_002828663
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?refseq:XP_002828663

Membranski glikoprotein (039781)/glikoprotein gp2 (Q6SV6WO0) konjskog herpes virusa
1, kao i glikoprotein gp350-220 (E2GKY4) Epstajn-Bar virusa (EBV) su viralni proteini
koji su pokazali najvecu slicnost sekvence sa ciljanom sekvencom. Gp2 spada u grupu
integralnih proteina kapsida virusa i ucestvuje u njihovoj reprodukciji (Whittaker i sar.,
1990; Wellington i sar., 1996; Learmonth i sar., 2002). Gp350-220 (BLLF1) je
najzastupljeniji u omotacu herpes virusa i predstavlja glavni antigen, koji je odgovoran za
stimulaciju produkcije neutraliSuc¢ih antitela in vivo (Janz i sar., 2000; Luo i sar., 2012).
Njegovo vezivanje za c¢elijski receptor CD21, smatra se esencijalnim mehanizmom kojim
EBV inficira B limfocite (Tanner i sar., 1987).

Protein, izolovan iz Celijskog zida Streptococcus pneumoniae, koji pripada familiji proteina
za usidravanje (B2ISC7/Q97P71), i adhezin krvnih plocica bogat serinom (Q4L9P0), koji
je izolovan iz Staphylococcus haemolyticus, su bakterijski proteini koji imaju sekvencu,
koja je slicna sekvenci MUC16/CA125. Prema GO anotacijama, B2ISC7/Q97P71 ima
aktivnost transmembranskog transportera, dok Q4L9P0 posreduje u vezivanju za specifi¢ne
¢elije, tj. ispoljava virulentnu aktivnost (http://www.uniprot.org/uniprot/B2ISC7;
http://www.uniprot.org/uniprot/Q4L9P0; Takeuchi i sar., 2005; Ding i sar., 2009).

U taksonomskoj kategoriji Fungi, nadeni su proteini, Sa Visokom slicnos¢u sa
MUC16/CA125, za koje je poznato da imaju mucinska svojstva. To su: flokulin, Flo11l

(E9P8MO) i Muclp (CB8ZARS), izolovani iz kvasca Saccharomyces cerevisiae.
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Tabela 2. Rezultati ispitivanja sli¢nosti MUC16 (Q8WXI7), sa sekvencama proteina iz dostupnih baza podataka.

Baza Pogodak*  Protein Organizam Duzina Sli¢nost Score E-vrednost
podataka
Virusi 039781/ Glikoprotein membrane, gp2 Equine 806 25% 295 le-23
Q6SV6WO herpesvirus 1
E2GKY4 Glikoprotein 877 26% 170 3e-9
gp350-220 Epstein Barr
virus
Bakterije B2ISC7/ Familija proteina za usidravanje Streptococcus 4695 17% 669 4e-66
Q97P71 pneumoniae
(strain GSP14)
Q4L9PO Adhezin krvnih plo¢ica Staphylococcus 3608 20% 625 5e-61
bogat serinom haemolyticus
(strain
JCSC1435)
Gljive E9P8MO Flokulin sa ¢elijske povrsine Saccharomyces 1630 24% 499 4e-47
cerevisiae
C8ZARS8 Muclp Saccharomyces 1576 23% 429 6e-39
cerevisiae
Eukariote ~ E9AEM9 Proteofosfoglikan 5 Leishmania 17392 18% 1003  6e-105
major

E-vrednost: <1e™’ - homologija; 0.01 - 1e™° — moze biti homologija; 0.01 - 10 nije zna¢ajna, udaljena homologija; >10 — rezultat
slu¢ajnosti ili su toliko udaljene da nije moguce detektovati njihovu srodnost datom metodom

* pretrazivano pomoc¢u BLAST
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Poznato je da regioni ovih fungalnih proteina, koji su bogati serinom i treoninom,
ucestvuju u formiranju pseudohifa i u adheziji, vezivanjem polisaharida u prirodnim
uslovima i/ili  invazivnim rastom na supstratima, bogatim polisaharidima
(http://www.uniprot.org/uniprot/EQP8MO; http://www.uniprot.org/uniprot/C8ZARS;
Lambrechts 1 sar., 1996; Lo i Dranginis, 1998; Karunanithi i sar., 2010; Veelders i sar.,
2010).

Osim ovih proteina, a u okviru taksonomske kategorije Eukaryota, identifikovan je
proteofosfoglikan 5, iz Leishmania major (EQAEM9). Ovaj molekul pripada familiji
heterogenih polipeptida neobi¢ne kompozicije i strukture, i slican je mucinima. On je
najzastupljeniji molekul na povrSini Celije promastigota (stadijum ¢elije bilo kojeg roda
vrste Leishmania, kad zadobiju flagele), i poznato je da ucestvuje u pricvrs¢ivanju za
prenosioca/vektora (Secundino i sar., 2010). Pored toga, on moze aktivirati komplement, ali

ima slaba imunogena svojstva, tj. ponasa se kao ugljeni hidrat (Aebischer i Harbecke 1999).

4.1.1.2. CLUSTALW analiza

Kako bi se dobio uvid u homologiju proteinske sekvence MUC16 sa sekvencama drugih
poznatih mucina, uradena je ClustalW2 analiza. Ovaj tip analize omogucava izucavanje
evolutivnih odnosa izmedu ispitivanih sekvenci, a baziran je na progresivnom poravnjanju
sekvenci, kod koga su homologe sekvence evolutivno srodne. Dobijeni rezultati su
prikazani u formi filograma (slika 15). Filogram predstavlja filogenetsko (evolutivno)
razgranato stablo (dijagram) koje prikazuje evolutivne odnose izmedu razlicitih ispitivanih
molekula mucina, preko sli¢nosti 1 razlika u njihovim sekvencama. Prema filogramu,

MUC16 je najvise homolog MUC14 (Endomucin 2, UniProt pristupni broj Q9ULCO),
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MUC15 (Q8N387) i MUC18 (P43121). MUC14 i MUC15, prema GO anotacijama, spadaju
u potencijalno transmembranske i sekretorne proteine, dok je MUC18 transmembranski

protein. Oni u¢estvuju u adheziji ¢elija i adheziji ¢elija i ekstracelijskog matriksa.

Sp|Q8WXI7|MUC16_HUMAN: 0.37218
Sp|QSULCO|MUCEN_HUMAN: 0.40409

sp|P43121|MUC18_HUMAN: 0.43882
sp|Q8N387|MUC15_HUMAN: 0.42489
sp|Q02505/MUC3A_HUMAN: 0.38005

. Sp|Q9H3R2|MUC13_HUMAN: 0.44187
—

sp|P15941|MUC1_HUMAN: 0.39301
Sp|Q685J3|MUC17_HUMAN: 0.35839
trjQ12964/Q12964_HUMAN: 0.40446
Sp|Q9UKN1|MUC12_HUMAN: 0.36870
Sp|Q7Z5P9|MUC19_HUMAN: 0.39375
Sp|Q8N307|MUC20_HUMAN: 0.40597

$p|Q02817|MUC2_HUMAN: 0.32890
SPIQBWAX9MUCE_HUMAN: 0.33999
sp|P98088IMUCSA_HUMAN: 0.30802
SpIQOHCB4|MUCSB_HUMAN: 0.29477
—

Sp|Q8TAX7|MUC7_HUMAN: 0.38321
s$p|Q12889|0YGP1_HUMAN: 0.48246
Sp|Q99102|MUC4_HUMAN: 0.39600
Sp|Q5SSG8/MUC21_HUMAN: 0.39729

Slika 15. Filogram homologije proteinskih sekvenci humanih mucina.
Filogram je konstruisan pomoéu CLUSTALW2 programa iz viSestruko poravnatih
kompletnih sekvenci humanih mucina sa MUC16 (Q8WXI7).

4.1.2. Ispitivanje prisustva domena i strukturnih motiva

4.1.2.1. CDD analiza

Rezultati analize prisustva konzerviranih domena u proteinskoj sekvenci MUC16, pomocu
CDD v2.26 — 38392 PSSMs (position-specific scoring matrices), prikazani su na slikama
16 i 17. Pokazano je da proteinska sekvenca MUC16 poseduje veci broj SEA domena (65),
a njihovo prisustvo je, takode, pokazano i InterProScan i ScanProsite analizom. SEA

domen (Sea urchin sperm protein, Enterokinaza i Agrin) je ekstracelularni domen koji je O-
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glikozilovan. Pretpostavlja se da ima regulatornu funkciju ili funkciju vezivanja
ugljenohidratnih boc¢nih lanaca, a nedavno je dokazana proteoliticka aktivnost SEA
domena. Poznato je da se ovaj domen nalazi kod humanih mucina MUC1, MUC3, MUC12,

MUC13, MUC16 i MUC17.

Conserved domains ol [lcseqsig_cllofeTel4hdd7 4001000748 dd0405] _ e tull result)
Local query zequence
Graphical summary show options »
Query seq. IlIIIiII Il I:Isl:lliﬂl'lll I llil;li';l vk ||l'||||l|0:':| 1l ll'mlillh:i;mlhlim|ill|:r|?;n||||||n|||i||||-2ﬁ|-ziisz
L e EIﬂUﬂEIJIII]IIIJJJZI]J:[CCIIEIIIEEﬂEIJHUHMNHUHWWMJJJJJJJICCC[CEHEJ[I
Hulti-donains L]
) SEA domen
i Gp2
#BLLF1

Slika 16. Grafi¢ki prikaz analize konzerviranih domena u proteinskoj sekvenci
MUCI16.
Analiza je vrSena pomoc¢u CDD v2.26 — 38392 PSSMs.

Pored SEA domena, ¢ije su se E-vrednosti kretale od 3.62e-18 do 7.89e-4, dobijeni rezultati
su ukazali 1 na prisustvo domena koji bi se, na osnovu E-vrednosti, mogli ubrojati u grupu
rezultata koji se definiSu kao “mogu se smatrati homologim”. Identifikovana su dva
multidomena: domen koji odgovara Pfam familiji glikoproteina 2 (gp2) herpes virusa konja
(PF05955), E-vrednost 2.56e-6, i domen koji odgovara Pfam familiji glikoproteina
spoljasnjeg omotaca herpes virusa, gp350-220 (BLLF1; PF05109), E-vrednost 4.81e-3.

Polaze¢i od moguce strukturne slicnosti bazirane na prisustvu definisanith konzerviranih
domena, eksperimentalna validacija ovog rezultata je vrSena na osnovu pretpostavljene

CA125-imunoreaktivnosti glikoproteina omotaca virusa iz familije Herpesviridae.
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[ 1]

HgEA super family[clnzs07],
HISEA zuper family[cl02507],
HISEA super family[cl02507],
HSEA super tamily[zlnz507],
HSEA super family[cl0z507],
HsEa super family[i02507],
HISEA super family[cI02507],
HISEA zuper family[cl02507],
HsEA super tamily[clnzs07),
HSEA super tamily[zlnz507],
HSEA super family[cl0z507],
HISE& super family[cl02507],
HISEA super family[cI02507],
HISEA super family[cl02507],
HsEA super tamily[clnzs07),
HsEA super family[ei02507],
HISEA super family[c02507],
HISEA super family[cl02507],
HEEA super family[c02507],
HSEA super tamily[zlnz507],
HsEA super tamily[clnzs07),
HSEA super tamily[zlDz507],
HISEA super family[cI02507],
HISEA zuper family[cl02507],
HsEA super tamily[clnzs07),
HSEA super tamily[zlnz507],
HSEA super family[cl0z507],
HISE& super family[cl02507],
HISEL super family[cI02507],
FHISEA super family[cl02507],
HsEA super tamily[clnzs07),
HSEA super tamily[zlnz507],
HISEA super family[c02507],
HISEA super family[cl02507],
HsEA super family[oinzs07].
HSEA super tamily[zlnz507],
HSEA super familylolnzs07],
HgEA super family[clnza07],
HISEA zuper family[cl02507],
HISEA super family[cl02507],
HsEA zuper family[cl02507],
HSEA super family[cl0z507],
HsEA super tamily[zi0z507],
HgEA super family[cI02507],
HSEA super family[cI02507],
HISEA super family[cl02507],
HSEA super tamily[zinz507),
HSEA super family[cl02507],
HsEA super family[cI02507],
HISEA super family[cl02507],
HSEA super family[cI02507],
HsEA super tamily[clnzs07],
HSEA super tamily[zinz507),
HSEA super family[cl0Z507],
HISEA super family[el02507],
HISEA super family[cl02507],
HSEA super tamily[zlnz507),
HsEA super tamily[clnzs07],
HSEA super tamily[zlz507],
HgEA super family[clnza07],
HISEA zuper family[cl02507],
HISEA super family[cl02507],
HSEA super tamily[zlnz507),
HSEA super family[cl0z507],
HlsEa super tamily[zinz507),
HHerpes_gp2[pfamD5055], Equine herpesvirus glycoprotein gp2; This family consists of a number of glycoprotein gp2 sequences from eq 147872
MHHerpes_BLLF1[pfamd5109], Herpes virus major outer envelope glycoprotein (BLLF1Y; This family consists of the BLLF1 wiral late glycop 113864
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Froposed function
FPropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
Froposed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
Fropozed function
FPropozed function
Froposed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
Fropozed function
FProposed function
Fropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
Froposed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
Froposed function
Froposed function
Froposzed function
Froposed function
Froposed function
FPropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
FPropozed function
Froposed function
FPropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
FProposed function
Froposed function
FPropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
FProposed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
FPropozed function
Froposed function
Fropozed function
Froposed function
FPropozed function

List of domain hits ]

FPs=mld Multi-dom  E-walue

. 154845 no F62e-18
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. 154245 no 7 G5e12
. 154945 no S.00e-18
. 154945 no O 10e-18
. 154945 no 1.02e-17
. 154845 no 1.29e-17
. 154945 no 1.33e-17
. 154245 no 1.42e-17
. 154945 no 1.43e-17
. 154845 no 1.62e-17
. 154945 no 2.3 e 17
. 154245 no 2.91e17
. 154945 no ERE S
. 154245 no 2.53e17
. 154245 no 42017
. 154845 no 4. 49e-17
. 154945 no 5.19e-17
. 154245 no G.1de-17
. 154945 no 1.20e-16
. 154245 no 1.64e-16
. 154245 no 1.89e-16
. 154845 no 2.69e-16
. 154945 no 2.90e-16
. 154245 no 29916
. 154945 no 2.99e-16
. 154845 no 3.25e-16
. 154945 no 28816
. 154245 no 4. 34e-16
. 154945 no 7 69e-16
. 154245 no 1.08e-15
. 154245 no 1.12e-15
. 154845 no 1.7 e-15
. 154945 no 1.18e-18
. 154245 no 1.47e-15
. 154945 no 1.61e-18
. 154845 no 1.85e-15
. 154845 no 341 e15
. 154945 no 8.26e- 15
. 154245 no 98515
. 154945 no 1.78e-14
. 154245 no 1.95e-14
. 154845 no 28514
. 154245 no F11e-14
. 154945 no G.86e-14
. 154245 no 2.64e-13
. 154945 no 2.10e-13
. 154245 no 249813
. 154945 no 1.70e-12
. 154245 no 1. 70e-12
. 154945 no 2.20e-12
. 154245 no 8.22e-11
. 154945 no 3.86e-09
. 154945 no 37208
. 154945 no 3.83e-07
. 154245 no 2.83e07
. 154945 no 3.83e-07
. 154245 no 2.83e07
. 154845 no 3.83e07
. 154845 no 3.83e07
. 154945 no 3.83e-07
. 154245 no 2.83e07
. 154945 no 3.83e-07
. 154245 no 7.89e-04

YRS 2 .56 e-0G

EH 48102

Slika 17. Web prikaz analize konzerviranih domena u proteinskoj sekvenci MUC16.
Analiza je vrSena pomoc¢u CDD v2.26 — 38392 PSSMs.
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Rezultati ispitivanja unakrsne reaktivnosti OC125-sli¢nog i M11-slicnog anti-CA125
antitela sa glikoproteinima kapsida Epstajn Bar virusa (EBV) ili Herpes simplex virusa
(HSV1) su prikazani na slici 18. OC125-sli¢no antitelo je dalo merljivu reaktivnost prema
HSV-1 antigenima, kao i antigenima kapsida EBV. M11-sli¢no antitelo je dalo merljivu
reaktivnost samo prema HSV-1 antigenima, ali manju u odnosu na OC125-sli¢no antitelo.
Oba antitela su imala daleko slabiju reaktivnost sa antigenima virusa, u odnosu na

reaktivnost sa CA125.

