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SAZETAK

Sfingolipidi predstavljaju vazne komponente membrana eukariotskih
stanica, stoga imaju ulogu u regulaciji brojnih stani¢nih signalnih puteva.
U ovom zavrsnom radu cilj je utvrditi koji bioaktivni sfingolipidi i njihovi
metabolicki enzimi mogu sluziti kao potencijalni dijagnosticki, prognosticki
i prediktivni biomarkeri u nekoliko tipova raka, ukljucujuéi rak jetre,
debelog crijeva i dojke. Biomarkeri su po definiciji objektivne,
kvantificiraju¢e karakteristike bioloskih procesa stoga su vazni za
pravovremeno otkrivanje, dijagnozu, prevenciju te uspjesno lijeCenje
bolesti. Brojne su studije pokazale znacajnu povezanost izmedu
metabolizma sfingolipida i klinickog ishoda bolesti. Takvi rezultati daju
veliku vaznost sfingolipidima kao biomarkera u dijagnozi i prognozi raka.
Kako bi se uspjesno otkrila slozena patofiziologija ukljuena u rak te put
genetskih promjena stanica raka, potreban je Sirok raspon razlicitih
sfingolipidnih biomarkera za poboljSanje osjetljivosti i specifi¢nosti
biomarkera potrebne za istrazivanje. Pri tome se naglasak stavlja na pro-
apoptoticki ceramid, pro-proliferitativni sfingozin, ceramid-1-fosfat (C1P),
sfingozin-1-fosfat (S1P) te na brojne enzime koji sudjeluju u metabolizmu
sfingolipida. Stoga ¢e poremecaj metabolizma i sfingolipidnog reostata u
organizmu dovesti do gubitka optimalne razine sfingolipida Sto upucuje na

razvoj kancerogenog stanja.

Klju¢ne rijeci: sfingolipidi, biomarkeri, rak, metabolizam, sfingolipidni

reostat



ABSTRACT

Sphingolipids are important components of eukaryotic cell membranes
that have a role in regulating numerous cellular signals. In this final
assignment, the aim is to determine which bioactive sphingolipids and their
metabolic enzymes can be potential diagnostic, prognostic, and predictive
biomarkers in several types of cancer, including liver, colon, and breast
cancer. Biomarkers are by definition objective, quantifiable characteristics
of biological processes and therefore important for early detection,
diagnosis, prevention, and successful treatment of the disease. Numerous
studies show a significant association between sphingolipid metabolism and
clinical disease outcomes. Such results give big importance to sphingolipids
as biomarkers in the diagnosis and prognosis of cancer. Successful
determination of complex pathophysiology involved in cancer and genetic
change in cancer cells, demands the use of panel of different sphingolipid
biomarkers to improve sensitivity and specificity of biomarkers needed for
research. Emphasis is on the use of pro-apoptotic ceramide, pro-
proliferative sphingosine, ceramide-1-phosphate (C1P), sphingosine-1-
phosphate (S1P), and numerous enzymes involved in the metabolism of
sphingolipids. Therefore, disruption of metabolism and sphingolipid
rheostat in the organism will lead to loss of optimal sphingolipid levels

leading to the development of a cancerous condition.

Keywords: sphingolipids, biomarkers, cancer, metabolism, sphingolipid

rheostat
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1. UVOD

Glavni izazov u kontroli i prevenciji raka je pravovremeno otkrivanje bolesti
kako bi se ucinkovitom terapijom doprinijelo smanjenju mortaliteta i
morbiditeta. U tim slucajevima vaznu ulogu imaju biomarkeri kao
»~molekularni signalizatori" fizioloSkog stanja stanice u odredenom trenutku.
Tijekom napredovanja stanice kroz slozene procese transformacije u
kancerogeno stanje, stanica proizvodi aktivhe gene, proteinske produkte i
druge organske tvari koje predstavljaju biomarkere koji bi se mogli
pokazati korisnima za ranu identifikaciju raka ili podloznosti za razvitak

raka kod nekih pacijenata.!]

Dakle, biomarkeri su po definiciji objektivne, kvantificirajuée
karakteristike bioloSkih procesa, odnosno molekule koje ukazuju na
normalan ili nenormalan proces koji se odvija u nasem tijelu te moze biti
znak osnovnog stanja ili bolesti. Biomarkeri mogu biti razliite vrste
molekula poput DNA, proteina ili lipida te mogu upudivati na odredeno
stanje organizma. MozZe ih proizvesti tkivo raka ili druge stanice u tijelu kao
odgovor na rak, a mogu se pronadi i u krvi, stolici, urinu, tumorskom tkivu
ili drugim tkivima i tjelesnim tekucinama. Vazno je napomenuti da
biomarkeri nisu ograniceni na rak jer postoje i biomarkeri za bolesti srca,
multiple skleroze i mnoge druge bolesti.l2:31 Drugim rije¢ima, biomarker je
karakteristika koja odrazava stanje organizma te sluzi kao pokazatelj
normalnih ili patogenih bioloskih procesa te farmakoloskog odgovora na
terapijsku intervenciju.[21 Takoder, mogu odrazavati Citav spektar bolesti od
najranijih manifestacija do terminalnih stadija. Osim toga, u praksi
ukljucuju i alate i tehnologije koje mogu pomoci u odredivanju uzroka,

dijagnoze, napredovanja, regresije ili ishoda lijeCenja bolesti.[%]

Iako je pojam ,biomarker" relativho nov, biomarkeri su koristeni u
predklinickim i klinickim istrazivanjima dugi niz godina. Koristile su ga
brojne generacije epidemiologa, lijeCnika i znanstvenika za proucavanje
bolesti ljudi. Stoga je njihova primjena u istrazivanjima te klini¢ckoj praksi,

odnosno dijagnostici i upravljanju kardiovaskularnim bolestima, rakom,
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infekcijama, imunoloskim te genetskim poremedéajima danas vrlo
uobi¢ajena te gotovo neizbjezna. Prvi primjeri biomarkera ukljucuju
odredivanje razine glukoze u krvi za postavljanje dijagnoze i lijeCenje
dijabetesa te kolesterolemije i time analizu kardiovaskularnog rizika.
Povecanje upotrebe biomarkera omoguceno je zbog dostupnosti novih
genetskih informacija i genomskih tehnologija. Osim toga, joS jedan
pokretac koristenja biomarkera je potreba za boljim diferencijalnim
dijagnozama kao i brojem ciljanih terapija, posebice na podrucju
onkologije. Primjenjuje se i u inovativnim pristupima poput regenerativne

medicine.[5]