0.250 ~
Wx306 Bx325 oc

0.200

0.150 -

A450

0.100 -

0.050

0.000 -

EBV H5W1

Slika 18. Unakrsna reaktivnost antitela na humani CA125 sa glikoproteinima virusa iz
familije Herpesviridae.

Monoklonska antitela na CA125, klonovi X306 (OC125-sli¢na) i X325 (M11-sli¢na) su
inkubirana sa imobilisanim antigenima kapsida EpStajn Bar virusa (EBV) ili antigenima

ey e

absorbanca na 450 nm. Nespecificno vezivanje je odredeno koriS¢enjem irelevantnog
monoklonskog antitela na humani horionski gonadotropin (C).
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4.1.2.2. BLOCKS analiza

BLOCKS analizom konzerviranih domena i motiva (blokova) u sekvenci humanog MUCL16,
na osnovu E vrednosti 6.2e-3, nadena je moguc¢a homologija, samo, za motiv sli¢an cink-

prstima (Zinc-fingers-Znf), tipa A20 (tabela 3).

Tabela 3. Domeni/strukturni motivi dobijeni BLOCKS analizom proteinske sekvence

MUCI16.

Ime domena/strukturnog motiva BLOCKS [ E-vrednost
WSG domen koji vezuje ugljene hidrate lod?2 0.11
Na+/H+ izmenjiva¢ domen, izoforma 1 1o0f12 0.18
dihidroksilna kiselina/6-fosfoglukonat dehidrataza

1of7 0.88
domen
domen sli¢can O-glikozil hidrolazi 1of7 0.16
motiv bakterijskog formiranja jezgara leda 10f12 0.25
motiv vazopresin VIB receptora 1of9 0.28
motiv sli¢an peropsinu 1lof1l 0.31
motiv sli¢an cink-prstima, tip A20 10of3 0.0062
motiv velikog viralnog kapsidnog proteina 1o0f12 0.045
motiv slican tipu Il sekrecionom haperonu SycE

1of5 0.28
Gram-negativnih bakterija
motiv slican C-X-C hemokinskom receptoru, tip 5 10f8 0.36
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Identifikovan motiv slican Znf pripada tipu A20, tj. onom koji se nalazi na proteinu A20,
inhibitoru cCelijske smrti koji deluje na NF-kappaB aktivaciju (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), preko signalnog puta receptora TNF (tumor necrosis
factor) (Prasad, 2007). Znf motivi su, generalno, relativno mali proteinski motivi Kkoji
omogucavaju kontakte tandemskih ponovaka sa ciljnim molekulom. Neki od ovih domena
vezuju cink, ali neki i druge metale, kao Sto je gvozde, ili ¢ak i druge molekule
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR002653).

Za ostale domene i strukturne motive E-vrednost je bila veca od 0.01, Sto ukazuje da

poklapanje nije znacajno i moguca je jedino udaljena homologija.

4.1.2.3. Prosite i iProClass analiza

Prema rezultatima pretrazivanja Prosite baze podataka (slika 19), MUC16 poseduje 11
SEA domena, region sli¢an a i  subjedinici ATP sintaze (ATP synthase alpha and beta
subunits signature), kao i strukturne motive sa visokom i ¢esto nespecificnom ucestalos¢u
(tabela 4). Usaglasen obrazac (consensus pattern) o i B subjedinice ATP sintaze je P -
[SAP] - [LIV] - [DNH] - {LKGN} - {F} - {S} - S - {DCPH} - S, gde prvi S ostatak moze
biti aktivno mesto. Od ukupnog broja pogodaka za ovaj obrazac u UniProtKB/Swiss-Prot
bazi podataka (2272 pogodaka u 2272 razlicitih sekvenci), MUC16 poseduje obrazac
PALHEITSSS (aminokiseline od 10348-10357) i ubrajan je u grupu lazno-pozitivnih
rezultata.

iProClass analizom proteinske sekvence MUC16 pronadeni su isti motivi nadeni Prosite

analizom.
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Slika 19. Sematski prikaz domena/strukturnih motiva dobijenih ScanProsite analizom
proteinske sekvence MUC16.

Tabela 4. Strukturni motivi sa visokom i ¢esto nespecifi‘cnom ucestalo$¢u dobijeni
ScanProsite analizom proteinske sekvence MUC16.

Strukturni motivi sa visokom i ¢esto
nespecificnom ucestalo$¢u

UsaglaSen obrazac

mesta bogata serinom

mesta bogata treoninom

mesta N-glikozilacije

N - {P}-[ST]-{P}

N je mesto glikozilacije

mesta fosforilacije CAMP i cGMP zavisne protein
Kinaze

[RK](2) - x - [ST]
S i T su mesta fosforilacije

mesta fosforilacije protein kinaze C

[ST] - x - [RK]
S i T su mesta fosforilacije

mesta fosforilacije kazein kinaze 11

[ST]-x(2) - [DE]
S i T su mesta fosforilacije

mesta fosforilacije tirozin kinaze, mesta amidacije

RK] - x(2) - [DE] - x(3) - Y or [RK] - x(3) -
[DE] - x(2) - Y
Y je mesto fosforilacije

mesta N-miristilacije

G - {EDRKHPFYW?} - x(2) - [STAGCN] -
{P} - G na N terminusu je mesto
miristilacije

motiv leucinski rajsferslus

L-x(6)-L-x(6)-L-x(6)-L
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4.1.2.4. MyHits analiza

Analiza MUC16 proteinske sekvence, pomocu razli¢itih parametara za skeniranje motiva i

obrazaca u MyHits bazi podataka, je pored domena i motiva dobijenih ScanProsite

analizom, ukazala i na motiv koji je slicnan motivu kod IFRD (Interferon-related

developmental regulator), a koji se, na osnovu E vrednosti, moze smatrati homologim.

Ostali identifikovani domeni su imali E vrednosti, koje su ukazivale da poklapanje nije

znacajno, ali je moguca daleka homologija (tabela 5).

Tabela 5. Obrasci/strukturni motivi dobijeni MyHits* analizom proteinske sekvence

MUCI16.
Strukturni motivi i obrasci E vrednost
protein regulator razviéa koji je srodan interferonu-1IFRD 0.0015
Staphylocoagulase ponovak 0.22
Motivi sli¢ni motivima familije CheC proteina. 0.83
(CheC je fosfataza CheY-P proteina - chemotactic response regulator) '
Protein Borrelia-ponovak 1
PAAR motiv (motiv prisutan obi¢no u parovima kod familije
. . .. 11
membranskih proteina bakterija)
Koagulacioni faktor V LSPD ponovak (ime LSPD potice od
konzerviranih aminokiselinskih ostataka u sredini ponovka, u okviru B 17
domena koagulacionog faktora V, koji se iseca neposredno pre njegove '
aktivacije)
Motiv proteina LPxTG koji je prisutan na povrsini Gram-pozitivnih 21
koka (Gram-positive cocci surface proteins LPXTG motif profile) '
NUMOD3 motiv (vezuje DNK, naden je kod "homing" endonukleaza i 33

njima srodnim proteinima)

Obuhvata baze podataka: PeroxiBase, HAMAP, PROSITE, More profili, PROSITE obrasci
- frequent match producers, Pfam HMMs - local models i Pfam HMMs - global models
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4.1.3. Fizifko-hemijske osobine, globularnost i odstupanje od pretpostavljene
tercijarne strukture proteinske sekvence MUC16

4.1.3.1. ProtParam

Analiza fizicko-hemijskih osobina sekvence MUCL16, izvrSena je pomoc¢u ProtParam
alatke. Ona omogucava izraCunavanje razli¢itih fizickih i hemijskih parametara unete
sekvence proteina. U ove parametre spadaju molekulska masa, teorijska izoelektri¢na tacka,
atomski sastav, ekstinkcioni koeficijent, procenjen polu-zivot, indeks nestabilnosti, indeks
alifati¢nosti i GRAVY indeks (koji govori o solubilnosti proteina). Dobijeni rezultati
prikazani su na slici 20. Rezultati pokazuju da je MUC16 sekvenca najbogatija treoninom
(15.9 %), serinom (14.8 %), leucinom (9.3 %) i prolinom (8.5 %). Procenjen polu-zivot
molekula MUC16 (vreme koje je potrebno da ostane polovina od ukupnog pula sintetisanog
proteina, a koje zavisi od aminokiseline na N-terminusu) je 30 sati (sisarski retikulociti, in
vitro), 20 sati (kvasac, in vivo), 10 sati (Escherichia coli, in vivo). Indeks nestabilnosti je
procenjen na 42.94, §to MUCI16 klasifikuje u nestabilne proteine. Indeks alifati¢nosti
(termostabilnost globularnih proteina) MUC16 iznosi 68.32 (ima nisku termostabilnost, sto
je u saglasnosti sa drugim proteinima koji su bogati serinom i treoninom (a-amilaza,
enolaza, termolizin i alkalna proteaza). GRAVY indeks (solubilnost proteina) iznosi -0.310,

sto MUC16 svrstava u hidrofilne proteine.

4.1.3.2. ProtScale

ProtScale analiza je, na osnovu procentualno viseg sadrzaja negativnih nego pozitivnih

vrednosti za aminokiseline, pokazala da je MUC16 najve¢im delom hidrofilan (slika 21).
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ProtParam

MUC16_HUMAN (Q8WXI7)

Mucin-16 (MUC-16) (Ovarian cancer-related tumor marker CA125) (CA-125) (Ovarian
carcinoma antigen CA125)

Homo sapiens (Human).

The parameters have been computed for the following feature:

FT CHAIN 1 22152  Mucin-16.
The computation has been carried out on the complete sequence (22152 amino acids).

Number of amino acids: 22152
Molecular weight: canno
Theoretical pl: and

CSV format

Amino acid composition:
Ala (A) 998 45% Arg (R)8243.7% Asn(N) 655 3.0% Asp (D) 696 3.1%
Cys (C) 138 0.6% GIn(Q) 460 2.1% Glu (E)1128 5.1% Gly (G)1373 6.2%
His (H) 500 2.3% lle (I) 751 3.4%  Leu (L)2063 9.3% Lys (K) 574 2.6%
Met (M) 434 2.0% Phe (F) 560 2.5% Pro (P)1893 8.5%  Ser (S)3287 14.8%
Thr (T)353315.9% Trp (W) 162 0.7% Tyr (Y) 412 1.9% Val (V)1090 4.9%
Pyl (O) 0 0.0% Sec(U) 0 0.0%
(B) 0 0.0% (2) 0 00% (X)621 2.8%
Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 1824
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 1398
Atom composition:
As there is at least one ambiguous position (B,Z or X) in the sequence
considered, the atomic composition cannot be computed.
Extinction coefficients:
Extinction coefficients are in units of M™ cm™, at 280 nm measured in water.
Ext. coefficient 1513505
Abs 0.1% (=1 g/lI) 0.000, assuming all pairs of Cys residues form cystines
Ext. coefficient 1504880
Abs 0.1% (=1 g/I) 0.000, assuming all Cys residues are reduced
Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met).
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).

>20 hours (yeast, in vivo).

>10 hours (Escherichia coli, in vivo).
Instability index:
The instability index (I1) is computed to be 42.94. This classifies the protein as unstable.
Aliphatic index: 68.32
Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.310

Slika 20. Web prikaz rezultata ProtParam analize sekvence MUC16.
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q8WXI7

FrotScale output for MUC1& HUMAN

T T
Hphob. « Kyte &% Doolittle

= 1 1 ||| I|| | |I | ||||

Score

-2 ||r| "'||q T ‘ || T ‘

5] SHEE lo@Ea 15888 =3515151s)
Fozition

Slika 21. Hidrofobnost proteinske sekvence MUC16 bazirana na ,,Kyte i Doolitle
vrednostima.

Pozitivne vrednosti predstavljaju aminokiseline koje doprinose hidrofobnosti dok negativne
vrednosti predstavljaju aminokiseline koje doprinose hidrofilnosti proteinske sekvence
MUC16. Hphob. / Kyte & Doolittle, individualne vrednosti za 20 aminokiselina su: Ala:
1.800 Arg: -4.500 Asn: -3.500 Asp: -3.500 Cys: 2.500 GIn: -3.500 Glu: -3.500 Gly: -
0.400 His: -3.200 Ile: 4.500 Leu: 3.800 Lys: -3.900 Met: 1.900 Phe: 2.800 Pro: -
1.600 Ser: -0.800 Thr: -0.700 Trp: -0.900 Tyr: -1.300 Val: 4.200 :-3.500 :-3.500 : -
0.490.
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4.1.3.3. GLOBPLOT

GLOBPLOT analizom proteinske sekvence MUC16, pokazano je da je odstupanje od
pretpostavljene tercijarne strukture najve¢e u ekstracelularnom regionu (1-12000
aminokiseline), a da je globularnost najviSe zastupljena u regionu sekvence koji sadrzi SEA
domene, transmembranski domen i citoplazmatski rep (12000-22152 aminokiseline) (slika

22).

RecName: Full=Mucin-16; Short=MUC-16; AltName: Full=Ovarian cancer-related tumor marker
CA125; Short=CA-125; AltName: Full=Ovarian carcinoma antigen CA125;

Curves:
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Globularni domeni
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Residue - ostaci aminokiselina

Slika 22. GLOBPLOT analiza proteinske sekvence MUC16, koja se bazira na
Russell/Linding-ovim vrednostima.
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4.1.4. Predikcija funkcije MUC16

4.1.4.1. ProtFun analiza

Rezultati ProtFun 2.2 analize funkcije MUC16, na osnovu njegove proteinske sekvence,
prikazani su na slici 23. Budu¢i da se sekvenca MUCI16 sastoji od preko 22000
aminokiselina, Sto je ekstremno veliki broj, ona je analizirana u delovima od 5000
aminokiselina, usled ograni¢enja kapaciteta servera. Dobijeni rezultati su prikazani u formi
funkcionalnih kategorija gena i genskih produkata i GeneOntology kategorija. Verovatnoc¢a
za dobijene kategorije je bila, generalno, mala. U okviru funkcionalnih kategorija gena i
genskih produkata, sa verovatno¢om 0.560 i Sansom 2.305, MUC16 je homolog grupi
proteina koji ucestvuju u metabolizmu purina i pirimidina, dok je, sa verovatno¢om 0.533 i
Sansom 1.299, on homolog grupi proteina koji u€estvuju u transportu i vezivanju atoma i
molekula. MUC16 je, takode, sa verovatnocom 0.420 i Sansom 1.465, okarakterisan kao
enzim nepoznate klase. U okviru GeneOntology kategorija, sa verovatnoc¢om 0.219 i
Sansom 7.809, MUCI16 je homolog grupi strukturnih proteina, a sa verovatno¢om 0.220 i

Sansom 1.757, homolog proteinima koji u€estvuju u regulaciji transkripcije.

4.1.4.2. JAFA analiza

JAFA analiza sekvence MUC16, prikazana je na u tabeli 6. Prikazani GO nivoi oznacavaju
specificnost GO funkcionalnog termina (Sto je ve¢i GO nivo, to je i specificnost GO
funkcionalnog termina veca), a odgovarajuce ocene odreduju koliko je dobra data anotacija,
balansiraju¢i izmedu rezultata predvidanja i servera koji su se saglasili za dati GO

funkcionalni termin.

71



HHEfH#F R #FEHSE ProtFun 2.2 predictions #########H#444

>Sequence

# Functional category Prob Odds
Amino_acid biosynthesis 0.024 1.071
Biosynthesis of cofactors 0.058 0.808
Cell envelope 0.032 0.517
Cellular processes 0.032 0.432
Central intermediary metabolis 0.060 0.945
Energy metabolism 0.023 0.259
Fatty acid metabolism 0.016 1.265
Purines and pyrimidines => 0.560 2.305
Regulatory functions 0.252 1.566
Replication and transcription 0.132 0.491
Translation 0.027 0.613
Transport and binding => 0.533 1.299

# Enzyme/nonenzyme Prob Odds
Enzyme => 0.420 1.465
Nonenzyme 0.580 0.813

# Enzyme class Prob 0dds
Oxidoreductase (EC 1.-.-.-) 0.024 0.114
Transferase (EC 2.-.-.-) 0.096 0.279
Hydrolase (EC 3.-.-.-) 0.068 0.215
Lyase (EC 4.-.-.-) 0.020 0.430
Isomerase (EC 5.-.-.-) 0.010 0.321
Ligase (EC 6.-.-.-) 0.017 0.326

# Gene Ontology category Prob Odds
Signal transducer 0.143 0.667
Receptor 0.011 0.066
Hormone 0.001 0.206
Structural protein => 0.219 7.809
Transporter 0.025 0.230
Ion channel 0.011 0.195
Voltage-gated ion channel 0.005 0.212
Cation_channel 0.010 0.224
Transcription 0.075 0.586
Transcription regulation => 0.220 1.757
Stress response 0.017 0.196
Immune response 0.016 0.187
Growth factor 0.007 0.529
Metal ion transport 0.009 0.020

Slika 23. Sumarni web prikaz analize MUC16 sekvence pomoc¢u ProtFun2.2 servera.
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Tabela 6. Sumarni prikaz rezultata analize sekvence Q8WXI7 (MUC16/CA125) na JAFA serveru*.

Bioloski procesi

Molekularna funkcija

Celijska komponenta

GO/ GO-nivo  Score Ime GO/ GO- Score Ime GO/ GO-nivo  Score Ime
nivo
0015986 / 6 2.00 ATP sinteza 0004339/6 2.00 Hidroliza 0005886 / 3 1.00 Plazma
kuplovana sa terminalne D- membrana
transportom glukoze vezane
protona al,4 vezom
0006030/ 6 2.00 Metabolizam 0005524 /5 1.67  Vezivanje ATP 0016469/ 2 0.67 Veliki
hitina proteinski
kompleks za
katalizu sinteze
ili hidrolize
ATP-a
rotacionim
mehanizmom
0000272 /6 2.00 Katabolizam 0008061 /4 1.33  Vezivanje hitina 0005615/ 2 0.67  Ekstracelijski
polisaharida prostor
0007160/ 4 1.33  Adhezija ¢elijeza 0005515/ 2 0.67 Vezivanje
matriks proteina
0007124 /3 1.00 Rast pseudohifa 0005554 /1 0.33 Nepoznata
molekularna
funkcija
0001403/3 1.00 Invazivni rast
(sensu
Saccharomyces)

* pretrazivano pomocu http://jafa.burnham.org; izabrani rezultati.
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Dobijeni rezultati su ukazali na sledece GeneOntology funkcionalne termine (pristupni
brojevi): u okviru domena molekularna funkcija GO:0004339 (GO nivo 6, ocena 2.00),
G0:0005524 (GO nivo 5, ocena 1.67), GO:0008061 (GO nivo 4, ocena 1.33), GO:0005515
(GO nivo 2, ocena 0.67) i GO:0005554 (GO nivo 1, ocena 0.33); u okviru domena celijska
komponenta GO:0005886 (GO nivo 3, ocena 1.00), GO:0016469 (GO nivo 2, ocena 0.67) i
G0:0005615 (GO nivo 2, ocena 0.67); i u okviru domena bioloski procesi GO:0015986
(GO nivo 6, ocena 2.00), GO:0006030 (GO nivo 6, ocena 2.00), GO:0000272 (GO nivo 6,
ocena 2.00), GO:0007160 (GO nivo 4, ocena 1.33), GO:0007124 (GO nivo 3, ocena 1.00) i
G0:0001403 (GO nivo 3, ocena 1.00).

Termin GO:0004339 (1,4-alfa-D-glukan glukohidrolazna aktivnost) se odnosi na katalizu
hidrolize terminalne D-glukoze vezane al,4 vezom, sukcesivno, sa neredukujucéih krajeva
lanaca, sa oslobadanjem B-D-glukoze. Termin GO:0005524 (vezivanje ATP) se odnosi na
selektivno vezivanje za ATP, adenozin 5’-trifosfat. Termin GO:0008061 (vezivanje hitina)
se odnosi na selektivnu i nekovalentnu interakciju sa hitinom, linearnim polisaharidom koji
se sastoji od N-acetil-D-glukozaminskih ostataka, vezanih «l,4 vezom. Termin
GO0:0005515 (vezivanje aminokiselina proteina), se odnosi na selektivnu i nekovalentnu
interakciju sa bilo kojim proteinom ili proteinskim kompleksom (kompleksom dva ili vise
proteina koji mogu da sadrze i neproteinske molekule). Termin GO:0005554 je termin sa
nepoznatom molekularnom funkcijom. GO:0005886 (plazma membrana) termin se odnosi
na celijsku membranu. GO:0016469 (dvo-sektorni ATP-azni kompleks za transportovanje
vodonika, hydrogen-transporting two-sector ATPase complex) termin se odnosi na veliki

proteinski kompleks koji katalizuje sintezu ili hidrolizu ATP-a rotacionim mehanizmom,
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povezanim sa transportovanjem protona kroz membranu. Ovaj kompleks se sastoji od
membranskog dela, koji transportuje protone, i citoplazmatskog dela, koji katalizuje sintezu
ili hidrolizu ATP-a. Termin GO:0005615 (ekstracelijski prostor) se odnosi na prostor
unutar visecelijskog organizma, koji se nalazi sa spoljne strane plazma membrane i
ispunjen je tec¢noscu. GO:0015986 (ATP sinteza kuplovana sa transportom protona) termin
se odnosi na procese transporta protona kroz membranu, koji stvaraju elektrohemisjki
potencijal, koji se koristi za sintezu ATP-a. Termin GO:0006030 (procesi metabolizma
hitina) se odnosi na hemijske reakcije i metabolicke puteve hitina, dok se termin
G0:0000272 (katabolizam polisaharida) odnosi na hemijske reakcije i metabolicke puteve,
¢iji je krajnji rezultat degradacija polisaharida, polimera od 10 i viSe monosaharida vezanih
glikozidnom vezom. GO:0007160 (adhezija celije za matriks) termin se odnosi na
vezivanje Celije za ekstracelijski matriks preko adhezionih molekula. GO:0007124 (rast
pseudohifa) termin se odnosi na obrazac ¢elijskog rasta, u uslovima ograni¢ene koli¢ine
azota 1 velike koli¢ine ugljenika za fermentisanje, kada ¢elije postaju izduzene, zadobijaju
obrazac unipolarnog pupljenja i ostaju fizicki medusobno spojene. Termin G0O:0001403
(invazivni rast u nedostatku glukoze) se odnosi na obrazac rasta naden pri pupljenju
haploidnih ¢elija, pod odredenim uslovima, u kojima celije zadrzavaju tipi¢no aksijalno
pupljenje haploidnih ¢elija, ali postaju izduzene i ne uspevaju da se razdvoje posle deobe;

primer ovog procesa je naden kod Saccharomyces cerevisiae.

4.1.4.3. PFP analiza

Rezultati analize sekvence MUC16, pomo¢u PFP: Automated Protein Function Prediction

servera, prikazani su u tabeli 7.
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Tabela 7. Predvideni GO termini za unetu Q8WXI7 (Mucl6/CA125) sekvencu*.

Bioloski procesi Molekularna funkcija Celijska komponenta
GO Score Definicija GO Score Definicija GO Score Definicija
0006812 5363  Transport katjona 0005515 3567 Vezivanje 0005624 24775 Membranska
proteina frakcija
0007155 4679 Adhezija ¢elija 0004867 3371 Aktivnost 0005887 4420 Deo
inhibitora membrane
endopeptidaze
0007275 4273 Razvoj 0004872 3133 Aktivnost 0016020 4305 Membrana
receptora
0006929 3310  Celijska migracija 0004672 2914 Aktivnost 0005622 3129 Intracelijski
vezana za supstrat protein kKinaze
0050652 2664 Biosinteza 0004674 2623 Aktivnost 0016021 2363  Sastavni deo
polisaharidnih Ser/Thr kinaze membrane
lanaca
0007166 2554 Signalna transd. 0005529 2445 Vezivanje 0005578 2118  Extracelijski
receptora vezanog SeCera matriks (sensu
za povrsinu Celije Metazoa)
0007165 2416 Signalna 0005524 2219  Vezivanje ATP 0005634 1939 Nukleus
transdukcija
0006917 2213 Indukcija 0008270 2206  Vezivanje jona 0005856 1764 Citoskelet
apoptoze cinka
0008228 2079 Opsonizacija 0003804 2154 Aktivnost 0009897 1633  Spoljna strana
koagulacionog membrane
faktora Xa
0035162 2071 Embrionalna 0046703 2075  Vez.receptora 0005615 1531  Ekstracelijski
hematopoeza sli¢énog rec. NK prostor
Celija

*pretrazivano pomocu http://dragon.bio.purdue.edu/pfp; izabrani rezultati.
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U okviru GO domena molekularna funkcija, pored termina koji su nadeni JAFA analizom,
GO0:0005515 (vezivanje proteina) i GO:0005524 (vezivanje ATP), izdvajaju se sledeéi
GeneOntology termini: GO:0004867 (aktivnost inhibitora endopeptidaze, ocena 3371),
G0:0004872 (aktivnost receptora, ocena 3113), GO:0004672 (aktivnost protein kinaze, ocena
2914), GO:0004674 (aktivnost Ser/Thr Kkinaze, ocena 2623), GO:0005529 (vezivanje Secera,
ocena 2445), G0:0008270 (vezivanje jona cinka, ocena 2206), GO:0003804 (aktivnost
koagulacionog faktora Xa, ocena 2154) i GO:0046703 (vezivanje receptora slicnog receptoru
NK ¢elija, ocena 2075). U okviru GO domena ¢elijska komponenta, osim termina koji je naden
JAFA analizom, GO:0005615 (ekstracelijski prostor), nadeni su i GO:0005624 (membranska
frakcija, ocena 24775), GO:0005887 (deo membrane, ocena 4420), GO:0016020 (membrana,
ocena 4305), GO:0005622 (unutarcelijski, ocena 3129), GO:0016021 (sastavni deo membrane,
ocena 2363), GO:0005578 (ekstracelijski matriks, sensu Metazoa, ocena 2118), GO:0005634
(nukleus, ocena 1939), GO:0005856 (citoskelet, ocena 1764), GO:0009897 (spoljna strana
membrane, ocena 1633). U okviru GO domena bioloski procesi, nadeni su sledec¢i termini:
G0:0006812 (transport katjona, ocena 5363), GO:0007155 (adhezija celija, ocena 4679),
GO0:0007275 (razvoj, ocena 4273), GO:0006929 (¢elijska migracija vezana za supstrat, 0cena
3310), GO:0050652 (biosinteza polisaharidnih lanaca, ocena 2664), GO:0007166 (signalna
transdukcija receptora vezanog za povrSinu celije, ocena 2554), GO:0007165 (signalna
transdukcija, ocena 2416), GO:0006917 (indukcija apoptoze, ocena 2213), G0:0008228

(opsonizacija, ocena 2079) i GO:0035162 (embrionalna hematopoeza, ocena 2071).
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4.1.4.4. GeneOntology analiza

Rezultati GeneOntology analize sekvence MUC16, prikazani su na slici 24. Dobijeni rezultati, u
okviru domena bioloski procesi, su ukazali da se, pored GO:0007155 (Celijska adhezija) koji je
naden pomoc¢u PFP, izdvajaju i slede¢i termini: GO:0009987 (Celijski procesi) i GO:0022610

(bioloska adhezija).

G0:0008150
biological_process

GO0:0005575
cellular_component

GO:0003674
molecular_function

G0:0009987 G0:0022610 GO:0005576 GO:0005623 G0:0005488

cellular process biological adhesion extracellular region cell binding
G0:0007155 i GO:0044464 GO:0005515

X extracellular region T
cell adhesion part cell part protein binding

GO:0005615 G0:0016020 G0:0071944

extracellular space membrane cell periphery

G0:0044425 G0O:0005886

membrane part

Z X

G0:0019898 G0:0031224
extrinsic to membrane intrinsic to membrane

plasma membrane

GO0:0016021
integral to membrane

Slika 24. Web prikaz analize MUC16 sekvence u GeneOntology bazi podataka.

78



U okviru domena celijska komponenta, osim GO:0005615 (ekstracelijski prostor), koji je
naden pomocu JAFA i PFP, kao i GO:0016020 (membrana) i GO:0016021 (sastavni deo
membrane) nadeni pomoc¢u PFP, nadeni su slede¢i termini: GO:0005576 (ekstracelijski
region), GO:0005623 (¢elija), GO:0044421 (deo ekstracelijskog regiona), GO:0044464
(Celijski deo), GO:0005615 (ekstracelijski prostor), GO:0071944 (periferni deo celije),
G0:0044425 (deo membrane), GO:0005886 (plazma membrana), GO:0019898 (spoljasnji
deo membrane), GO:0031224 (unutrasnji deo membrane). U okviru domena molekularna
funkcija, osim GO:0005515 (vezivanje proteina), koji je naden pomo¢u JAFA i1 PFP, naden

je i termin GO:0005488 (vezivanje).
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4.2. Glikobiohemijska analiza

4.2.1. Uticaj CA125 antigena na eritrocite coveka

4.2.1.1. Uticaj CA125 antigena na agregaciju eritrocita

Analiza agregacije je vrSena u suspenziji eritrocita, koja je naneta na staklene plocice u
vidu kapi. U nju su dodati odgovaraju¢i CA125 antigeni, i nakon inkubacije od 30 minuta,
na sobnoj temperaturi, reprezentativna polja sa ¢elijama su posmatrana pod svetlosnim
mikroskopom pri uvecanju 20 x i 40 x (slike 25, 26 i 27).

Za razliku od kontrolnog uzorka, gde su ¢elije individualno rasporedene (slika 25 c, d), u
prisustvu CA125 antigena fetalnog porekla, pCA125 (slika 25 a, b), kao i u prisustvu
CA125 antigena iz pleuralne teCnosti ¢oveka, pfCA125 (slika 26 a-d) zapazeno je
formiranje grozdastih agregata/miniklastera. Individualne celije unutar agregata su ostale
okrugle, a morfologija formiranih agregata je bila slicna u prisustvu oba antigena. Isti
efekat na agregaciju eritrocita, postignut je u prisustvu oba antigena, ali pri 40 puta manjoj
koncentraciji pCA125 (500 1U/mL), u odnosu na pfCA125 (20000 1U/mL).

Za razliku od pCA125 i pfCA125, CA125 iz Celijske linije ovarijalnog kancera ¢oveka,

clCA125 (slika 27 a, b), nije imao efekat na agregaciju eritrocita.
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Slika 25. Uticaj pCA125 antigena na agregaciju eritrocita.
Suspenzija eritrocita je naneta u vidu kapi, na staklene plocice, a zatim je dodat pCA125.

Nakon inkubacije od 30 minuta, na sobnoj temperaturi, ¢elije su posmatrane svetlosnim
mikroskopom.

pCA125 - antigen fetalnog porekla
(a, b) 500 1U/mL pCA125

(c, d) Suspenzija eritrocita bez dodatog CA125 antigena je kori§¢ena kao kontrola.
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Slika 26. Uticaj pfCA125 antigena na agregaciju eritrocita.
pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih od ovarijalnog kancera
(a, b) 20000 1U/mL pfCA125
(c, d) 4000 1U/mL pfCA125.
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Slika 27. Uticaj cICA125 antigena na agregaciju eritrocita.
cICA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera ¢oveka
(a) 20000 IU/mL cICA125
(b) 4000 1U/mL clICA125.

4.2.1.2. Uticaj CA125 antigena na adheziju eritrocita

Adhezija eritrocita na polistirenske plo¢e obloZene poli-L-lizinom, u prisustvu CA125
antigena, prikazana je na slikama 28, 29 i 30. pCA125 antigen je inhibirao adheziju
eritrocita na dozno zavisan nacin (do 23 % kontrolne vrednosti) (slika 28), dok su, pri istim
testiranim koncentracijama, pfCA125 (slika 29) i cICA125 (slika 30) bili znatno manje
efikasni (do 83 % i do 85 % kontrolne vrednosti, redom). Na 20 do 40 puta vecim
koncentracijama, pfCA125 je ispoljio slican efekat kao pCA125 (do 19 % kontrolne

vrednosti), dok je efekat clCA125 i dalje bio mnogo manji (65 % kontrolne vrednosti).
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Slika 28. Uticaj pCA125 antigena na adheziju eritrocita.
Plo¢e su obloZene poli-L-lizinom, blokirane BSA, a onda su dodati pCA125 antigen i
humani eritrociti. Nakon inkubacije, neadherirane ¢elije su nezno isprane adhezionim
puferom, a adherirane ¢elije su lizirane destilovanom vodom. Izmerena je absorbanca na
405 nm, kao mera ukupnog broja adheriranih ¢elija. Rezultati su prikazani kao procenat

kontrole (broj adheriranih eritrocita bez dodatog pCA125 antigena, arbitrarno 100 %).

pCA125 - antigen fetalnog porekla.
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Slika 29. Uticaj pfCA125 antigena na adheziju eritrocita.
Rezultati su prikazani kao procenat kontrole (broj adheriranih eritrocita bez dodatog
pfCA125 antigena, arbitrarno 100 %).
pfCA125 - antigen iz pleuralne tecnosti osoba obolelih od ovarijalnog kancera.
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Slika 30. Uticaj clCA125 antigena na adheziju eritrocita.
Rezultati su prikazani kao procenat kontrole (broj adheriranih eritrocita bez dodatog
cICA125 antigena, arbitrarno 100 %).

cICA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera ¢oveka.