Nedavne translacijske studije karcinoma pruzile su brojne dokaze koji
podupiru povezanost izmedu metabolizma sfingolipida i klinickog ishoda
bolesti, Sto potvrduje veliku vaznost sfingolipida kao biomarkera u dijagnozi
i prognozi raka.[l®l Sfingolipidi predstavljaju jednu od glavnih vrsta
eukariotskih lipida te igraju vaznu ulogu u Sirokom rasponu bioloskih
procesa. Prvi sfingolipidi izolirani su krajem 19. stoljeca, a biokemijski
pristupi razvijeni u prvom dijelu 20. stolje¢a omogudili su otkrivanje
kemijske strukture sfingozina te kako ga mozemo razlikovati od ostalih
lipida. Nakon toga uslijedilo je otkrice razliCitih vrsta slozenih sfingolipida.[”!
Sfingolipidi poput ceramida i sfingosin-1-fosfata (S1P) su signalne molekule
klju¢ne u regulaciji sudbine stanica raznih vrsta organizama, ukljucujudi
kvasca, biljaka, kraljeznjaka i beskraljeznjaka. Dok ceramidi poticu
stani¢ne smrtne putove poput starenja i apoptoze, S1P potice stanic¢nu
proliferaciju i putove prezivljavanja. Kontrola sudbine stanica pomocu ova
dva medusobno konvertirana lipida nazvana je sfingolipidni reostat ili
sfingolipidni biostat.[8] Osim toga, pokazalo se da razine bioaktivnih
sfingolipida koreliraju s prezivljavanjem pacijenta te odgovorom na terapiju

razlicitih tipova tumora.[®l



2. SVRHA RADA
Svrha ovoga rada je ukazati na veliku vaznost biomarkera u klinickim
istrazivanjima te dijagnostici i upravljanju Sirokim spektrom razlicitih

bolesti od najranijih do terminalnih stadija.

Cilj je napraviti sveobuhvatni pregled bioaktivnih sfingolipidnih vrsta
te enzima koji reguliraju njihov metabolizam i signalizaciju kao potencijalne
biomarkere u procjeni rizika te prevenciji i predvidanju reakcije na lijeCenje
kod nekoliko vrsta karcinoma. Takoder, namjera je pokazati da su s klinicke
toCke gledista, bioaktivni sfingolipidi korisni kao biomarkeri za otkrivanje
tumora u ranim fazama bolesti poput raka jetre, debelog crijeva i dojke.
Dakle, vazno je prepoznati ulogu sfingolipida za razlikovanje malignih od
nemalignih lezija, ali i kao potencijalne mete novih terapija. Ukratko, cilj je
naglasiti da je metabolizam sfingolipida znacajno povezan s napredovanjem

raka.

Naposljetku je namjera napraviti kriticki pregled trenutnih problema
vezanih uz uvodenje dijagnoze bazirane na sfingolipidima u klini¢ku praksu

te predloziti kako bi se ti problemi mogli rijesiti.



3. BIOMARKERI

3.1. KLASIFIKACIJA I KARAKTERISTIKE BIOMARKERA
Opcenito, biomarkeri se mogu klasificirati na temelju njihove uloge u

razliCitim stadijima i stanjima bolesti: biomarkeri rizika koji daju uvid u

predispoziciju za razvitak bolesti kod zdravih ljudi, dijagnosticki biomarkeri

koji otkrivaju je li bolest ve¢ prisutna te omogucavaju detekciju u ranim

fazama bolesti, predikcijski biomarkeri koji daju naznake vjerojatnog

ucinka terapije na pacijenta, prognosticki biomarkeri koji se koriste za

prouCavanje napredovanja bolesti neovisno o lijeCenju te za odredivanje

moguceg uzroka bolesti, biomarkeri vezani uz lijekove koji pokazuju hoce

li lijek biti ucinkovit i/ili siguran kod pacijenta te kako ¢e pacijentovo tijelo

procesuirati taj lijek, monitoring biomarkeri korisni kod kroni¢nih bolesnika

ili u bolesnika s remisijom za pracenje ucinkovitosti lijeCenja te rezistencije

na lijeCenje te farmakodinamicki biomarkeri koji pomazu u odabiru doze

kemoterapije i drugih lijekova.[>°]

Takoder, biomarkere je moguce podijeliti na temelju razli¢itih vrsta
biomolekula poput biomarkera na bazi DNA ili RNA, proteinskih te
ugljikohidratnih i lipidnih biomarkera.[>! Cirkuliraju¢a DNA je medu prvim
biomarkerima procijenjenima za odredeni stadij raka. Povecana
koncentracija serumske DNA povezana je uz rak, najceS¢e metastatski, i
drugim stanjima kao Sto su sepsa i autoimune bolesti.[®] Proteini su konacni
rezultat genske ekspresije te ih je moguce modificirati ko- i post-
translacijski kako bi se dodatno regulirala razmjena informacija. Dakle,
proteini su lako dostupni biomarkeri koji nose vecu koli¢inu informacija od
gena i drugih genskih materijala.[t% Takoder, utjeCu na molekularne putove
u normalnim i transformiranim stanicama pa imaju vaznu ulogu u
pokretanju i progresiji stanja bolesti.[>] Ugljikohidrati se najviSe izrazavaju
na povrsini stanica u obliku glikolipida, glikoproteina i glikana, pri ¢emu
glikani mogu biti N- ili O- vezani. Tijekom kancerogeneze dolazi do

promjene u ekspresiji tih glikana sto ih Cini potencijalnim biomarkerima.[°!
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Lipidomicke metode se takoder vrlo Cesto koriste u identifikaciji i validaciji
biomarkera specifi¢nih za bolest. Lipidi se sastoje od kolesterola, fosfolipida
na bazi glicerola i sfingolipida na bazi ceramida. Otkriveno je da je
disfunkcija metabolizma lipida povezana s patogenezom mnogih bolesti

poput dijabetesa, Alzheimerove bolesti, hipertenzije i raka.[!1]

Nadalje, da bi biomarkeri bili primijenjeni u Sirokoj klinickoj praksi,
trebaju pouzdano pruzati korisne klinicke informacije. Stoga, optimalni
biomarkeri, vremenski, troSkovno i klinicki, moraju ispunjavati Cetiri

osnovna kriterija:

1. Lako dostizan
2. Odgovarajuca osjetljivost
3. Odgovarajuca stabilnost

4. Koristan za pacijenta kroz terapijske i dijagnosticke intervencije

Krv je najcesci izvor biomarkera jer je izlozena izravno svim organima
tijela. Uzorci krvi su uobicajeni za razne klinicke testove u trenutnoj
upotrebi. U karcinomu jajnika, ovo moze biti osobito korisno jer simptomi i
znakovi nisu specificni za bolest, a trenutni dijagnosticki modaliteti ne
prepoznaju bolest u ranom stadiju. Ovaj stadij bolesti moZe rezultirati
promjenama krvnih dijelova u cirkulaciji na nacin koji je moguce otkriti

novijim tehnologijama.