Paralelno sa ovim eksperimentima, raden je test adhezije na staklenim ploc¢icama

oblozenim poli-L-lizinom, koji je omogucio uvid u izgled i morfologiju adheriranih celija

(slika 31). Dobijeni rezultati su bili u skladu sa efektima zapazenim u testu na

polistirenskim plo¢ama.
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Slika 31. Test adhezije eritrocita u prisustvu CA125 antigena.
Staklene plocice su oblozene poli-L-lizinom, blokirane BSA, a onda su dodati odgovarajuéi
CAL125 antigeni i eritrociti. Adherirane ¢elije su posmatrane svetlosnim mikroskopom pri
uvecanju 20 x (inserti 40 x).
Kontrola - adhezija eritrocita bez dodatog CA125 antigena.
pCA125 - antigen fetalnog porekla: b) 500 IU/mL i ¢) 50 IU/mL
pfCAL125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih od ovarijalnog kancera: al) 20000
IU/mL, b1) 5000 IU/mL i cl) 500 IU/mL
cICA125 - antigen iz celijske linije ovarijalnog kancera ¢oveka: a2) 20000 1U/mL, b2)
5000 IU/mL i c2) 500 1U/mL.
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4.2.1.3. Hemoliza eritrocita u prisustvu CA125 antigena

Uticaj CA125 antigena na hemolizu eritrocita, izazvanu SDS-om, prikazan je na slici 32.
Nije uocena razlika izmedu kontrole (eritrociti bez dodatih antigena) i eritrocita inkubiranih

sa ispitivanim CA125 antigenima, u koncentracijskom opsegu 500-20000 IU/mL.

*+pCA125 +pfCA125 +cICA125 = Kontrola
1 -
0.7
0.6 a
o
S 0.5 ;
2 . =
0.4
0.3
0.2
0.1
0 T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 920 105 120 135 150 165 180
Vreme (min)

Slika 32. Vremenski tok hemolize eritrocita indukovane SDS-om.
Suspenzija eritrocita je inkubirana sa 125 uM SDS u prisustvu odgovaraju¢eg CA125
antigena (500 1U/mL), na 25°C, uz konstantno muckanje. Absorbanca na 670 nm je merena
u intervalima od 15 minuta.
pCA125 - antigen fetalnog porekla
pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih od ovarijalnog kancera
cICA125 - antigen iz ¢éelijske linije ovarijalnog kancera coveka
Kontrola - suspenzija eritrocita inkubirana sa 125 uM SDS bez dodatog CA125 antigena.
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4.2.2. Interakcija CA125 antigena sa lektinima i receptorima lektinskog tipa C,

eksprimiranim na ¢elijama Krvnog sistema ¢oveka

4.2.2.1. Vezivanje sigleka za CA125 antigen

Ispitivanje vezivanja sigleka za CA125 antigene razli¢itog porekla, vrSeno je u testovima na
¢vrstoj fazi. Dobijeni rezultati su prikazani na slikama 33, 34 i 35. Svi testirani sigleci su
pokazali sli¢nu, umerenu reaktivnost sa pCA125. Medutim, na viS§im koncentracijama
antigena (125-500 1U/mL), siglek-3 i siglek -7, i u manjoj meri siglek-2, bili su reaktivniji
od drugih sigleka (Slika 33, A). Perjodatni tretman pCA125, redukovao je vezivanje
sigleka-2, sigleka-3 i sigleka-7 za 14 %, 7 % i 5 %, redom (Slika 33, B).

Za razliku od pCA125, najvedi nivo vezivanja za pfCA125, pokazali su siglek-2 i siglek-3,
i u manjoj meri siglek-6 (Slika 34, A). Perjodatni tretman ovog antigena je smanjio
vezivanje sigleka-2 za 18 %, sigleka-3 za 20 % i sigleka-6 za 3 % (Slika 34, B).

Siglek-9 i siglek-10 su pokazali izrazitu selektivnost za cICA125 antigen (Slika 35, A). U
odnosu na pCA125 i pfCA125, perjodatni tretman cICA125 antigena je u znatnoj meri
uticao na nivo vezivanja sigleka-9 i sigleka-10, tj. doveo je do redukcije vezivanja za 40 %,

odnosno 56 %, redom (Slika 35, B).
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Slika 33. Vezivanje sigleka za pCA125 antigen.

Imobilisani pCA125 antigen (7-500 IU/mL) je inkubiran sa odgovaraju¢im siglek-Fc
himerama, nakon Cega su vezani lektini detektovani protein A-HRPO. lzmerena je
absorbanca na 450 nm.
Panel A: Nativni pCA125 antigen; vezivanje sigleka je izrazeno u procentima, u 0dnosu na
nespecifi¢no vezivanje.
Panel B: pCA125 antigen (500 IU/mL) tretiran perjodatom; vezivanje siglek-Fc himera je
izrazeno kao procenat vezivanja za nativni pPCA125 antigen.
Prikazani procenti su srednje vrednosti dva nezavisna eksperimenta. Standardna greska se
krece od 4 %-13 % (podaci nisu prikazani).
pCA125 - antigen fetalnog porekla.
S2 - siglek-2; S3 - siglek-3; S6 - siglek-6; S7 - siglek-7; S9 - siglek-9; S10 - siglek-10.
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Slika 34. Vezivanje sigleka za pfCA125 antigen.

Imobilisani pfCA125 antigen (7-500 1U/mL) je inkubiran sa odgovaraju¢im siglek-Fc
himerama, nakon cega su vezani lektini detektovani protein A-HRPO. lIzmerena je
absorbanca na 450 nm.
Panel A: Nativni pfCA125 antigen; vezivanje sigleka je izrazeno u procentima, u odnosu
na nespecificno vezivanje.
Panel B: pfCA125 antigen (500 IU/mL) tretiran perjodatom; vezivanje siglek-Fc himera je
izrazeno kao procenat vezivanja za nativni pfCA125 antigen.
Prikazani procenti su srednje vrednosti dva nezavisna eksperimenta. Standardna greska se
krec¢e od 6 %-10 % (podaci nisu prikazani).
pfCA125 - antigen iz pleuralne tecnosti osoba obolelih od ovarijalnog kancera.
S2 - siglek-2; S3 - siglek-3; S6 - siglek-6; S7 - siglek-7; S9 - siglek-9; S10 - siglek-10.
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Slika 35. Vezivanje sigleka za clCA125 antigen.

Imobilisani cICA125 antigen (7-500 IU/mL) je inkubiran sa odgovaraju¢im siglek-Fc
himerama, nakon Cega su vezani lektini detektovani Protein A-HRPO. lzmerena je
absorbanca na 450 nm.
Panel A: Nativni clICA125 antigen; vezivanje sigleka je izrazeno u procentima, u odnosu
na nespecifi¢no vezivanje.
Panel B: cICA125 antigen (500 IU/mL) tretiran perjodatom; vezivanje siglek-Fc himera je
izrazeno kao procenat vezivanja za nativni CICA125 antigen.
Prikazani procenti su srednje vrednosti dva nezavisna eksperimenta. Standardna greska se
krece od 5 %-12 % (podaci nisu prikazani).
cICA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera ¢oveka.
S2 - siglek-2; S3 - siglek-3; S6 - siglek-6; S7 - siglek-7; S9 - siglek-9; S10 - siglek-10.
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Polaze¢i od specificnosti sigleka, paralelno sa ovim eksperimentima, ispitivana je i
reaktivnost biljnih lektina: SNA (Sambucus nigra agglutinin), koji vezuje sijalinsku
kiselinu (Sia) u polozaju Sia2,6Gal/GalNAc, i MAA Il (Maackia amurensis agglutinin 11),
koji vezuje Sia u polozaju Sia2,3GalB1,4GlcNAc/Glc.

Vezivanje SNA i MAA 11, za imobilisane CA125 antigene, prikazano je na slici 36, A1-C1.
Krive vezivanja lektina za pCA125 (Slika 36, Al) i pfCA125 (Slika 36, B1) su bile sli¢ne
u celom testiranom koncentracijskom opsegu, bez obzira na ispitivani lektin, ali sa ve¢im
maksimalnim nivoom za pfCA125. Razlika je, takode, uocena i u odnosu na doznu
zavisnost, tj. saturacija vezivanja SNA 1 MAA II je postignuta na znatno nizim
koncentracijama za clCA125 (Slika 36, C1). Vezivanje MAA 1I za cICA125 je bilo vece od
vezivanja SNA, ali nije prelazilo maksimalni nivo dobijen za pfCA125. Perjodatni tretman
je redukovao vezivanje SNA za 60-70 %, bez obzira na ispitivani antigen (Slika 36, A2-

C2) i MAA Il za 33-42 % (Slika 36, A2-C2).
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Slika 36. Vezivanje SNA i MAA 11 za CA125 antigen.
Imobilisani CA125 antigeni (7-500 1U/mL) su inkubirani sa biotinilizovanim lektinima:
SNA (Sambucus nigra agglutinin) ili MAA 1l (Maackia amurensis agglutinin II), dva sata,
na sobnoj temperaturi. Nevezani materijal je aspiriran i ispran, a zatim je dodat Vectastain
Elite ABC reagens i rastvor TMB/supstrata. Izmerena je absorbanca na 450 nm.
Paneli Al, B1, Cl1: Nativni CA125 antigeni; vezivanje SNA i MAA 1l je izrazeno u
procentima, u odnosu na nespecifi¢no vezivanje.
Paneli A2, B2, C2: CA125 antigeni tretirani perjodatom (500 1U/mL); vezivanje SNA i
MAA 1I je izrazeno kao procenat vezivanja za nativne CA125 antigene. Prikazani procenti
su srednje vrednosti dva nezavisna eksperimenta. Standardna greSka se kretala od 5 %-17
% (podaci nisu prikazani).
pCA125 - antigen fetalnog porekla, pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih
od ovarijalnog kancera, clCA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera coveka.
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4.2.2.2. Vezivanje receptora lektinskog tipa C za CA125 antigen

Za ovo ispitivanje su koris¢eni slede¢i receptori: L-selektin, eksprimiran na leukocitima, E-
selektin, eksprimiran na ¢elijama endotela, P-selektin, eksprimiran na ¢elijama endotela i
krvnim plo¢icama, DC-SIGN (Dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin 1),
eksprimiran na dendritskim ¢elijama i manozni receptor makrofaga, MMR (macrophage
mannose receptor). Interakcija je testirana u sistemima na ¢vrstoj fazi, koriS¢enjem
imobilisanih CA125 antigena i rekombinantnih molekula tipa himera, koji se sastoje od

lektinskog domena, CRD (carbohydrate recognition domain) i Fc fragmenta IgG.

4.2.2.2.1. Vezivanje selektina za CA125 antigen

Krive vezivanja L-, E- i P-selektina za CA125 antigene razli¢itog porekla, su prikazane na
slici 37, A-C. Utvrdeno je da sva tri selektina reaguju sa pfCA125 i, u manjoj meri, sa
pCA125, ali ne i sa clCA125 antigenom (slika 37, A-C). U poredjenju sa L- i E-
selektinom, koji su reagovali pri koncentraciji 5 ug/mL, P-selektin je postigao isti efekat na
nizoj koncentraciji, 0,3 ug/mL (slika 37, B i C). Vezivanje selektina za pCA125 i pfCA125
antigene nije se, medutim, moglo inhibirati heparan sulfatom, heparinom, kao ni
heliraju¢im agensom EDTA (rezultati nisu prikazani). S obzirom da su selektini, izmedu
ostalog, specificni za sijalil-Lewis* antigen (SLe*), njegovo prisustvo je ispitivano
koris¢enjem odgovaraju¢eg monoklonskog antitela. Lektinski blot ispitivanin CA125
antigena, je pokazao da se antitelo na SLe* antigen vezuje na dozno zavisan nadin za
pCA125, dok se za pfCA125 i clICA125 ne vezuje (slika 38).

U testu na polistirenskoj ploci, ovo antitelo se, takode, vezuje za pCA125 antigen, i u
mnogo manjoj meri za pfCA125 (slika 39).

94



045 4 A
0.40
0.35
0.30

025 ~ —+—pCA125
0.20 -

A450

—a—pfCA125

02 —s—cICA125

0.10
0.05 -

0.00 T = T - T = T - T = 1

15 31 625 125 250 500
CA125

conc (IU/mL)

045 B

0.40

0.35
0.30

0.25 A —+—pCA125

A450

0.20 - —s—pfCA125
0.15 -

0.10

—a—c|ICA125

0.05 A

L

0.00 T . T - T T T |

15 31 62.5 125 250 500
CA125

conc (IU/mL)

045 - C

0.40
0.35

0.30

0.25 —+—pCA125
0.20 -

A450

—a—pfCA125

9437 —s—clCA125

0.10
0.05 -

0.00 T T T T T |

15 31 62.5 125 250 500
CA125

conc (IU/mL)

Slika 37. Vezivanje L-, E- i P-selektina za imobilisani CA125 antigen.
Imobilisani CA125 antigeni su inkubirani sa selektin-Fc himera tri sata, na sobnoj
temperaturi. Detekcija je vrSena protein A-HRPO. Izmerena je absorbanca na 450 nm.
pCA125 - antigen fetalnog porekla; pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih
od ovarijalnog kancera; clCA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera coveka.
L-selektin (A); E-selektin (B); P-selektin (C).
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Slika 38. Detekcija SLe* epitopa na CA125 antigenu.
Imobilisani CA125 antigeni (1000-250 IU/mL) su inkubirani sa monoklonskim antitelom
na SLe*, 2 sata, na sobnoj temperaturi, nakon &ega je detekcija vrSena sekundarnim
biotinilizovanim antitelom u sistemu sa Vectastain ABC reagensom. Rezultati su
vizuelizovani pomo¢u DAB reagensa.
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Slika 39. Vezivanje anti-SLe* za CA125 antigen.
Imobilisani CA125 antigeni su inkubirani sa antitelom na SLe* epitop, tri sata, na sobnoj
temperaturi. Detekcija je vrSena sekundarnim biotinilizovanim antitelom u sistemu sa
Vectastain ABC reagensom. Izmerena je absorbanca na 450 nm.
pCA125 - antigen fetalnog porekla; pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih
od ovarijalnog kancera; clCA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera coveka.
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4.2.2.2.2. Vezivanje DC-SIGN za CA125 antigen

Vezivanje DC-SIGN za imobilisane CA125 antigene je prikazano na slici 40. Ustanovljeno
je vezivanje za pCA125 i pfCA125 antigen, dok reakcija sa clCA125 nije uoc¢ena. Krive
vezivanja DC-SIGN za pCA125 i pfCA125 antigene su pokazale medusobnu sli¢nost u
testiranom koncentracijskom opsegu, ali je u testu inhibicije, medutim, uoc¢ena razlika u

odnosu na tip inhibitora (slika 41, A-B).
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Slika 40. Vezivanje DC-SIGN za imobilisani CA125 antigen.
Imobilisani CA125 antigeni su inkubirani sa DC-SIGN-Fc himera, tri sata, na sobnoj
temperaturi, nakon cega je vezani lektin detektovan protein A-HRPO. Izmerena je
absorbanca na 450 nm.
pCA125 - antigen fetalnog porekla; pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih
od ovarijalnog kancera; clCA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera coveka.
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Slika 41. Inhibicija vezivanja DC-SIGN za imobilisani CA125 antigen.
Imobilisani CA125 antigeni su inkubirani sa DC-SIGN-Fc himera, sa ili bez dodatka
odgovarajuceg inhibitora, dva sata, na sobnoj temperaturi. Detekcija vezanog lektina je
vrsena protein A-HRPO. Izmerena je absorbanca na 450 nm.

Vezivanje je izraZzeno u procentima, u odnosu na vezivanje CA125 antigena u odsustvu
inhibitora

(A) pCA125 - antigen fetalnog porekla; (B) pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba
obolelih od ovarijalnog kancera.

Dok se vezivanje za pCA125 antigen, moglo inhibirati mananom (55-70 %), vezivanje za
pfCA125 je bilo u potpunosti ouvano (slika 41). Pored ovoga, heliraju¢i agens nije
pokazao efekat ni u jednom slucaju (slika 41).

Rezultati ispitivanja vezivanja DC-SIGN za CA125 antigene su upotpunjeni analizom
prisustva specifi¢nih ugljenohidratnih struktura, koje bi mogle biti odgovorne za lektinsko
prepoznavanje. Polaze¢i od specifi¢nosti DC-SIGN za manan i terminalne Lewis™ (Le*) ali i
Lewis” (LeY) antigene, njihovo prisustvo je analizirano korigéenjem monoklonskih antitela

na Lewis antigene, kao i LTL (Lotus tetragonolobus lektin), biljnog lektina specifi¢nog za

Le*i LeY.
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Antitela na Le* i Le" antigene, u dot-blotu, su se vezala za pCA125 antigen, i u manjoj meri

za cICA125, dok se nisu vezivala za pfCA125 (slika 42).

conc (IU/mL) 1000 500

pCA125

pfCA125 .
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anti-Le X

Slika 42. Detekcija Le* i Le” epitopa na CA125 antigenu.
Imobilisani CA125 antigeni (1000-250 IU/mL) su inkubirani sa odgovarajuéim
monoklonskim antitelima, 2 sata, na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je detekcija vrSena
sekundarnim biotinilizovanim antitelom u sistemu sa Vectastain ABC reagensom. Rezultati
su vizuelizovani pomo¢u DAB reagensa.
pCA125 - antigen fetalnog porekla; pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih
od ovarijalnog kancera; clCA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera ¢oveka.

U testu na polistirenskoj plo¢i, oba antitela su se vezala za pCA125 antigen (anti-Le*>anti-

LeY). Vezivanje anti-Le” za pfCA125 i cICA125 je bilo veoma nisko, a anti-Le* nije dalo

merljivu reakciju (slika 43).
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Slika 43. Vezivanje antitela na Le* i Le” epitope za CA125 antigen.
Imobilisani CA125 antigeni su inkubirani sa antitelima na Le* (A) ili Le” (B) epitope, tri
sata, na sobnoj temperaturi. Detekcija je vrSena sekundarnim biotinilizovanim antitelom u
sistemu sa Vectastain ABC reagensom. Izmerena je absorbanca na 450 nm.
pCA125 - antigen fetalnog porekla; pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih
od ovarijalnog kancera; clCA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera coveka.
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Paralelno sa ovim, u dot-blotu je pokazano da se LTL vezuje na dozno zavisan nacin za
pCA125 i u manjoj meri za clCA125, ali ne i za pfCA125 (rezultati nisu prikazani). U testu
na ¢vrstoj fazi, LTL se vezuje dozno zavisno za pCA125 i u manjoj meri za pfCA125, ali

ne i za clCA125 (slika 44).
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Slika 44. Vezivanje LTL (Lotus tetragonolobus lektina) za CA125 antigen.
Imobilisani CA125 antigeni su inkubirani sa LTL, jedan sat, na sobnoj temperaturi.
Detekcija je vriena Vectastain ABC reagensom. Izmerena je absorbanca na 450 nm.
pCA125 - antigen fetalnog porekla; pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih
od ovarijalnog kancera; clCA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera coveka.
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4.2.2.2.3. Vezivanje MMR za CA125 antigen

Vezivanje MMR za CA125 antigene je ispitivano u testu sa obelezenim antigenima.
Dobijeni rezultati su pokazali da, pod datim eksperimentalnim uslovima, MMR ne vezuje

ni jedan od ispitivanih antigena (slika 45).
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Slika 45. Vezivanje imobilisanog MMR za CA125 antigen.
Imobilisani MMR je inkubiran sa radioaktivno obelezenim CA125 antigenima, 6 sati, na
sobnoj temperaturi, nakon cega je izmerena vezana radioaktivnost (CPM, count per
minute).
pCA125 - antigen fetalnog porekla; pfCA125 - antigen iz pleuralne te¢nosti osoba obolelih
od ovarijalnog kancera; clCA125 - antigen iz ¢elijske linije ovarijalnog kancera coveka.
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5. DISKUSIJA



5.1. Bioinformati¢ka analiza

Vecina ckstracelularnih proteina u koje spadaju i mucini, sastavljena je od multiplih
modula, tj. nezavisnih gradivnih jedinica koje se mogu naci kod funkcionalno razli¢itih
proteina. Prisustvo ovih modula, tj. njihova genomska organizacija jeste rezultat
kombinovanja gena/egzona. U nekim slucajevima, moduli zadrzavaju sli¢nu funkciju kod
razliitih proteina, ali se Cesto koriste 1 kao strukturni obrasci, pa ovaj bioloski princip moze
dovesti do njihove nove funkcije.

U ispitivanju ovakvih proteina, poseban znacaj imaju bioinformatic¢ke alatke i kompleksne
baze podataka, koje ¢uvaju informacije dobijene razdvajanjem molekula u manje celine kao
Sto su: domeni/moduli, obrasci, strukturni motivi, konzervirani domeni i sli¢no.
Kompjuterske simulacije i predvidanja, kao neizostavan deo interdisciplinarne analize
modularnih proteina, tako, mogu dati znacajan uvid u njihovu organizaciju, evoluciju i
mogucéu funkciju i asocijaciju sa drugim proteinima. Dobijeni rezultati in silico analize
proteinske sekvence MUC16/CA125, doveli su ovaj molekul u kontekst modularnih
proteina sa anotiranom ulogom u adheziji i srodnim procesima.

lako je CA125 svrstan u familiju mucina, na osnovu rezultata parcijalnog kloniranja
sekvence, on se zbog svojih neobi¢nih svojstava, kao $to je kompozicija N-glikana, ne
uklapa u potpunosti ni u jednu od mucinskih klasa. U skladu sa ovim su i dobijeni rezultati
koji su ukazali da nije nadena znacajnija homologija sekvence MUCI16 sa drugim
sekvencama koje su svrstane u familiju mucina, ili u druge proteinske familije. Sto se ti¢e
prisustva specificnih domena/obrazaca, detektovani su regioni koji pokazuju udaljenu

homologiju sa motivima koji su sli¢ni tzv. cink-prstima-Znf motivima, kao i motiv sli¢an
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motivu kod IFRD (Interferon-related developmental regulator). Postoji veliki broj
superfamilija Znf motiva koji variraju kako u sekvenci i strukturi, tako i u sposobnosti
vezivanja ciljnih molekula (Laity, 2001), a $to se tice IFRD, pretpostavlja se da on moze
imati ulogu u signalnoj transdukciji (Latif i sar., 1997) i procesima rane hematopoeze
(Buanne i sar., 1998).

Prethodno poredenje sekvenci okarakterisanih mucinskih domena: SEA (Sea urchin sperm
protein, Enterokinaza i Agrin), NIDO (nidogenski domen), AMOP (adhezioni domen
naden kod MUC4 i drugih proteina) i VWD (von Willebrand-ov faktor-vWF domen tipa D)
je pokazalo da MUC16/CA125 ima posebno mesto u odnosu na druge transmembranske
mucine. Utvrdeno je da je on evoluirao zasebno, pre razdvajanja ptica i sisara, i da, kao
takav, ima homologe u ne-sisarskim vrstama (Duraisamy i sar., 2006). Zato je u cilju boljeg
razumevanja ligandnog kapaciteta CA125 antigena i njegove interpretacije u smislu
bioloske relevantnosti, polazna tacka daljih ispitivanja bila moguéa evolutivna
konzerviranost njegovih strukturnih/funkcionalnih domena.

Dobijeni rezultati su ukazali na povezanost/slicnost MUC16/CA125 sa modularnim
proteinima 1z evolutivno udaljenih taksonomskih kategorija, na osnovu slede¢th GO
domena: ¢elijska komponenta (GO:0005575), bioloski proces (GO:0008150) i molekularna
funkcija (GO:0003674). Njihove zajednicke karakteristike su obuvatile ekstracelijsku
lokalizaciju 1 uceS¢e u razliitim tipovima adhezionih procesa, koji se baziraju na
interakcijama protein-protein ili protein-ugljeni hidrat.

Ove sli¢nosti se nisu mogle povezati sa anotiranim domenima iz dostupnih baza podataka,

osim parcijalno, ali statisticki znaCajno sa BLLF1, multidomenom karakteristicnim za
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glikoproteine omotaca virusa iz familije Herpesviridae — herpes virusi (Marchler-Bauer i
sar.,, 2011). Uvid u sekvence koje pokazuju sli¢nost sa sekvencom MUC16/CA125,
pokazao je da se one, uglavnom, nalaze u ekstracelularnom regionu MUC16, koji je bogat
serinom 1 treoninom. Tandemski ponovci, Cija se sekvenca odlikuje visokim sadrzajem
serina i treonina i intenzivnom O-glikozilacijom, prisutni su kod svih mucina. Oni mogu
biti i delovi epitopa, koje prepoznaju antitela na mucine. Za CA125/MUC16, tako, postoje
dve klase monoklonskih antitela, koja prepoznaju dva razliita epitopa u okviru ovih
tandemskih ponovaka: OC125/0C125-sli¢na antitela i M11/M11-sli¢na antitela (O'Brien i
sar., 2001; Yini Lloyd, 2001; Yin i sar., 2002).

Imajuéi u vidu rezultate dobijene in silico analizom, kao i to da je kod nekih pacijenata sa
razli¢itim tipovima limfoma B ¢elija povecana koncentracija CA125, $to se dovodi u vezu
sa infekcijom EBV (Epstein-Barr virus), ispitivana je unakrsna reaktivnost anti-CA125
antitela (OC125-sli¢nih i M11-sli¢nih) sa glikoproteinima virusa iz familije Herpesviridae
(Bairey i sar., 2003; Hsieh i sar., 2007). OC125-sli¢na, ali ne i M11-sli¢na antitela, dala su
merljivu reaktivnost prema antigenima kapsida EBV, ali daleko slabiju u odnosu na
reaktivnost sa CA125. Za razliku od ovoga, oba antitela su dala merljivu reaktivnost sa
HSV-1 antigenima, s tim da je OC125-sli¢no antitelo pokazalo malo vecu reaktivnost, u
odnosu na M11-sli¢no antitelo.

Poznat je fenomen da organizmi koji nisu filogenetski bliski, mogu posedovati antigene
koji su strukturno slicni (Albert i sar., 1999; Rose i Mackay, 2000; Welsh i Fujinami,
2007). Dosadasnja ispitivanja su ukazala na unakrsnu reaktivnost EBV antigena i antigena

ov¢ijih 1 konjskih eritocita, a postoje 1 eksperimentalni pokazatelji o unakrsnoj reaktivnosti
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antigena iz familije Candida i humanih ovarijalnih karcinoma (Schneider i sar., 1998;
Hsieh i sar., 2007).

Pokazano je da 4 % od 600 ispitivanih monoklonskih antitela na razliite viruse imaju
unakrsnu reaktivnost sa tkivom zdravih domacina (Srinivasappa i sar., 1986). Poznato je,
takode, i da se heterologa imunost moze indukovati ¢ak i veoma kratkom sekvencom (npr.
Sest aminokiselina), zajedniCkom za antigene virusa i domacina. Bioloski smisao ovakve
unakrsne reaktivnosti, tj. heterologe imunosti uopste, nije poznat, kao ni to da li ona moze
imati neke posledice na funkciju odgovarajucih antigena.

Koris¢enje BLAST alatke, kao deo strategije za odredivanje postojanja opisanih
strukturnih/funkcionalnih domena, polazi od osnovne pretpostavke da, Sto je jedna
sekvenca sli¢nija drugoj sekvenci, to su sli¢nije i njihove funkcije (Punta i Ofran, 2008;
Sleator i Walsh, 2010). Homologija, medutim, ne znaci uvek i sli¢nost u funkciji. Stoga su,
pored BLAST alatki, za bioinformaticku analizu CA125 antigena koriS¢eni softveri za
predvidanje funkcije, koji se baziraju i na funkcionalnim terminima u GO (Gene Ontology)
bazi podataka. Dobijeni rezultati su ukazali na nekoliko GO termina, koji su bili u skladu sa
rezultatima BLAST analize.

U GO domenu molekularna funkcija, GO termin: vezivanje (GO:0005488), odnosi se na
vezivanje nukleotida purina (G0O:0017076), jona metala/jona (GO:0046872/G0O:0043197)
ili Secera (GO:0005529). Predvidena sposobnost vezivanja Secera se odnosi na 1,4 alfa D-
glukan (G0O:0004339) i hitin (GO:0008061) (http://amigo.geneontology.org/cgi-
bin/amigo/term-details.cgi?term=G0:0004339; http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm

?1d=G0:0008061). Pored toga, u GO domenu bioloski procesi, GO termin: ¢elijski proces
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(GO:0009987) se odnosi na adheziju tipa celija-matriks (GO:0007160), a GO termin:
fizioloski proces (GO:0007582) se odnosi na rast celije (GO:0016049), transport
(GO:0006810) i metabolizam (GO:0008152). GO:0016049 je blize opisan GO terminom:
invazivni rast (GO:0001403). Za G0O:0006810, anotiran je GO termin: transport katjona
(GO:0006812), kao $to je npr. transport protona povezan sa ATP sintezom (GO:0015986),
dok je za GO:0008152, anotiran GO termin: metabolizam polisaharida (GO:0000272)
(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/term-details.cgi?term=G0:0006812;

http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/term-details.cgi?term= GO:0015986).

Bioinformatic¢ka analiza je ukazala na mogucu korelaciju funkcionalnih aktivnosti, koje se
pripisuju domenima bogatim serinom/treoninom kod identifikovanih proteina u okviru
ispitivanih taksona, i funkcije CA125 antigena. Ovi domeni, npr., kod identifikovanih
proteina kvasca, predstavljaju senzore za ekstracelijski osmotski pritisak, a kod
transmembranskih mucina, u koje spada i CA125, imaju ulogu u monitoringu
ekstracelijskog gradijenta jona i pH (Lo i Dranginis, 1998; Tatebayashi i sar., 2007
Pelaseyed 1 Hansson, 2011). Ove pretpostavke se mogu potkrepiti postojec¢im
eksperimentalnim podacima, koji ukazuju na vezu izmedu adhezije i transporta jona.
Pokazano je da, lokalno, ekstracelijski nivo pH vrednosti na mestima fokalne adhezije
tumora, moduliSe jacinu celijske adhezije, u smislu da veca koncentracija protona dovodi
do jace adhezije i smanjenja migracije (Ozkucur i sar., 2010). Ovi procesi mogu ukljuditi
razli¢ite molekule, a eksperimenti su potvrdili postojanje proteina, koji ima 40 % identi¢nu
aminokiselinsku sekvencu kao beta subjedinica Na/K-ATPaze, i koga prepoznaju antitela

na ovu subjedinicu (Gloor i sar., 1990). Smatra se da adhezivne ili anti-adhezivne osobine
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nekog molekula mogu poticati od njegovog uticaja na razli¢ite sisteme za transport, kao $to
su npr. jonske pumpe, kanali ili nosaci (Gloor i sar., 1990). Pored toga, dobijeni rezultati
sugeri$u mogucu vezu filamentoznog rasta i formiranja pseudohifa, koji se ostvaruju preko
interakcija tipa Secer-supstrat, i polarizovanog rasta i usmerenog kretanja, u kojima
ucestvuju mucini, u toku normalnog ili neoplasticnog rasta (Cullen i Spraguem, 2002;
Bozzuto i sar., 2010).

Vrseno je vise eksperimenata u kojima je pokazano da MUC16/CA125 antigen ucestvuje u
adhezivnim procesima tokom progresije kancera ili embrionalnog razvica, ali odgovarajuéi
mehanizmi nisu, jo§ uvek, u potpunosti razjasnjeni (Seelenmeyer i sar., 2003; Rump i sar.,
2004; Patankar i sar., 2005; Gipson i sar., 2008). Na osnovu dobijenih rezultata, uloga
CA125 antigena u procesima adhezije bi mogla ukljuciti i interakcije posredstvom
konzerviranih proteinskih sekvenci, odgovornih za jonski transport, i interakcije sa
SeCernim supstratima, ali 0 tome ne postoje eksperimentalni podaci. S obzirom da funkcija
proteina ima mnogo razliCitih aspekata, rezultati bioinformaticke analize bi se mogli
razmatrati na nivou generalnih principa, na osnovu kojih su razli¢iti proteini, koji mogu
biti, a u ovom slucaju 1 jesu filogenetski udaljeni, srodni na nivou odredene GO kategorije

(Sleator i Walsh, 2010).

5.2. Glikobiohemijska analiza

Polaze¢i od mucinske prirode CA125 antigena, kao i fizioloskih stanja u kojima je njegova

koncentracija u serumu povecana, u prvom delu glikobiohemijske analize, ispitan je uticaj
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CA125 antigena na agregaciju, adheziju i hemolizu eritrocita ¢oveka, o ¢emu ne postoje
literaturni podaci.