Osim toga, za uspjeSan biomarker je potrebno zadovoljiti ravnotezu
izmedu ciljane osjetljivosti i odgovarajuce specificnosti. Pri tome,
specificnost, odnosno sposobnost prepoznavanja neinficiranog pacijenta
cesto postaje progresivno teza za postiéi kako slucajevi postaju sve rjedi.
Primjerice, uoCeno je da rak jajnika zahvacéa 1 od 2500 Zena u menopauzi,
stoga je procijenjeno da je za ovako rijetku bolest potrebna specifi¢nost

ucinkovitog biomarkera od oko 99%.

Posljednji kriterij ucinkovitog biomarkera je klinicka primjenjivost.
Razvoj biomarkera moze imati koristi ako identificirani biomarkeri daju uvid

u etiologiju, mehanizam ili terapijsku intervenciju za bolest. Medutim, kako
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bi biomarkeri u konacnici bili od klinicke vrijednosti, moraju pruziti
informacije koje ¢e usmjeravati klinicku praksu te koje mogu pomodi
prilikom promijene ishoda za pacijenta, poput prezivljavanja bolesti ili
povecanja kvalitete zivota. Primjerice, test krvi koji identificira prisutnost
raka plu¢a moze biti koristan ako komponente testa daju informacije o raku
pluca ili ako se koristi u kombinaciji s drugim dijagnostickim modalitetima.
Testiranje na odredeni biomarker zajedno s odgovaraju¢om i ucinkovitom
klinickom intervencijom dokazano mijenja ishod, ranom dijagnozom i
intervencijom, ili poboljSanom kvalitetom Zzivota i smanjenim Zzivotnim

rizikom od raka.[10]

3.2. BIOMARKERI RAKA

Biomarkeri raka su endogeni proteini i metaboliti Ciju je koli¢inu mogucde
izmjeriti te na temelju toga odrediti stanje i napredovanje tumora te
reakciju pacijenta na terapiju. Prisutni su u tkivima raka i tjelesnim
teku¢inama te obuhvacdaju Sirok raspon molekula, ukljucujuci
transkripcijske faktore, povrsSinske receptore te izlucene proteine. Razvoj
proteomike i genomike omogucdio je proucavanje neoplasti¢ne dinamike u
transformaciji stanice iz normalne u neoplasti¢nu tijekom koje dolazi do
razliCitih promjena u genomskim i proteomskim osobinama stanice. Pri
tome, proteomika proucCava dinamiku stanice te detektira promjene u
stani¢nim mehanizmima poput post-translacijskih modifikacija ili promjena
stani¢ne aktivnosti i funkcije. Osim toga, proucavanje stani¢nih i
molekularnih mehanizama uklju¢enih u transformaciju stanice vazno je za
otkrivanje biomarkera koji mogu biti izravan uzrok bolesti ili koji imaju
sekundarnu ulogu u pokretanju i napredovanju bolesti. Detektiranje
molekularnih biomarkera u razliCitim fazama raka, u promijenjenoj
fiziologiji (Slika 1.), uvelike pomaze u analizi normalnih stanica te kako one
postaju kancerogene, ali pruzaju i uvid u etiologiju raka Sto moze biti
korisno za rano otkrivanje, dijagnozu i lijeCenje. Takoder, takvi biomarkeri

mogu imati vaznu ulogu u terapiji kao mete za djelovanje lijekova.



Mutacije gena — Geneticki biomarkeri

!
s ~
Promijenjena
genska ekspresija Biomarkeri temeljeni
~ I na antigenima raka

Promijenjen

. _ Proteinski biomarkeri
L status proteina
Izml]en]e_n_l —_— Metabolicki biomarkeri
metaboliti

Promijenjen metabolizam
Nekontrolirana proliferacija
Povecdana vaskularizacija
Smanjena regulacija smrti

Slika 1 Izmijenjena fiziologija u raku koja pruza mogucénost
prepoznavanja biomarkera u razli¢itim fazama.
Preuzeto iz: Sunitha Reddy M., Krishna Reddy P., Kishore Reddy A..
Biomarkers- Burgeoning Tools in Early Cancer Detection. Kishore reddy
et al., Int. J. Rev. Life. Sci., 1(2), 2011, 45-55.

Stanice raka predstavljaju Sirok spektar genetskih promjena, poput
mutacija, preuredenja gena i genske amplifikacije Sto naposljetku vodi do
poremecaja molekulskih puteva koji imaju ulogu u regulaciji rasta,
prezivljavanja te metastaziranja stanice. DeSifriranje slozene patofiziologije
koja je uklju¢ena u rak zahtijeva uporabu panela biomarkera za poboljsanje

osjetljivosti i specifi¢nosti biomarkera.®!

3.3. STANJE RAZVOJA U KLINICKOJ ONKOLOGIJI

S obzirom da se smrtni slucajevi od raka mogu sprijeciti
pravovremenom detekcijom te da su postojeée terapije, posebno
operativne, mnogo efikasnije u ranijim fazama raka, biomarkeri pruzaju
dinami¢an i modéan pristup u razumijevanju spektra onkoloske
fiziopatologije, probiru, dijagnozi i prognozi. Abnormalna razina biomarkera
moze sugerirati rak, no biomarkeri u kombinaciji s biopsijom rezultiraju
ucinkovitim dijagnosticiranjem raka.[®! Osim toga, biomarkeri ¢e lije¢nicima

omoguditi da razviju individualne planove lijeCenja za svoje pacijente s
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rakom, omogucavajucéi tako lijeCnicima da prilagode lijekove specificne za
njihov tip tumora. Pritom c¢e se poboljsati stopa reakcije na lijekove,
toksi¢nost lijeka c¢e biti ograniCena, a troskovi povezani s testiranjem
razliCitih terapija i pratec¢im lijeCenjem nuspojava ¢e se smanijiti.l>] Brz rast
molekularne biologije i laboratorijske tehnologije prosirio se do tocke u
kojoj ¢e primjena tehnicki naprednih biomarkera uskoro postati jos
izvedivija. Molekularni biomarkeri ¢e u rukama klinickih istrazitelja pruziti
dinamican i modan pristup za razumijevanje spektra bolesti s ocitim
primjenama u analitickoj epidemiologiji, klinickim ispitivanjima i prevenciji

te dijagnozi i lijeCenju bolesti.[4]