Proces agregacije eritrocita ukljucuje tri koraka: formiranje kratkih linearnih ,,rouleaux‘
(fr. rolne) od nekoliko ¢elija, formiranje dugih ,,rouleaux* a zatim i razgranatih mreza
(Shiga i sar., 1983; Barshtein i sar., 2000). U normalnim fiziolo§kim uslovima, u zavisnosti
od uslova protoka, eritrociti u krvnim sudovima kontinuirano agregiraju i razdvajaju se, a
pokazuju i slabe interakcije sa drugim celijama krvnog sistema (Barshtein i sar., 2000). U
patoloskim stanjima, kao §to su dijabetes, srpasta anemija, hroni¢na inflamacija ili kancer,
ovi procesi se menjaju u zavisnosti od promene membrane eritrocita ili komponenata
plazme, pa moze doé¢i do povecane agregabilnosti i adhezije za endotelne celije i
komponente subendotelnog matriksa (Chien i Jan, 1973; Stoltz i Donner, 1987; Jones,
1990).

Mucini u cirkulaciji, generalno, imaju prokoagulatornu ulogu i poveéavaju agregabilnost i
adhezivnost ¢elija krvi (Wahrenbrock i sar., 2003). U ovom radu je nadeno da pCA125 i
pfCA125, umereno, povecavaju agregaciju eritrocita, i uspesno inhibiraju njihovu adheziju,
a ovi efekti su bili ispoljeni pri znatno nizim koncentracijama pCA125 (do 3,6 puta) u
odnosu na pfCA125. Za razliku od njih, cICA125 je pokazao neznatan uticaj na modulaciju
ispitivanih osobina eritrocita. Uoc¢eni efekti CA125 antigena na agregaciju i adheziju nisu
bili povezani sa osmotskom osetljivoscu eritrocita, §to je potvrdeno u testu hemolize.

Na povrSini eritrocita su eksprimirani funkcionalno razli€iti membranski proteini,
ukljucujuéi 1 veliki broj adhezivnih molekula, koji imaju znacajnu ulogu u razvoju eritrocita

i njihovom odgovoru na spoljasnje stimuluse (Steck, 1974; Telen, 2005). S druge strane,
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poznato je da CAI125 antigen sadrzi SEA domene za koje se smatra da ucestvuju u
regulaciji i vezivanju ugljenohidratnih struktura, kao i ankirinske i leucinom-bogate
ponovke, koji uéestvuju u protein-protein interakcijama (Sedgwick i Smerdon, 1999;
Bennett i Baines, 2001; Maeda i sar., 2004). Pored toga, od ranije je poznato da se CA125
antigeni kancerskog porekla (pfCA125 i cICA125), kao i CA125 antigen fetalnog porekla
(pCA125), razlikuju po strukturi proteinskog i glikanskog dela molekula (Jankovié i
Tapuskovi¢, 2005; Jankovi¢ i Milutinovi¢, 2008). Imajuci sve ovo u vidu, dobijeni rezultati
se mogu korelirati sa podacima o tome da mucinska supresija ¢elijske agregacije ne mora
biti samo posledica njihovog negativnog naelektrisanja i prisustva sijalinske Kkiseline,
buduci da tretman neuraminidazom ne dovodi do njene inhibicije (Ligtenberg i sar., 1992).
Pretpostavlja se da ona moze biti uzrokovana i njihovom rigidnom strukturom, koja
maskira ¢elijske povrSinske molekule i na taj naéin razbija interakcije sa makromolekulima
na susednim celijama. Sve ovo ostavlja otvoreno pitanje da li se uoceni efekti CA125
antigena, na eritrocite ¢oveka, javljaju usled interakcija protein-protein, protein-ugljeni
hidrat, ili ukljucuju oba tipa.

Kada je u pitanju cirkulacija, posebno u malim krvnim sudovima, agregacija i adhezivnost
su klju¢ne osobine eritrocita, kako sa bioloskog, tako i sa medicinskog aspekta (Chien 1 Jan,
1973). Ranije studije su pokazale da su tokom trudnoce, aglutinacija i agregacija eritrocita
povecane, kako u normalnim, tako i1 u nekim patoloskim stanjima, kao S§to su npr.
hipertenzija i preeklampsija (EI Bouhmadi i sar., 2000; Gamzu i sar., 2001). Pored toga,
pretpostavlja se da su, tokom maligne transformacije, promene u strukturi i sintezi mucina

povezane sa oStecenjima vaskularnog tkiva i poremecajima u cirkulaciji (Higes-Pascual i
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sar., 2005; Borowski i sar., 2005). Sto se tice CA125 antigena, postoje podaci koji ukazuju
na korelaciju visokog nivoa ovog tumorskog markera i rekurentnog ishemijskog mozdanog
udara kod pacijenata sa ovarijalnim malignitetima (Jovin i sar. 2005).

Smesa abnormalnih kancerskih mucina i njihovih fragmenata moze se otpustiti sa Celije 1
naéi u visokoj koncentraciji u serumu, a adhezivna i agregirajuca svojstva ovakvih mucina,
u velikoj meri, mogu uticati na homotipske i heterotipske celijske interakcije, koje su
znacajne za metabolicke, transportne i imunoloske procese (Chan i sar., 1999; Kufe, 2009).

Budu¢i da kancerski mucini imaju vezujuca mesta za selektine, lektine eksprimirane na
leukocitima, krvnim plo¢icama i vaskularnom endotelu, njihove interakcije mogu inicirati
koagulopatije i formiranje mikrotrombova (Tedder i sar., 1995; Wahrenbrock i sar., 2003),
a mucini, u tom slucaju, mogu delovati kao matrica na kojoj se agregiraju aktivirani
trombociti (Wahrenbrock i sar., 2003). Zato je neophodno da se pored uticaja na eritrocite,
ispita i moguca veza CA125 antigena sa drugim ¢elijama krvnog sistema, posebno onim
koje eksprimiraju specificne lektinske receptore, ukljucene kako u adhezivne tako i u

imunoloSke reakcije.

Zbog ekstenzivne glikozilacije, kao 1 specificnog ugljenohidratnog sastava, mucini u
cirkulaciji mogu biti prepoznati od strane razli¢itih klasa leukocitnih receptora (Borsig i
sar., 2001; Wahrenbrock i sar., 2003; Chen i sar., 2012). Medu potencijalnim mucinskim
receptorima posebno mesto zauzimaju lektini, proteini koji vezuju ugljene hidrate, kao i
brojni receptori lektinskog tipa. Sijalinska kiselina, vazna strukturna determinanta mucina

koja utice na njihova fizi¢ka 1 funkcionalna svojstva, moze delovati kao ligand, ali i kao
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sredstvo koje maskira razliCite antigene determinante koje stupaju u interakcije sa ovim
receptorima od kojih su od posebnog znacaja sigleci (Siglec), podgrupa lektina tipa I kao i
selektini, podgrupa lektina tipa C (Tedder i sar., 1995; Varki i Angata, 2006; Varki i sar.,
2009).

Sigleci obuhvataju proteine koji nisu antitela i T-celijski receptori, a koji prepoznaju
ugljene hidrate preko domena slicnog imunoglobulinu (Varki i Angata, 2006). Oni se dele u
dve subgrupe, evolutivno konzervirani sigleci u koje spadaju siglek-1, siglek-2 i siglek-4 i
subgrupa sigleka koji su sli¢ni sigleku-3 tj. CD33, u koje spadaju siglek-3 i siglek-5 -
siglek-13 (Varki i Angata, 2006). Smatra se da sigleci prepoznaju sijalinsku kiselinu u
razli¢itim tipovima veze i pozicije u oligosaharidnom lancu. Dok evolutivno konzervirani
sigleci pokazuju specificnost prema ta¢no definisanim ugljenohidratnim strukturama,
sigleci slicni CD33, mogu prepoznati razlic¢ite strukturne varijante sijalinske Kkiseline
(Brinkman-Van der Linden i Varki, 2000; Blixt i sar., 2003).

U ovom radu, interakcija CA125 antigena razli¢itog porekla i sigleka, ispitivana je u testu
na Cvrstoj fazi koris¢enjem rekombinantnih himernih lektina. Ovi lektini se sastoje od
domena koji vezuje ugljene hidrate i Fc regiona humanog IgG, a zbog moguce
polimerizacije, njihov afinitet za sijalinsku kiselinu se viSestruko uveéava, u odnosu na
nativne sigleke (Crocker i Kelm, 1996). Ovakav eksperimentalni sistem je izabran zbog
Cinjenice da su na povrsini ¢éelije, koja je prekrivena mnogobrojnim sijaloglikanima, sigleci
“maskirani“ cis ligandima, i da je za njihovu interakciju sa drugim molekulima/¢elijama u
trans polozaju neophodno “demaskiranje* tj. aktivacija, koja se deSava samo u odredenim

fizioloskim stanjima (Razi i Varki, 1998; Varki i Angata, 2006).
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Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali da postoje specifi¢ni obrasci vezivanja sigleka
za ispitivane CA125 antigene, kojima se ovi antigeni uspe$nije razlikuju u odnosu na
njihovo poreklo, nego sto se to ¢ini na osnovu obrazaca vezivanja biljnih lektina, takode,
specifi¢nih za sijalinsku Kiselinu (Sia). Naime, od ranije je poznato da je kod CA125
antigena, nadena Sia u oba tipa veze sa Gal/GalNAc, ali da su profili vezivanja biljnih
lektina SNA (koji specificno prepoznaje Sia2,6Gal/GalNAc) i MAA 1I (specifi¢no
prepoznaje Sia2,3Galp1,4GlcNAc/Glc) medusobno sli¢ni (Jankovié¢ i Milutinovié., 2008).
Pod datim eksperimentalnim uslovima, svi testirani sigleci su pokazali detektabilan nivo
vezivanja za pCA125. Siglek-2, siglek-3 i siglek-7 su se nesto vise vezali za pCA125
antigen u poredenju sa drugim ispitivanim siglecima. Za razliku od toga, pokazano je da su
siglek-2 i siglek-3 visoko selektivni za pfCA125, sa ve¢im ukupnim vezivanjem u odnosu
na pCA125, dok su siglek-9 i siglek-10 visoko selektivni za cICA125. Sve ove interakcije
su u manjoj ili ve¢oj meri bile osetljive na blagi perjodatni tretman, koji dovodi do isecanja
glicerolu-sli¢nog dela molekula sijalinske kiseline (Bock i Kelm, 2006).

Literaturni podaci pokazuju da siglek-2 prepoznaje samo Sia2,6Gal, ¢ime se njegova
specificnost dovodi u vezu sa lektinom SNA (Powell 1 Varki, 1994; Collins 1 sar., 1997;
Varki i Angata, 2006). Uprkos tome §to perjodatni tretman liganada inhibira vezivanje oba
lektina, znacaj prezentacije Sia demonstriran je u ispitivanjima, u kojima je pokazano da
oni na razli¢it nacin aglutiniraju eritrocite ljudi sa razli¢itim krvnim grupama (Brinkman-
Van der Linden i sar., 2002). Nadeno je da SNA vezuje Sia nezavisno od prisustva 9-O-
acetil grupa, za razliku od sigleka-2, ¢ije je vezivanje blokirano njenom 9-O-acetilacijom

(Sjoberg i sar., 1994; Brinkman-Van der Linden i sar., 2002). Vezivanje sigleka-2 za
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pCA125 i pfCA125, moglo bi biti u korelaciji i sa podacima o postojanju placentnog IgG sa
lektinskom aktivnoscéu, koji je identifikovan kao ligand za CA125, a koji sa siglekom-2 deli
visoki afinitet za ugljenohidratne strukture glikoproteina fetuina (Bock i Kelm, 2006;
Milutinovi€ 1 sar., 2010).

Siglek-2, najve¢im afinitetom, vezuje Sia2,6Galpfl,4GIcNAc, dok siglek-7, za koji je,
takode, pokazano da prepoznaje pCA125, najve¢im afinitetom vezuje Sia2,6GalB1,4Glc
(Angata 1 Varki, 2000). Siglek-3 ima veci afinitet za Sia2,6Gal nego za Sia2,3Gal,
prepoznaje sijalil-Tn antigen, a u fizioloskim uslovima, njegovo vezivanje za ove epitope
moze donekle biti inhibirano 9-O-acetilacijom (Brinkman-Van der Linden i Varki, 2000;
Blixt i sar., 2003). Siglek-6, koji je po strukturi slican sigleku-3, takode interaguje sa
Sia2,6Gal i veoma selektivno vezuje sijalil-Tn antigen (Brinkman-Van der Linden i Varki,
2000). Za razliku od drugih sigleka, blagi tretman perjodatom ne utic¢e na aktivnost sigleka-
6, sto je bilo u skladu sa rezultatima dobijenim za pfCA125 (Brinkman-Van der Linden i
Varki, 2000; Brinkman-Van der Linden i sar., 2002).

clCA125 antigen je, kao ligand, imao potpuno drugacije karakteristike u poredenju sa
pCA125 i pfCA125, koji su pokazali sli¢nost u obrascu vezivanja sigleka. Siglek-9 i siglek-
10, ali ne i drugi sigleci, vezali su clCA125 antigen visokim afinitetom. Siglek-9 i siglek-10
prepoznaju i Sia2,3Galpl,4GIcNAc i Sia2,6Galpl,4GIcNAc, ali  preferiraju
Sia2,3GalB1,4GIcNAc, koja je prisutna na N-glikanima (Blixt i sar., 2003). Dodatak fukoze
i formiranje SLe™ u potpunosti inhibira siglek-10, dok to nema efekta na aktivnost sigleka-

9. Vezivanje sigleka-9 i sigleka-10 je bilo osetljivo na perjodatni tretman, za razliku od
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vezivanja MAA 1I, $to je u skladu sa literaturnim podacima o specifi¢nostima ovih lektina
(Brinkman-Van der Linden i sar., 2002).

Za razliku od pCA125 i pfCA125, glikozilacija clCA125 je detaljno analizirana hemijskim
metodama koje, u poredenju sa ovde koris¢enim, dovode do degradacije molekula. Ranija
ispitivanja su pokazala da je sijalinizacija N-glikana clCA125 niska, i da nijedan glikan ne
nosi vise od jedne Sia (Wong i sar., 2003). Ovo bi moglo biti u korelaciji sa dobijenim
rezultatima, s obzirom da siglek-9 i siglek-10 preferiraju monosijalinizovane N-glikane
(Blixt i sar., 2003). Medutim, iako je prisustvo Le* prethodno dokazano na cICA125, na
osnovu dobijenih rezultata ne moze se sa sigurnoscu tvrditi da on sadrzi sijalinizovanu
formu Le* tj. SLe* (Wong i sar., 2003).

Dobijeni rezultati se odnose na direktno vezivanje sigleka i CA125 antigena u in vitro
uslovima, liSeno celijskog konteksta u kome se ovi molekuli nalaze, a koji ga moze
favorizovati ili ometati. Interakcija sigleka i CA125 antigena se moze, s jedne strane,
posmatrati sa aspekta detekcije njegovih specifi¢nih glikoformi. Dakle, bez obzira na to
koji su njihovi prirodni ligandi, sigleci su pokazali potencijal za diskriminaciju CA125
antigena razli¢itog porekla, §to bi bilo od posebnog biomedicinskog znac¢aja za formulaciju
specifi¢nih testova za detekciju i pra¢enje ginekoloskih maligniteta. S druge strane, jedan
isti siglek moze biti prisutan kod vise tipova leukocita (Varki i Angata, 2006), ali
distribucija moze biti i specificna za odredeni tip Celija, pa bi se potencijal sigleka da
interaguju sa CA125 antigenima razli¢itog porekla, mogao dovesti u vezu sa odredenim

bioloSkim funkcijama.
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Smatra se da sigleci imaju ulogu u regulisanju celijske aktivacije u imunskom sistemu, u
smislu da deluju kao inhibitorni tj. imunosupresivni receptori. Balansiranje izmedu
pozitivne i negativne signalizacije, bazira se na glikanskoj kompoziciji liganada za sigleke.
Smatra se da glikani normalnih epitelnih ¢elija imaju supresivni efekat na odrzavanje
homeostaze koja se naruSava u toku karcinogeneze, kada se sintetiSu glikani koji nemaju
ligandni kapacitet za pojedine sigleke (Miyazaki i sar., 2012).

Interakcija MUC16/CA125 i endogenih klasa humanih lektina nije detaljno analizirana, ni u
in vitro ni u in vivo sistemima. Rezultati ovoga rada su jasno ukazali na razliku u
ligandnom kapacitetu CA125 antigena kancerskog i fetalnog porekla, ali su oba antigena, u
odnosu na ekspresiju reaktivnih sigleka (siglek-2, siglek-3, siglek-7, siglek-9 i siglek-10),
mogla interagovati sa ve¢im brojem istih tipova leukocita. Siglek-2/CD22 je selektivno
eksprimiran na zrelim B-¢elijama, mada najnoviji podaci govore o njegovom prisustvu na
bazofilima (Crocker i Varki, 2001; Varki i Angata, 2006). Nasuprot tome, siglek-3/CD33 je
prisutan na monocitima/dendritskim ¢elijama i makrofagama (Crocker i Varki, 2001; Varki
i Angata, 2006). Siglek-9 i siglek-10, koji su pokazali interakciju sa clCA125, eksprimirani
su na povrsini B ¢Celija, NK celija, monocita (Crocker i Varki, 2001; Varki i Angata, 2006).
Na neutrofilima je prisutan samo siglek-9, a na bazofilima siglec-10. Siglek-7 koji je
pokazao delimiénu selektivnost prema pCA125 eksprimiran je na CD8" subsetu T ¢éelija,
monocitima i dendritskim Celijama. Nedavno je, siglek-9, identifikovan kao receptor za
MUC16 na humanim NK ¢elijama, B ¢elijama i monocitima (Belisle i sar., 2010).

Postoje podaci o tome da CA125 antigen moze imati inhibitorni efekat na aktivnost

komplementa i citotoksi¢nu funkciju NK (natural killer) ¢elija, a pretpostavlja se da se ovi
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efekti ostvaruju posredstvom bisektnih biantenarnih N-glikana CA125 antigena (el Ouagari
I sar., 1995; Yoshimura i sar., 1996; McDonnel i sar., 2003; Patankar i sar., 2005). Na
osnovu ovih podataka, izneta je pretpostavka 0 mogucoj dualnoj imunoloskoj ulozi CA125
antigena u toku maligne transformacije (Patankar i sar., 2005), kao i o njegovoj ulozi u
modulaciji imunskog odgovora u toku humane reprodukcije (Clark i sar., 1996a; 1996b;

1997).

Pored sigleka, u cirkulatornom sistemu postoji jo§ jedna specificna grupa proteina koji
vezuju Sia. To su selektini (CD62), kalcijum-zavisni lektini tipa C, koji obuhvataju L-
selektin, E-selektin i P-selektin. L-selektin (CD62L, Leukocyte-endothelial cell adhesion
molecule 1 - LECAM-1) je transmembranski receptor leukocita, E-selektin (CD62E,
endothelial-leukocyte adhesion molecule 1 - ELAM-1) je eksprimiran na endotelnim
¢elijama, koje su aktivirane citokinima tokom inflamatornog procesa, a P-selektin (CD62P,
Leukocyte-endothelial cell adhesion molecule 3 - LECAM-3) je naden u a-granulama
krvnih plocica, kao i u Weibel-Palade-ovim telascima endotelnih ¢elija.

U ovom radu, interakcija izmedu selektina i CA125 antigena razli¢itog porekla je ispitivana
u testu na ¢vrstoj fazi, koriS¢enjem rekombinantnih himernih lektina, po istom modelu kao
u i slucaju sigleka. Smatra se da dizajn eksperimentalnog sistema moze, u vecoj ili manjoj
meri, odrazavati realnu situaciju, u kojoj selektini, in vivo, vezuju svoje oligosaharidne
ligande. Zbog toga, interakcije selektina i potencijalnih liganada, koje se detektuju u
multivalentnim erejima, u kojima se signali vestacki, visestruko amplifikuju npr.

imunokompleksima, ne moraju imati bioloSki znacaj (Varki, 1994). U tu svrhu, kao
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prikladnije, trebalo bi koristiti interakcije detektovane metodama npr. imunoprecipitacije ili
afinitetne hromatografije, koje se zasnivaju na koris¢enju monomernih solubilnih selektina
(Varki, 1994).

Dobijeni rezultati su pokazali da sva tri ispitivana selektina vezuju, na dozno zavisan nacin,
pfCA125 i u manjoj meri pCA125, ali ne i clICA125. Pored toga, zapazeno je da je P-
selektin reagovao na znatno nizim koncentracijama (16 puta manjim), nego L- i E-selektin.
Poznato je da selektini dele zajednicku specifi¢nost prema SLe* determinanti, NeuAco2-
3Galp1-4(Fucal-3)GIcNAC i da ona, i srodne determinante, u zavisnosti od tipa celija i
tkiva, ispoljavaju znacajnu molekularnu heterogenost. Koris¢enjem monoklonskog antitela,
prisustvo SLe* antigena, je jasno potvrdeno na pCA125, a nizak, ali detektabilan, nivo
reakcije je uocen i sa pfCA125. Ovo je u skladu sa podacima koji govore da sama SLe*
determinanta ne predstavlja efikasan ligand za selektine, ve¢ su srodni sijalinizovani i
fukozilovani laktozamini neophodne komponente da bi selektini prepoznali svoje ligande
kod ljudi (Varki, 1994; Maly 1 sar., 1996).

U poredenju sa drugim glikozilovanim ligandima, malo se zna o molekularnim
mehanizmima koji su relevantni za vezivanje sijalinizovanih glikana (Kelm i sar., 1998).
Svim proteinima koji vezuju sijalinsku Kkiselinu, za njeno prepoznavanje je neophodno
prisustvo negativno naelektrisane karboksilne grupe, dok potreba za intaktnim,
nemodifikovanim lancem glicerola van prstena (C-7 do C-9), varira u zavisnosti od lektina
do lektina. On je, tako, bitan za interakcije sa siglecima, dok je neobavezan za interakcije sa
selektinima. Sta vise, selektini toleri$u zamenu sijalinske kiseline nekim drugim negativno

naelektrisanim glikotopom, kao S§to su sulfo-strukture.
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Pretpostavlja se da postoji viSe razlicitih tipova mogucih visoko afinitetnih interakcija
selektina sa ligandima (Varki, 1994). Moguc¢a je multivalentna prezentacija liganada i
selektina na intaktnim ¢elijama, agregacija vise selektina za ligand, postojanje veceg broja
vezuju¢ih mesta na selektinu, sinergizam peptidnog dela liganda i glikanskih epitopa, a
najverovatnije se vezivanje liganada desava preko grupisanih saharida - ,.clustered
saccharide patch* (Norgard i sar., 1993; Varki, 1994).

Za razliku od sigleka koji nisu vezivali CA125 antigene tretirane perjodatom, $to je
govorilo u prilog interakcija baziranih na prepoznavanju ugljenih hidrata, interakcija
selektina i CA125 antigena se nije mogla inhibirati heliraju¢im agensom EDTA, kao ni
heparin sulfatom ili heparinom, $to ostavlja otvoreno pitanje o njenoj prirodi. Ranijim
istrazivanjima je pokazano da EDTA, kao i heparin, ne moraju, nuzno, da dovedu do
inhibicije vezivanja selektina za njihove ligande (Varki, 1994; Koenig i sar., 1998). Dok L-
selektin, npr. za vezivanje, zahteva mikromolarni nivo slobodnog Ca?*, to nije slu¢aj sa P-
selektinom. Pored toga, oba selektina mogu imati mesta za prepoznavanje sulfonovanih
liganada, koja nisu striktno zavisna od Ca®* jona (Skinner i sar., 1991; Suzuki i sar., 1993;
Varki, 1994; Koenig i sar., 1998). Jedno od objasnjenja za ovaj fenomen bi moglo biti
ligand-zavisna aktivacija ili ,,indukovana prilagodenost (,induced-fit“), gde je Ca**
neophodan pri inicijalnom vezivanju, ali ne i pri kasnijem odrzavanju kompleksa (Varki,
1994). Alternativno, Ca?* moze formirati vrlo jak (visoko afinitetan) kompleks sa ligandom
posle inicijalnog vezivanja, koji se potom tesko moze ukloniti a da ne bude dugo vremena

izloZen heliraju¢em agensu.
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Kao S$to je ve¢ istaknuto, selektini imaju slozenu ugljenohidratnu specifi¢nost uslovljenu
prirodom aktivnog mesta i mogucénoSéu njegovog konformacionog prilagodavanja
razli¢itim ligandima. Stoga postoje znacajne razlike u inhibitornom potencijalu heparina i
srodnih struktura, ¢iji ugljenohidratni sastav ne odgovara sastavu definisanih selektinskih
liganada (Varki, 1994; Koenig i sar., 1998). Njihov inhibitorni potencijal, tako, varira u
zavisnosti da li se vezivanje vrsi za sulfo- ili sijalo-grupe.

Selektini, koji su svrstani u familiju CAM proteina (cell adhesion molecules), svoju
adhezionu sposobnost ispoljavaju u konstitutivnom navodenju limfocita, u inflamatornim
procesima i metastazi (Cotran i sar., 1999; Ley, 2003). Malo se zna o ligandima za
selektine, a do sada je identifikovano nekoliko molekula. Primarni ligand za P-selektin, koji
specifi¢no prepoznaje O-vezane glikane jezgra tipa 2 koji nose SLe*, je PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand-1) (Norgard i sar., 1993; Furie i Furie, 1995). Jedan od prvih
pronadenih liganda za E-selektin, koji prepoznaje SLe*, dvostruko fukozilovan SLe*, SLe?,
3>-sulfo Le*, 3’-sulfo Le®, GalNAc-Le* (fukozilovani lacdiNAc ili LDNF) i VIM-2
(laktozaminski lanac tipa Il sa terminalnom Siaa2,3 i al,3 vezanom fukozom na
unutrasnjem GIcNAc), je glikoprotein ESL-1 (E-selectin-ligand-1) (Varki i sar., 2009). L-
selektin vezuje GlyCAM-1 (glycosylation dependent cell adhesion molecule 1), CD34
(sialomucin), MAJCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion molecule-1) i PCLP,
transmembranski sijalomucin koji je sli¢an podokaliksinu (Imai i sar., 1991; Lasky i sar.,
1992; Hemmerich i sar., 1994; Varki i sar., 2009).

Dostupni literaturni podaci govore da, generalno, solubilni mucini ili mucini na povrsini

tumorskih ¢elija, mogu reagovati sa selektinima, i na taj nacin ucestvovati u koagulacionim
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i/ili imunomodulatornim procesima (Borsig i sar., 2001, 2002; Wahrenbrock i sar., 2003).
Sto se tite MUC16, najnovija istrazivanja su pokazala da ovaj molekul, eksprimiran na
¢elijama kancera pankreasa, predstavlja funkcionalni ligand za L-selektin i E-selektin, ali
ne i za P-selektin (Chen i sar., 2012). Ovo je, delimi¢no, u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim u ovom radu, a neslaganja mogu poticati od razlika u poreklu/glikozilaciji
ispitivanih antigena, kao i primenjenim eksperimentalnim sistemima. Za razliku od sigleka,
od kojih se neki tipovi vezuju za antigen fetalnog porekla, a sasvim drugi za antigen
kancerskog porekla, selektini su vezali oba tipa antigena, ali kancerski u ve¢oj meri nego
fetalni antigen. Na osnovu uoCenog visokog afiniteta P-selektina, CA125 antigen
kancerskog porekla bi pre stupio u interakcije sa aktiviranim endotelnim ¢elijama ili Krvnim
plo¢icama, na kojima je ovaj selektin prisutan, nego sa ¢elijama na kojima su prisutni drugi
tipovi selektina. Interakcija CA125 antigena i P-selektina bi, na taj nacin, mogla biti
znacajan element u regrutovanju tumorskih ¢éelija u ciljne organe. Vezivanje krvnih plocica
za tumorske c¢elije koje metastaziraju, odvija se na mestu gde primarni tumor vrsi invaziju
vaskularnog sistema (Aigner i sar., 1998). Tumorske ¢elije u tranzitu kroz cirkulaciju, stizu
u ciljni organ, gde se mogu Kotrljati na aktiviranom endotelu pre no $to bivaju uhvacene i
pocnu da proliferisu. CA125 antigen bi mogao, analogo, drugim ligandima za P-selektin da

potpomogne kotrljanje tumorske Celije po endotelu (Aigner i sar., 1998).

Pored sijalinske kiseline, za glikoligandni kapacitet CA125 antigena, vazne su i druge
strukture, koje bi, u cirkulaciji, mogle stupati u interakcije sa receptorima lektinskog tipa.

Za ovo ispitivanje su, kao potencijalno znacajni, izabrani: DC-SIGN (CD209, Dendritic
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cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin 1) i MMR (CD206), manozni receptor
makrofaga. DC-SIGN je kalcijum-zavisni lektin tipa C, na povrs$ini dendritskih ¢elija (DC),
koji vezuje manan i visoko-manozne glikane, kao i glikane sa terminalnim Le*/LeY/Le?/Le"
antigenima, dok se ne vezuje za sulfo/SLe* (Geijtenbeek i sar., 2000a; Mitchell i sar., 2001;
van Die i sar., 2002; Appelmelk i sar., 2003). MMR je, takode, lektin tipa C, koji je
prisutan na makrofagama i DC. Osim terminalne manoze, MMR vezuje i fukozu i SLe*
(Marttila-Ichihara i sar., 2008; Garcia-Vallejo i van Kooyk, 2009).

Rezultati detekcije ugljenohidratnih struktura, koje bi mogle biti odgovorne za lektinski tip
receptorskog prepoznavanja CA125 antigena, pokazali su da su one prisutne kod svih
ispitivanih antigena. Nivo reaktivnosti antitela na Lewis glikotope/LTL je zavisio,
medutim, od primenjenog eksperimentalnog sistema, Sto se moze dovesti u vezu sa
podacima o uticaju orijentacije i dostupnosti reaktanata na afinitetne interakcije (Tang i
sar., 1998). Ovakva zavisnost se mogla odraziti i na test vezivanja DC-SIGN, kojim je
pokazana dozno-zavisna reakcija sa pCA125 i pfCA125, ali ne i sa clCA125. Njena
inhibicija mananom, medutim, postignuta je samo u slu¢aju pCA125. Ovo je u skladu sa
saopStenim rezultatima inhibicije interakcije DC-SIGN sa razlic¢itim glikoproteinskim
ligandima. Pokazano je da je vezivanje DC-SIGN za ICAM-2 i ICAM-3, zavisno od
prisustva glikana bogatih manozom, tj. da se moZe inhibirati mananom, za razliku od
vezivanja gpl20 glikoproteina omota¢a HIV-1, koje je nezavisno od njegovih N- ili O-
glikana (Curtis i sar., 1992; Geijtenbeek i sar., 2000a; b; c; Geijtenbeek i sar., 2002).

Dok je DC-SIGN, koji specificno vezuje visoko-manozne glikane, pod datim

eksperimentalnim uslovima reagovao sa CA125 antigenom, MMR, koji preferira manozu u
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terminalnom polozaju, nije vezao ni jedan od ispitivanih antigena. Poznato je da glikanska
kompozicija CA125 antigena varira u zavisnosti od porekla tj. izvora. CA125 antigen
izolovan iz ¢elijske linije OVCA433, tako, ima daleko visi sadrzaj manoze od CA125
antigena iz ¢elijske linije OVCAR-3 (Davis i sar., 1986), koji nosi O-vezane glikane koji su
bogati Le* i Le” antigenima, kao i visoko-manozne N-glikane, koji su sli¢ni onim na gp120
glikoproteinu kapsida virusa HIV-a (Mizuochi i sar., 1990; Lloyd i sar., 1997; Kui Wong i
sar., 2003). Pored ovoga, pokazano je da CA125 antigen iz amnionske te¢nosti ima znatno
nizu zastupljenost manoze u odnosu na CA125 antigen iz ¢elijske linijje OVCAR-3
(Jankovi¢ 1 Milutinovi¢, 2008).

Lektini tipa C, generalno, poseduju veéi broj vezujuéih mesta, ¢iji afinitet zavisi od malih,
finih razlika u sastavu i razgranatosti glikana njihovih liganada. Primarno vezuju¢e mesto
za manozu, kod DC-SIGN, homologo je primarnim vezujué¢im mestima drugih lektina, koji,
takode, specifi¢no prepoznaju ovaj saharid (Geijtenbeek i sar., 2002). Visoka selektivnost
DC-SIGN ili drugih lektina tipa C za pojedine ligande, kao i mehanizam vezivanja,
omogucen je i postojanjem sekundarnih vezujuéih mesta (Geijtenbeek i sar., 2002).
Nedavno je pokazano da se DC-SIGN razlikuje od drugih C-tip lektina po izrazitom
grupisanju njegovih monomernih formi, ¢ime se formira tetramerni motiv u obliku kalema
(coiled-coil motif), koji povecava selektivnost vezivanja ovog lektina za ligande (Mitchell i
sar., 2001).