4. UVOD U SFINGOLIPIDE

Sfingolipidi su vrsta lipida koja zbog svojih amfifilnih svojstava, uz
fosfolipide i kolesterol, ¢ini glavnhu komponentu lipidnog dvosloja membrane
pa ima vaznu ulogu u odrzavanju funkcije i fluidnosti barijere. Medutim,
moguce ih je pronac¢i i u tjelesnim tekucinama poput krvi kao dio
cirkuliraju¢ih lipoproteinskih Cestica ili se mogu prenositi pomocu drugih
proteina poput serumskog albumina. Osim toga, uzajamno djeluju sa
specificnim proteinskim metama poput fosfataza, kinaza i G-vezanih
proteina ( S1P receptor) ¢ime postizu vaznu ulogu u odrzavanju vijabilnosti
eukariotskih stanica tako Sto reguliraju razliCite bioloSke procese
uklju€ujudi rast, proliferaciju, migraciju, invaziju i/ili metastazu te apoptozu

stanica (Slika 2.).16:12,13]

= of | - C id s . o
sf(iggor;g;;m ingomijelinaza ?;,%rgg; eramidaza Sféqgg?n Sfingozin kinaza Sfingozin-1-fosfat (1)
METE mPP (PP1, 'rPHK, ﬁreceptorl,
PP2A), PKCT, YPK Unutarstaniéne
KatepsinD I mete
Starenje Apoptoza » Proliferacija
BIOLOGIJA Diferencijacija Zaustavljanje stanicnog Mitogeneza
Apoptoza ciklusa Upala
Zaustavljanje stani¢nog Migracija
ciklusa Angiogeneza

Zastita od apoptoze

Slika 2 Prikaz bioloske uloge sfingolipida. CAPP, Ser-Thr fosfataza aktivirana seramidom; PKC, protein kinaza
C; PKH, homolog protein kinaze B; YPK, proteinska kinaza kvasca,; S1P,sfingozin-1-fosfat.

Preuzeto iz: Yusuf A. Hannun, Lina M. Obeid. Principles of bioactive lipid signalling: lessons from sphingolipids.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2008 February. 9(2):139-50.

U proteklih nekoliko desetljeca identificirani su gotovo svi glavni enzimi
koji sudjeluju u metabolizmu sfingolipida te Cija promijenjena ekspresija ili
aktivnost ima klju¢nu ulogu u regulaciji signalizacije i/ili lijeCenja raka. Te
su studije dovele do klinickih ispitivanja na pacijentima s razlicitim vrstama
tumora kojima je procijenjen potencijal terapijskih strategija usmjerenih na
enzime koji kataboliziraju ceramid ili koji stvaraju sfingozin-1-fosfat
(S1P).[12]



4.1. PODJELA I STRUKTURA SFINGOLIPIDA

Sfingolipidi su amfipatske molekule s hidrofilnim i hidrofobnim
svojstvima. Hidrofobni dio sfingolipida ¢ini sfingoidna dugolanc¢ana baza od
18 ugljikovih amino-alkohola. RijeC je o dugolananom alifatskom lancu sa
slobodnom terminalnom hidroksilnom skupinom i masnom kiselinom
vezanom na amino skupinu drugog ugljikovog atoma lanca. Dodatak lanaca
masnih kiselina razlic¢itih duljina ili razlic¢itih glavnih skupina odreduje
biolosku funkciju sfingolipida. Hidrofilni dio molekule ¢ini terminalna
hidroksilna skupina koja moze biti supstituirana fosfatnom skupinom il

Secernim ostacima, ovisno o vrsti sfingolipida.[6:14]

S obzirom na strukturne razlike sfingolipidi se dijele na: sfingoidne

baze, ceramide te kompleksne sfingolipide.[14]

4.1.1. SFINGOIDNE BAZE

Sfingoidne baze su skupina dugolanc¢anih amino alkohola koji
predstavljaju osnovne strukturne jedinice svih sfingolipida.[!>] Poznato je
viSe od 60 razliCitih sfingoidnih baza, ukljucujuci sfingozin, dihidrosfingozin
i fitosfingozin, koje se medusobno razlikuju po duljini i razgranatosti
alkilnog lanca, stupnju zasi¢enosti te prema broju i polozaju dvostrukih
veza i hidroksilnih skupina. Sfingozin (Slika 3.) cini glavnu okosnicu

potrebnu za nastanak kompleksnih sfingolipida.[16]

OH OH

H .;:/\/\/\/\/V‘\W SFINGOZIN

NH,

Slika 3 Sfingoidna baza sfigozin.
Preuzeto iz: http://www.chemspider.com

Sfingoidne baze stupaju u interakciju sa brojnim ciljanim molekulama
i specificnim receptorima pa imaju Sirok raspon bioloske aktivnosti. Vazno
je napomenuti antikoagulacijska, mikostatska i bakteriostatska svojstva

sfingoidnih baza. Nadalje, imaju funkciju u modulaciji biofizi¢kih svojstava
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bioloskih membrana te time utjecu na dinamiku cirkulacije.[*>171 Osim toga,
paznja je uvelike posvecena istrazivanju njihove uloge u borbi protiv raka

debelog crijeva, raka dojke te raznih drugih patogena.[l’]

4.1.2. CERAMIDI

Ceramidi su najjednostavniji bioaktivni sfingolipidi koji su sastavljeni
od sfingoidne baze i masne kiseline vezane na C2 ugljik. Obi¢no su potpuno
zasiceni te se sastoje od 14 do 26 C atoma, medutim, ponekad su i duzi.
Varijacije u duljini alkilnog lanca uzrokovane su postojanjem 6 razliitih
ceramid sintaza (CERS) koje kataliziraju nastanak ceramida razlicitih
duljina. Na slici 4. prikazana je strukturna formula ceramida izgradenih od
16 C atoma te od 18 C atoma.

;TW\/\/‘\/\/‘V\/ C16 - CERAMID
OH OH
oH
/\/\/\/\/\/\/\\/'\E/\OH
HH C18 - CERAMID
AM/MO

Slika 4 Ceramidi (C16 i C18).
Preuzeto iz: http://www.chemspider.com

Ceramidi naj¢esce sluze kao prekursori za formiranje slozenih
sfingolipida ali se moze upotrijebiti i kao prekursor za formaciju drugih vrsta

sfingolipida poput ceramid-1-fosfata (C1P).[6l

Osim Sto imaju vaznu strukturnu ulogu, ceramidi su centralne
molekule sfingolipidnog metabolizma te imaju vaznu antiproliferitativnu
ulogu i kljucni su za procese stani¢ne signalizacije. Stoga, obi¢no sluze kao
sekundarni glasnici u regulaciji rasta stanica, diferencijacije, migracije i
stanicne adhezije te starenja i apoptoze stanica. Takoder, zbog

hidrofobnosti i pretezno =zasi¢ene prirode imaju visoku temperaturu
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topljenja Sto im omogucuje tijesno pakiranje te segregaciju na podrucjima
koja se nazivaju membranske “splavi”. Splavovi su mikrodomene, poznate
kao CRP (eng. ceramide-rich platforms), bogate kolesterolom i
sfingolipidima te su klju¢ne za modifikaciju receptora i signalnih molekula
kako bi se olakSala stani¢na signalizacija. Nadalje, vazni su sekundarni
glasnici upalnog odgovora i apoptoze izazvane faktorom nekroze tumora,
TNF-a. Takoder, mogu aktivirati kaspaze 3 i 7 i tako potaknuti apoptozu u
eritrocitima. Osim toga, ukljuceni su u neke vrste raka, medutim, sve vrste
ceramida ne igraju istu ulogu u proliferaciji ili stani¢noj smrti tumorskih

stanica.[18:19]

4.2. SINTEZA I RAZGRADNJA SFINGOLIPIDA
Sinteza ceramida moze se odvijati kroz 3 glavna puta: sinteza de novo,

sfingomijelinazni put te put spasavanja (Slika 5.).

SPHK
sfingozin +—* S1P

spp
S1P liaza
ceramid
ceramidaza sintaza

ceramid Etanolamin
fosfat +

heksadecanal

Slika 5 Prikaz puteva sinteze | razgradnje sfingolipida : de novo sinteza sfingolipida koja se odvija u
endoplazmatskom retikulumu, sfingomijelinazni put u plazmatskoj membrani te spasonosni put koji se
odvija u lizosomima. Smaza, sfingomijelinaza; SPHK, sfingozin kinaza; S1P, sfingozin-1-fosfat; SPP, S1P
fosfataza; SPT, serin palmitoil transferaza.
Preuzeto iz: James R Van Brocklyn, Joseph B Williams. The control of the balance between ceramide and
sphingosine-1-phosphate by sphingosine kinase: Oxidative stress and the seesaw of cell survival and
death. Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol. 2012 September.163(1):26-36.
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De novo sinteza zapocinje formacijom 3-ketodihidrosfingozina na
citoplazmatskoj strani endoplazmatskog retikuluma (ER). Nakon redukcije
3-ketodihidrosfingozina na dihidrosfingozin, adicijom lanaca masnih
kiselina razli¢itih duljina dobiva se dihidroceramid. Posljednja reakcija
naziva se N-acetilacija koja je katalizirana pomocu skupine enzima CERS.
Postoji Sest razliCitih CERS, a svaki pokazuje visoku specificnost za
odredenu duljinu lanca acil CoA za N-acetilaciju sto odreduje sastav masnih
kiselina ceramida. Tako nastali ceramid se potom moze transportirati u
Golgijev aparat gdje sluzi kao prekursor za formiranje slozenih sfingolipida
ukljuCuju¢i sfingomijelin i glikosfingolipide. Pri tome, sfingomijelini,
najbrojniji sfingolipidi, nastaju adicijom glavne skupine fosfokolin Sto se
naj¢esce odvija u trans-Golgiju.l®l Biosinteza glikosfingolipida odvija se
postupno, pri ¢emu se na ceramid dodaje Sederna skupina koju
glikoziltransferaze prenose od nukleotidnih davalaca Secera.[2%1 Za cis-Gogij
je karakteristicna sinteza glukozilceramida gdje glukozilceramid sintaza
(GCS) katalizira adiciju UDP-glukoze na lanac ceramida. Iznimka su

galaktozilceramidi koji se sintetiziraju u ER-u.

Nadalje, ceramidi se mogu proizvesti kroz sfingomijelinazni put (Slika
5.) hidrolizom kompleksnih sfingolipida u plazmatskoj membrani,
primjerice sfingomijelina pomocu enzima sfingomijelinaze. Nastali ceramid
se potom djelovanjem enzima ceramidaze pretvara u sfingozin koji se moze
fosforilirati pomoc¢u enzima sfingozin kinaze 1 (SPHK1) i sfingozin kinaze 2
(SPHK2) dajuci sfingozin-1-fosfat (S1P). Nastali S1P se dalje moze
razgraditi lipidnim fosfatnim fosfatazama ili pomocu S1P liaze. Osim toga,
nastali ceramid se moze fosforilirati pomocu enzima ceramid kinaze,
najcesce u trans-Golgiju ili plazmatskoj membrani, tvoredi ceramid-1-fosfat
(C1P) (Slika 6.).

Za spasonosni put (Slika 5.) je karakteristicno resintetiziranje
sfingolipida nakon raspada slozenih sfingolipida (uglavnom u lizosomu)
ponovnom ugradnjom oslobodenog sfingozina u ceramid. Nakon toga slijedi

hidroliza ceramida u sfingozin i masne kiseline koje napuste lizosom, a
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potom sluze kao gradevna jedinica za sintezu drugih ceramida pomocu
CERS. Konacna razgradnja ceramida je katalizirana ceramidazama, grupom
enzima koja ima specifican afinitet prema ceramidima s odredenom

duljinom lanaca masnih kiselina.[6:8:13,14,21]

H,OH 0
' P—0O + CHa
X . O ~TNN
R e NP r'NH H © CHy” "CH,
o sfingomijelin
sfingomijelinaza
H OH
W\/\/\/\&“OH ceramid
NP I/I‘-IH H
ceramid Fo)
kinaza
H OH o
WWM{H‘O"EE\OH
NH "H
V\/’\/W\/"\ﬁr x*
Q Ceramid-1-fosfat

Slika 6 Biosinteza ceramid-1-fosfata.
Preuzeto iz: https://www.lipidhome.co.uk/lipids/sphingo/cer-1-
p/index.htm

Zbog hidrofobnih svojstava ceramida, nije moguc¢ njegov spontani
transport kroz vodeni medij citosola, stoga stanica mora pronadi put
transporta ceramida s membrane ER, gdje je sintetiziran, do Golgijevog
kompleksa gdje se odvija sinteza kompleksnih sfingolipida. Karakteristi¢na
su dva osnovna transportna mehanizma: vezikularni i nevezikularni
transport. U nevezikularnom transportu je potreban citosolni protein koji
ima ulogu proteinskog nosaca (CERT) ceramida od ER do Golgijeva
kompleksa. Vezikularni transport je glavni transport ceramida, najcesce
potreban za sintezu glikosfingolipida, a ukljucuje transport istim
vezikulama kojima se transportiraju proteini iz ER. Medutim, regulacija
mehanizma vezikularnog transporta, a time i regulacija sinteze