Poznato je da DC-SIGN i MMR, mogu interagovati sa nekim epitelnim mucinima i
¢elijama tumorskog porekla (Chieppa i sar., 2003; Monti i sar., 2004; Rughetti i sar., 2005;

Garcia-Vallejo i van Kooyk, 2009; Allavena i sar., 2010). Nadeno je da DC-SIGN deluje
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kao receptor za transmisiju mukoznih patogena ukljucujuéi i HIV virus. Mucin 6 iz semene
plazme, kao i MUCI iz maj¢inog mleka, identifikovani su kao molekuli koji se vezuju za
DC-SIGN, i na taj na¢in dovode do inhibicije transfera virusa iz dendritskih ¢elijau T Celije
(Saeland i sar., 2009; Stax i sar., 2009). Sto se ti¢e manoznog receptora, utvrdeno je da on
vezuje MUC1 i tumorski mucin TAG-72 (tumor-associated glycoprotein-72). Pored toga,
tumorski mucini uklju¢ujuci i CA125, kod ljudi, mogu indukovati njegovu internalizaciju, i
aktivirati imunosupresivni fenotip u tumorskim makrofagama (Allavena i sar., 2010).
Poznato je da ekspresija DC-SIGN predstavlja rani odgovor imunog sistema majke na
implantaciju embriona, i da su pojedini podtipovi DC, koji se javljaju samo u toku
trudnoce, ukljuceni u perifernu toleranciju, imaju visok nivo proliferacije i nalaze se u
upadljivom kontaktu sa podtipovima NK ¢elija (Kdmmerer i sar., 2003; Breburda i sar.,
2006). Uoceno vezivanje pCA125 antigena za DC-SIGN bi, na osnovu ovoga, moglo imati
veze sa pretpostavkom da CA125 antigen $titi embrion od napada imunskog sistema majke

(Clark i sar., 1996a; 1996b; 1997).

Receptori sliéni lektinima tipa C imaju vaznu ulogu u imunskom sistemu, u smislu
posredovanja u interakcijama tipa céelija-Celija, tj. u medusobnom kontaktu leukocita ili u
njthovom kontaktu sa endotelom, 1 u vezivanju patogena. Selektini, tako, ucestvuju u
¢elijskoj adheziji 1 migraciji, 1 iniciranju mnogih kriti¢nih interakcija medu ¢elijama krvnog
sistema. Visok nivo SLe* na neutrofilima mozZe biti odgovoran za inicijalno vezivanje za E-
i P-selektine na endotelnim ¢elijama, i iniciranje procesa Kotrljanja (rolling). Pokazano je

da svaki organ poseduje sopstveni obrazac glikana bogatih SLe* ili sulfo-SLe*, $to sugerise
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da svaki organ ima svoj jedinstveni glikanski kod koji je odgovoran za selektivni promet
leukocita (Renkonen i sar., 2002).

Nasuprot selektinima, MMR i srodni receptori su specijalizovani za vezivanje i uklanjanje
patogena. Izmedu selektina i MMR, nalazi se DC-SIGN koji, medutim, ima dualnu
funkciju, 1 u adheziji i u prepoznavanju patogena i aktivaciji njihove fagocitoze (Cambi i
Figdor, 2003). Pored ovoga, interakcija DC-SIGN sa ICAM-2 regulise kotrljanje DC preko
mirujuceg i aktiviranog endotela in vitro, kao i transmigraciju DC u periferna tkiva, sto
ukazuje da DC-SIGN ima klju¢nu ulogu u procesu specifi¢ne migracije DC (Geijtenbeek i
sar., 2000; van Kooyk i Geijtenbeek, 2002).

Promene u glikozilaciji liganada za receptore sli¢ne lektinima tipa C, direktno uticu na
njihovu aktivnost i specificnost i imaju vazne posledice na razvoj, prezivljavanje i
reaktivnost Celija krvnog i imunskog sistema. Fizioloski i patoloski uslovi koji uti¢u na
izmenu glikozilacije, tako, indirektno uticu i na adhezivna i homing svojstva leukocita, i
njihovu sposobnost da vezuju patogene. U normalnim fiziolo§kim uslovima, receptori sli¢ni
lektinima tipa C deluju u smislu kontrole urodene imunosti i ocuvanja homeostaze. U
patoloskim uslovima, posebno u tumorskoj mikrosredini, u kojoj su prisutni strukturno
izmenjeni molekuli, oni dolaze u kontakt sa razli¢itim potencijalnim ligandima, koji mogu
ometati aktivaciju protektivnog imunskog odgovora i favorizovati Sirenje tumora.

Rezultati ovoga rada ukazuju da bi razlike u strukturi/glikozilaciji CA125 antigena, koje se
vezuju za posebna fizioloSka 1 patoloska stanja, mogle menjati njegov uticaj na celije
krvnog sistema Coveka i imati znaCajne biomedicinske posledice u razli¢itim

mikrosredinama. Dalji uvid u prirodu i mehanizme multifunkcionalnosti CA125 antigena
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zahteva interdisciplinarni pristup baziran na kompleksnim interakcijama koje su

posredovane razli¢itim strukturnim domenima.
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6. ZAKLJUCCI



Bioinformatic¢ka analiza
Rezultati in silico analize proteinske sekvence MUC16/CA125, stavili su ovaj molekul u

kontekst modularnih proteina sa anotiranom ulogom u adheziji i srodnim procesima.

Pokazana je homologija u sekvenci domena bogatih serinom/treoninom kod
MUC16/CA125 i proteina iz evolutivno udaljenih taksona, kao i prisustvo sekvence sli¢ne

konzerviranom multidomenu glikoproteina omotaca virusa iz familije Herpesviridae.

Na osnovu korelacije sa vezujuéim svojstvima homologih sekvenci, CA125 antigen bi
mogao biti ukljuen u vezivanje/transport jona i proteina, kao i u interakcije sa

ugljenohidratnim komponentama.

Glikobiohemijska analiza
CA125 antigen ispoljava efekte na eritrocite Coveka, u smislu umerenog povecanja
agregabilnosti i efikasnog smanjenja adhezivnosti na arteficijelne podloge. CA125 antigen

fetalnog porekla je, u tom smislu, potentniji od CA125 antigena kancerskog porekla.

Modulacija ispitivanih svojstava eritrocita nije bila povezana sa osmotskom osetljivo$cu, a
sude¢i na osnovu strukturnih domena CA125 antigena kao i receptorskog sastava
membrane eritrocita, mogla bi se bazirati na interakcijama protein-protein i protein-ugljeni

hidrat.
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CA125 antigen poseduje ligandni kapacitet za interakcije sa siglecima, lektinima tipa | koji
vezuju sijalinsku kiselinu u razli¢itim tipovima veze i pozicije u oligosaharidnom lancu.
Siglek-2, iz podgrupe evolutivno konzerviranih sigleka, i siglek-3, siglek-7, siglek-9 i
siglek-10, iz podgrupe sigleka koji su slicni CD33, su selektivno (u vecoj ili manjoj meri ili

ekskluzivno), interagovali sa fetalnim i kancerskim CA125 antigenima.

Uoceni obrasci vezivanja sigleka omoguéavaju jasnu diferencijaciju porekla CAI125
antigena, za razliku od obrazaca vezivanja biljnih lektina, takode, specifi¢nih za sijalinsku
kiselinu. Sa aspekta detekcije specifiénih glikoformi CA125 antigena, njegova interakcija
sa siglecima, moze biti od posebnog biomedicinskog znacaja, kako za formulaciju

specifi¢nih testova za detekciju, tako i za pracenje ginekoloskih maligniteta.

Specifi¢na distribucija sigleka na povrsini razli¢itih tipova leukocita i njihov selektivni
potencijal za interakciju sa CA125 antigenima razli¢itog porekla, mogao bi se dovesti u
vezu sa modulacijom njithove funkcije koja, izmedu ostalog, ukljucuje 1 regulisanje celijske
aktivacije u imunskom sistemu. Glikanska kompozicija CA125 antigena koja se menja u
razli¢itim fizioloskim stanjima bi, u tom smislu, mogla uticati na imunosupresivna svojstva
sigleka ometanjem aktivacije protektivnog imunskog odgovora i favorizovanjem Sirenja

tumora.
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Diverzitet sijalinske kiseline, vazne strukturne determinante CA125 antigena, odgovoran je
I za njegov ligandni potencijal za vezivanje selektina (CD62), receptora sli¢nih lektinima
tipa C. Analiza distribucije specifi¢nih glikotopa koji bi mogli uticati na aktivnost selektina,
kao 1 ispitivanje prirode interakcije u testovima inhibicije, pokazali su da se ona bitno

razlikuje od interakcije sa siglecima.

Selektin-L, selektin-E i selektin-P su vezivali CA125 antigen kancerskog porekla u vecoj
meri nego CA125 antigen fetalnog porekla. Sva tri selektina su reagovala na isti nacin, ali

je afinitet P-selektina bio izrazito veéi.

CA125 antigen kancerskog porekla bi, na osnovu razlika u afinitetu selektina, pre stupio u
interakcije sa aktiviranim endotelnim ¢elijama ili krvnim plo¢icama, na kojima je prisutan
P-selektin, Sto bi mogao biti znacCajan element u regrutovanju tumorskih celija u ciljne

organe.

Uocena je razlika u molekularnoj osnovi interakcije DC-SIGN (CD209, Dendritic cell-
specific ICAM-3-grabbing non-integrin 1), kalcijum-zavisnog lektina tipa C, na povrsini
dendritskih celija, 1 CA125 antigena fetalnog 1 kancerskog porekla, koja se najverovatnije
zasniva na koris¢enju razli¢itih vezujuéih mesta. Interakcija sa CA125 antigenom fetalnog
porekla je zavisna od prisustva glikana bogatih manozom, tj. moze se inhibirati mananom,

dok je reakcija sa antigenom kancerskog porekla nezavisna od njegovih N- ili O-glikana.
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Dualna funkcija DC-SIGN, u procesu specificne migracije DC, koja je zavisna od
ugljenohidratne kompozicije odgovarajucih liganada, ili u procesu prepoznavanja patogena,
koja ne zavisi od glikanskog sastava, mogla bi se, na osnovu karakteristika interakcije sa

CA125 antigenom, specifi¢no menjati u zavisnosti od promene njegove strukture.

Bez obzira na sli¢nosti sa DC-SIGN, u afinitetu prema visoko manoznim glikanskim
strukturama, MMR (CD206), manozni receptor makrofaga, kalcijum-zavisni lektin tipa C,

koji je prisutan na makrofagama i DC, nije vezao ni jedan od ispitivanih CA125 antigena.

Promene u glikozilaciji liganada za receptore lektinskog tipa C, direktno uti¢u na njihovu
aktivnost i specifi¢nost i imaju vazne posledice na razvoj, prezivljavanje i reaktivnost ¢elija
krvnog i imunskog sistema. Rezultati ovoga rada ukazuju da bi razlike u
strukturi/glikozilaciji CA125 antigena, koje se vezuju za posebna fizioloSka i1 patoloska
stanja, mogle menjati njegov uticaj na celije krvnog sistema Coveka i imati znaajne

biomedicinske posledice u razli¢itim mikrosredinama.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Motnucann-a _ HuHocnae M. MuTuh

6poj ynuca __ BO 070002

UzjaBrbyjem

Aa je foKTopcKa AucepTauuja noa HacrnoBoMm

»BUonHMOpMaTnyKa 1 rnkobroxemujcka aHanuaa MoaynapHe

opraHusauuje CA125 aHTureHa Yyoseka“

® pesynrtaTt CONCTBEHOr UCTpa)kmBa4kor paga,

* [anpeanoxeHa avcepTauuja y LENUHU HU Y AenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa 3a
Aobujatbe Guno koje AUnnome Npema CTyAMjCKUM NporpaMmnma apyrix
BMCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBa,

* [a Cy pe3ynrtatu KOpeKTHO HaBedeHn n

* [la HUCaM KpLuWo/Na ayTopcka npasa W KOPUCTUO MHTENEKTYanHy CBOjUHY ApYrux
nvua.

lMoTnuc pokTopaHTa

Y Beorpagy, 20.09.2012.

/ H L\R\ui Hu he q[\é




Mpunor 2.

MU3jaBa 0 UCTOBETHOCTMU LWITAaMNaHe U eflIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme n npesume aytopa _ HwuHocnas M. Mutuh

Bpoj ynuca __BO 070002

Cryaujckv nporpam __Buonoruja henuja n Tkmea

Hacnoe papga JBruonHdbopmatnyka un _rnukobuoxemujcka aHanusa _moaynapHe
opranusaumje CA125 aHTureHa 4yoeeka“

MeHTOpKH Op Anekcangpa Kopah, pegoBHu npodecop, buonowku dakynrer,
YHusep3uteT y beorpagy

Op Mupocnasa JaHkoBuh, Hay4YHU caBeTHUK, VIHCTUTYT 3a NpuMeHy
HykneapHe eHepruje - UHET, YHuBep3auteT y beorpagy

[NoTnucanun HuHocnas M. MuTuh

u3jaBrbyjeM Aa je wTamnaHa Bep3vja MOr OOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3uju Kojy cam npegao/na 3a objaBrouBarse Ha noptany JurutanHor peno3mtopujyma
YHuBep3uteta y Georpaay.

[ossorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHU Nodauy Be3aHu 3a gobujare akagemMcKor 3Barba
[OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npesume, rognHa u mecto pohera u gatym onbpaHe
paga.

OBM NUYHM Nogaum Mory ce 06jaBuUTV Ha MPEXHVUM CTpaHuuama gurutanHe Gubnuoreke, y
eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHueep3uteTa y beorpagy.

MoTnuc fgoKTopaHTa

Y Beorpagy, 20.09.2012.

M Ut 7lf H Unacd (\é




Mpunor 3.

MU3sjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® pa y [Ourutantu
penosuTtopujyMm YHusepsuTeTa y beorpagy yHece Mojy [AOKTOpPCKY AucepTauujy nog
HacnoBom:

,BMONHMOpMaTNYKa 1 rnukobuoxemujcka aHanmsa MogynapHe

opraHuzaumje CA125 aHtureHa Yoseka“

Koja je Moje ayTOpCKo Aero.

[ucepTauujy ca cBMM NpunosumMa npeaao/na cam y enekTpoHCKoM hopmaty norogHoM 3a
TpajHO apxuBMpaH-e.

Mojy pokTopcky AucepTtauujy noxpaweHny y OurutanHu penosvtopujym YHuBepsuteTa y
Beorpagy mory ga kopucte CBW Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y opgabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AyTopcTtBo
2. AYyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjanHo

3. AyTopcTBO — HEkoMepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTopCTBO — HEKOMEpPLUjanHO — AenUTH NOA UCTUM YCrnoBUMa
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEnUTU No4 UCTUM yCrnoBuma

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jefHy Of LeCT NoHyReHMX NnLUeHLM, KpaTak onuc nuueHum
AarT je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc gokTopaHTa

Y beorpagy, 20.09.2012.

l( ua*uz Huk\é cla é’




1. AytopcTBo - [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBake, OUCTPMOYLMjy 1 jaBHO caonwuTaBake gena, u
npepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH ogpeneH of cTpaHe ayTopa unn gasaola
nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX NNLEHUMW.

2. AyTtopctBO — HekomepuwmjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBede WUMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa unv gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSfbaBa KomepuwujarnHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekoMmepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate YMHOXaBak-€,
anctpmbyuujy 1 jaBHO caonwTaBamwe gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBarwa nnu ynotpebe
Aenay CBOM [ery, ako ce HaBefe ume aytopa Ha HadvH ogpefneH o4 cTpaHe ayTopa unm
AaBaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbaBa koMepuujanHy ynotpeby aena. Y ogHocy
Ha cBe oOcCTane nuueHue, OBOM fMUEHLOM ce orpaHudaBa Hajsehm obum npasa
Kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuujanHo — OenuTu nog uctum ycroBuma. [losBorbaBaTte
yMHOXaBakhe, AUCTpubyLmjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeae nme
ayTopa Ha HauyuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa wvnv gaBaoua nvueHue U ako ce npepaga
anctpmbympa nog UCTOM WAM  CriMMHOM  nuueHuom. OBa nuueHua He [03BOoSbaBa
komepuwmjanHy ynoTpeby aena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)y U jaBHO
caonwTaBarwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe gena y CBom geny,
aKo ce HaBede MMe ayTopa Ha HaunH oapeheH of cTpaHe ayTopa uMnu faBaoua fMueHLE.
OBa nuueHua fo3BorbaBa kKomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AENWUTU NoA UCTUM ycroBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTPUBYLNjY
1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
o[ CTpaHe ayTopa Wnv gaBaola f1LEHLEe M ako ce npepaga Auctpubympa nog UCTom unu
cnuyHom nuueHuom. OBa nuueHLa Ao3BorbaBa KoMepuujanHy ynoTpeby aena u npepaaa.
CnunyHa je copTBEPCKMM NULIEHLLAMa, OAHOCHO NLEHL[aMa OTBOPEHOr Koaa.