glikosfingolipida, je jos uvijek nepoznata u potpunosti.[22]
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4.3. METABOLIZAM SFINGOLIPIDA U SIGNALIZACIJI I TERAPIJI RAKA
Sfingolipidni reostat, vazan mehanizam koji regulira sudbinu stanica,
definiran je kao ravnoteza izmedu razliitih bioaktivnih sfingolipida, gdje je
naglasak na pro-apoptoticCkom ceramidu, pro-proliferitativnom sfingozinu,
C1P-u te S1P-u (Slika 7.).[®8 U mnogim tumorima taj je sfingolipidni
reostat potpuno izmijenjen Sto dovodi do nekontrolirane proliferacije
stanica.[?3] Stoga je odrzavanje ove ravnoteze potrebno kako bi se odrzalo
normalno funkcioniranje stanice i enzima odgovornih za produkciju
ceramida te njegovu pretvorbu u S1P. U regulaciji smrti i prezivljavanja
stanica raka, ceramidi i sfingozin imaju oprecne uloge. Osim toga, istaknut
je metabolizam sfingolipida i signalizacija koji reguliraju procese rasta
stanica raka. [6:12] Tijekom razvoja raka uobicajena je pretjerana ekspresija
enzima koji usmjeravaju metabolizam ceramida prema produkciji pro-
proliferativnih sfingolipidnih vrsta. Dakle, kod mnogih vrsta karcinoma
izvjesteno je o povecanoj regulaciji ceramid kinaze, ceramidaza (uglavnom
kiselih ceramidaza) te SPHK1 i SPHK2, Sto otvara nove puteve za terapijsku

intervenciju za rak.[®l

' 1
! Dihidrosfingomijelin » Dihidroceramid = » | Dihidrosfingozin = *—— = Palmitat + serin
[ v De novo
. CERS ' C(SPT)
[ / (Lass)
L (O A —— ]
;j‘
Sfingomijelin DAG /o
‘.' esaturaza
SMS
PC /
LG > Cd SK e Et | in fosfat
- aza = fi in-1- liaza Aanolamin fosfa
ccs oW [—Ceram'd J - " Stngozin - 3 5 Ir}g:?al: 3 i
CERS SPPaza heksadecenal
&7 GCaza
Glukozilceramid
& Fosfataza CK
| w
-~
I »
Kompleksni v v
sfingaolipidi
B Ceramid-1- Lipidi
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Slika 7 Metabolizam sfingolipida. Ceramid je srediSnja molekula u metabolizmu sfingolipida te se moze
sintetizirati de novo ili hidrolizom sloZenih sfingolipida poput sfingomijelina djelovanjem SMaza. Pretvorbu
sfingozina u ceramid kazaliziraju CERS1-6. Suprotno tome, ceramid se hidrolizira CDazom &ime se oslobadaju
masne kiseline i sfingozin. Djelovanjem CDaza i SK (SPHK1 i SPHK2) nastaje S1P koji se dalje hidrolizira pomocu
S1P liaze. Metabolizam ceramida za stvaranje sloZenih sfingolipda zahtjeva sintezu glukozilceramida pomocu
GCaze. SMS pretvara ceramid u sfingomijelin umetanjem fosfokolina u ceramid, a CK pretvara ceramid u C1P.
SMaza, sfingomijelinaza; CDaza, ceramidaza, CERS, ceramid sintaza, CK, ceramid kinaza, DAG, diacilglicerol;
GCaza, glukozil ceramidaza;, GCS, glukozilceramid sintaza, PC, fosfatidilkolin; SK, sfingozin kinaza, SMS,
sfingomijelin sintaza; SPPaza, sfingozin fosfat fosfataza, SPT, serin palmitoil transferaza; S1P liaza, sfingozin-1-
fosfat liaza.
Preuzeto iz: Yusuf A. Hannun, Lina M. Obeid. Principles of bioactive lipid signalling: lessons from sphingolipids.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2008 February. 9(2):139-50.
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4.3.1. SFINGOZIN-1-FOSFAT

Sfingozin-1-fosfat (S1P) je bioaktivhi metabolit sfingozina koji je
povezan s progresijom tumora kroz pojacanu proliferaciju i pokretljivost, a
nalazi se u razli¢itim tumorskim tkivima i u mikrookoliSu tumora (TME). S1P
upravlja procesima koji pokrecu rast i razvoj stanica karcinoma, ukljucujuci
proliferaciju, prezivljavanje, migraciju, invaziju, angiogenezu,
limfangiogenezu i upalu. Posreduje u interakciji izmedu stanica raka i
stani¢nih komponenti tumorskog mikrookoliSa putem proizvodnje citokina
koji inducira stromalne stanice (poput fibroblasta, imunoloskih stanica i
endotelnih stanica) u tumorskom mikrookoliSu da bi nastale i lucile S1P, Sto
zauzvrat potice proliferaciju i prezivljavanje stanica raka. S1P izlucen iz
stanica raka aktivira S1P receptore na endotelnim stanica za promicanje
angiogeneze i limfangiogeneze povezane s tumorom. Osim toga,
cirkuliranje S1P moZze pospjesiti metastazu karcinoma potiskivanjem
aktivnosti citotoksi¢nih T-stanica vezanjem na S1P receptore na povrsini

imunoloskih stanica.

Unutarstani¢na koncentracija S1P je niska i cvrsto kontrolirana
ravnotezom izmedu njegove proizvodnje katalizirane sfingozin kinazama,
defosforilacijom do sfingozina kataliziranom S1P fosfatazama i lipidnim
fosfatnim fosfatazama (LPP) te njegovim katabolizmom kataliziranim
enzimom endoplazmatskog retikuluma, S1P liazom. Sfingozin kinaze,
SPHK1 i SPHK2 pripadaju skupini diacilglicerol kinaza koje kataliziraju
stvaranje S1P i tako reguliraju sfingolipidni reostat te sudjeluju u
odredivanju aktivacije specificnih onkogenih signalnih puteva.[!2.24]1 Ta se
dva izotipa sfingozin kinaza razlikuju po svojoj raspodjeli u tkivima,
subcelularnoj lokalizaciji te svojstvima konformacije i dimerizacije.
Sfingozin kinaza 1 (SPHK1) je uglavnom lokalizirana u citosolu i stvara S1P
koji se transportira u izvanstanicni prostor, uklju¢ujuéi mikrookolis tumora.
Suprotno tome, sfingozin kinaza 2 (SPHK2) se nalazi uglavhom u jezgri,
mitohondriju i endoplazmatskom retikulumu te stvara S1P koji se prije

svega veze na unutarstani¢ne mete. Oba enzima mogu se izvesti iz stanica.
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Dakle, SPHK1 se moze izluciti endotelnim stanicama, dok se SPHK2 cijepa
kaspazom-1 u stanicama podvrgnutim apoptozi, a njezin skraceni, enzimski
aktivni fragment oslobada se u izvanstanicnom prostoru. Izvanstanicne
sfingozin kinaze, kao i izluCivanje S1P iz stanica putem autokrine ili
parakrine signalizacije, doprinose dostupnosti cirkuliraju¢eg S1P. S1P se u
cirkulaciji veze se na albumin, lipoproteine niske gustoce i lipoproteine
visoke gusto¢e, a mogu ih nositi i eritrociti. Izvanstani¢ni S1P se
defosforilira u sfingozin, najcesc¢e djelovanjem LPP koje olakSavaju stanicni
ulazak sfingozina proizvedenog iz S1P izvan stanica. Kada se nade unutar
stanice, sfingozin se fosforilira natrag u S1P Sto pokrece unutarstanic¢nu

signalizaciju " (Slika 8.).[24]

Plasma membrane

Mitochondrial
membrane

Expression of PPARY Compluc IV 5 ABC204640 | Telomerase
induction A 32z
target genes t 4 stability
| FEv— £ | HDAC inhibition !
I R e ||NF-KB acﬁvaﬁonl mitochondrial | I » Telomere protaction
= function * Escape senescence
T Fos
Tp21

Slika 8 Unutarstanicna S1P signalizacija. Citosolni S1P proizveden od SPHK1 ima razlicite funkcije u
usporedbi sa S1P koji je formirao SPHK2 u endoplazmatskom retikulumu i drugim membranama. Na
primjer, unutarstani¢ni S1P proizveden od TNF-a-aktiviranog SPHK1 specificno veZe ubikvitin ligazu
TNF-receptor vezujuéi faktor 2 (TRAF2) u citoplazmi i pokrece nizvodnu molekularnu signalizaciju Sto
rezultira aktivacijom NF-kB signalizacije, koja bi mogla djelomi¢no objasniti citoprotektivnu funkciju
S1P. Takoder, unutarstani¢ni S1P se moZe izravno vezati na receptor aktiviran peroksisomskim
proliferatorom transkripcijskog faktora (PPAR)y u ljudskim endotelnim stanicama c¢ime inducira
povezanost PPARy s koaktivatorom 1, receptorom- y aktiviranim peroksisomskim proliferatorom
(PGC1B) u endotelnim stanicama. Osim toga, interakcija izmedu S1P i (PPAR)y vazZna je za
neoangiogenezu, sto sugerira da bi S1P-PPARy os mogla biti nova meta za in vivo angiogenezu i suzbiti
progresiju tumora.l?4
Preuzeto iz: Besim Ogretmen. Sphingolipid metabolism in cancer signalling and therapy. Nat Rev
Cancer. 2018 January. 18(1):33-50.

Razli¢iti podrazaji, ukljucujuci faktore rasta i citokine poput
epidermalnog faktora rasta (EGF), faktora rasta trombocita (PDGF),
vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF), faktora rasta 1 slicnog
inzulinu (IGF-1), faktora nekroze tumora a ( TNFa), interleukin-18 (IL-1B),
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hormoni (npr. estrogen, estradiol) i hipoksija mogu aktivirati SPHK1 Kkoji
zatim prelazi iz citosola u plazma membranu i fosforilira sfingozin da
nastane S1P. Proizvedeni S1P izvozi se iz stanica karcinoma specificnim
transportnim proteinima koji se nalaze u plazma membrani u
izvanstanicnom prostoru gdje se veze i aktivira specificne G-vezane
proteinske receptore, koji se nalaze na plazma membrani, na autokrini il
parakrini nacin (poznato kao ,inside-out signalizacija“) za promicanje

Sirenja stanica raka, migracije, invazije i prezivljavanja (Slika 8.).[24]

Dakle, SPHK1 djeluje kao molekularni regulator interakcija izmedu
tumorskih stanica i stanica okolne strome putem proizvodnje S1P, stoga,
ima vaznu ulogu u poticanju prezivljavanja, proliferacije, rasta i
diferencijacije tumorskih stanica.l®] Takoder, nastali S1P pokrece
unutarstani¢ne procese koji dovode do angiogeneze, odnosno stvaranja
novih krvnih Zzila potrebnih za prezivljavanje tumorskih stanica, ali i do nF-
KB aktivacije te poticanje upalnih procesa koji pridonose rastu tumora. S1P
proizveden od SPHK2 u mitohondrijima i jezgri ima razliCite unutarstanicne
mete. Ukljucen je u epigenetsku regulaciju ekspresije gena vezanjem i
inhibiranjem histon deacetilaza, HDAC1 i HDAC?2, Sto pojacava acetilaciju
histona i time uzrokuje indukciju transkripcije p21 i c-fos gena u MCF-7
stanicama karcinoma. S1P proizveden u unutarnjoj mitohondrijskoj
membrani pomocu SPHK2 veze se na prohibitin 2 (PHB2), protein koji ima
presudnu ulogu u regulaciji funkcije mitohondrija. Interakcija izmedu
mitohondrijskoh S1P i PHB2 srediSnja je toCka za pravilno sastavljanje
citokrom-C oksidaze i mitohondrijske respiracije, stoga igra vaznu ulogu u

odrzavanju funkcije mitohondrija (Slika 8.).[12:24]

Unistavanjem funkcije SPHK1 enzima doci ¢e do smanjene razine S1P,
povecane razine ceramida te inhibicije rasta, proliferacije, invazije i
migracije tumorskih stanica in vitro razli¢itih vrsta karcinoma.[®l U meta-
analizi (eng. meta-analysis) klinickih studija povecana ekspresija SPHK1
mMRNA ukazivala je na loSu prognozu i smanjeno prezivljavanje bolesnika s

razli¢itim tipovima raka.['2] In vivo eksperimenti na miSevima pokazali su
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da ko-injekcija stanica melanoma s divljim tipom koznih fibroblasta vidljivo
potiCe rast tumora i razvoj metastaza u odnosu na miseve kojima su ko-
injektirani SPHK1-/- fibroblasti.l®! Takoder, SPHK1 je prekomjerno
eksprimiran u sluCajevima karcinoma debelog crijeva, gdje su miSevi
kojima su ko-injektirani SPHK1-/-fibroblasti te koji su bili izlozeni
azoksimetanu, razvili manje tumora debelog crijeva od SPHK1 miseva
divljeg tipa.[*2] Dakle, dokazana je uloga SPHK1 kao regulatora unakrsne
komunikacije izmedu koznih fibroblasta i stanica melanoma, Sto se smatra

kriticnim za razvoj metastaza.

Opcenito vrijedi da SPHK1 ima ulogu u poticanju prezivljavanja
tumorskih stanica, dok SPHK2 djeluje suprotno tako da poti¢e apoptozu
tumorskih stanica. Medutim, vazno je napomenuti da je bioloska funkcija
SPHK2 u stanicama raka determinirana razinom njihove ekspresije. Dakle,
visoke razine ekspresije SPHK2 reduciraju stani¢nu proliferaciju i
prezivljavanje, dok niska ekspresija SPHK2 doprinosi stanicnom rastu i
proliferaciji, inducira onkogenu signalizaciju i neoplasti¢cnu transformaciju
in vitro te provodi formaciju tumora in vivo. Osim toga, SPHK2 ima ulogu u
epigenetickoj regulaciji pri ¢emu dolazi do blokiranja histonske deacetilacije
te posljedi¢no acetilacije histona i povecane transkripcije gena p21 koji je
ujedno i klju€ni regulator stani¢nog ciklusa. Takoder, stiti telomere od

skracivanja i na taj nacin produljuje zivot tumorskim stanicama (Slika
8.).[6:12]

IzluCeni S1P prenosi signale vezanjem na pet razli¢itih plazma
membranskih G-vezanih proteinskih receptora (S1P1-5). Ovi receptori se
povezuju s razliCitim G proteinima koji kontroliraju razliCite puteve
transdukcije signala, uklju¢ujuc¢i Rho obitelj, JNK, AKT/ERK, PLC/Ca2+ i
adenilat ciklazu kako bi se pospjesSilo prezivljavanje, proliferacija,
angiogeneza i migracija stanica. S1PR1 je spojen iskljucivo s Gi proteinom
¢ija aktivacija rezultira aktivacijom Ras/MEK/ERK i PI-3-kinaza/AKT putova
za promicanje mitogenog i pro-prezivljavajuéeg signala, a takoder i

aktiviranjem GTPaze Rac iz porodice Rho, koji regulira migraciju stanica i
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stvaranje lamelipodije. S1PR1 takoder moze aktivirati fosfolipazu C (PLC)
¢ime inducira mobilizaciju Ca2+. S1PR2 ima suprotnu ulogu u stanicama
karcinoma. Moze se vezati na vise Ga proteina, kao Sto su Gi, G12/13 i Gq,
te na taj nacin moze inducirati razli¢ite signalne puteve. Vezanjem na
G12/13 dovodi do aktivacije RhoA i nadalje inhibicije Rac i AKT koji potom
inhibiraju stani¢nu migraciju i stani¢nu proliferaciju. Suprotno tome, moze
aktivirati Ras/ERK i PI-3-kinazu putem Gi aktivacije za promicanje
proliferacije i sprjeCavanje apoptoze. S1PR3 se takoder veze na razli¢ite G
proteinima, ukljucujudi Gi, G12/13 i Gq. Sli¢no kao S1PR1, S1PR3 promice
migraciju putem Rac puta vezanjem na Gi. Osim toga, pokrece signalizaciju
putem Ras/ERK i PI-3-kinaze preko Gi kako bi se potaknuli mitogeni/pro-
prezivljavajuci ucinci S1P. S1PR4 se pretezno nalazi u limfoidnom sustavu,
Sto ukazuje na njegovu vaznu ulogu u imunoloskom odgovoru. Nedavna
studija pruzila je dokaze koji podupiru ulogu S1PR4 kao potencijalnog
regulatora antitumorske imunosti. Za S1PR5 je pokazano da podrzava rast

i prezivljavanje stanica karcinoma.

LPP sisavaca sastoje se od tri izoforme: LPP1, LPP2 i LPP3. Prethodne
studije pokazale su nisku razinu ekspresije LPP1 i LPP3 u razli¢itim
stanicama raka i tumorima, dok je povecana ekspresija LPP2 povezana s
transformacijom stanica i ubrzanim ulaskom u S-fazu stani¢nog ciklusa, sto
sugerira da LPP2 ima suprotan ucinak za rast stanica raka u usporedbi s
LPP1 i LPP3.[24]

4.3.2. ENDOGENI CERAMIDI

Endogeni ceramidi se sintetiziraju de novo putem koji zapodinje
kondenzacijom serina i palmitoil-CoA djelovanjem serinske
palmitoiltransferaze (SPT). Time nastaje 3-ketodihidrosfingozin koji se
potom reducira djelovanjem 3-ketosfingozin reduktaze na dihidrosfingozin.
Zatim slijedi sinteza dihidroceramida djelovanjem ceramid sintaza (CERS1-
6), a naposlijetku se pomoc¢u enzima dihidroceramid destaturaza (DES)

dobije ceramid (Slika 7.).['2] Pokazano je da endogeni ceramidi imaju
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suprotnu ulogu u regulaciji rasta i prezivljavanja stanica raka ovisno o
duljinama lanaca masnih kiselina, Sto dovodi u vaznost CERS u patogenezi
raka.l®] CERS1-6 su specijalizirani za sintezu ceramida s razli¢itim
duljinama acilnog lanca, stoga, CERS1 i CERS4 stvaraju C18-20 ceramide,
CERS5 i CERS6 C14-16 ceramide, a CERS2 selektivho stvara C22-24
ceramide. CERS3 posreduje u sintezi C28-32 ceramida koji su posebno
izrazeni u testisima i koznim tkivima. Ispitivanja stanica karcinoma glave i
vrata (HNSCC) pokazala su da C16 ceramid proizveden djelovanjem CERS6
promovira tumorsku proliferaciju. Suprotno tome, C18 ceramid proizveden
djelovanjem CERS1 inhibira tumorski rast, odnosno inducira mitofagiju u
stanicama glave i vrata te u stani¢nim linijama akutne mijeloni¢ne
leukemije (AML).[6:12] QOsim toga, pretjerana ekspresija CERS4 i CERS6 u
stanicama raka dojke i debelog crijeva izaziva stvaranje ceramida kratkih
lanaca, poput C16:0, C18:0 i C20:0 ceramida, Sto oslabljuje stani¢nu
proliferaciju i potice apoptozu, dok povecana regulacija CERS2 olakSava
stani¢nu proliferaciju. Dodatno, ko-ekspresija CERS sa CERS4 i CERS6 u
stanicama raka debelog crijeva ponistava supresiju proliferacije stanica i
indukciju apoptoze potaknute dugolanc¢anim ceramidima. Na temelju toga
moguce je zakljuliti da ravnoteza izmedu veoma dugih i dugih lanaca
ceramida upravlja ponasanjem stanica te da disregulacija razine razlicitih

vrsta ceramida dovodi do tumorigeneze.[®]

Uzimajudi u obzir da pretvorba ceramida u sfingozin posreduje enzim
kisela ceramidaza (eng. acid ceramidase, CDase) (ASAH1) ¢ime se odrzava
reostat izmedu tumor-supresora i tumor-promotora, mogude je zakljuditi
da je aberantna regulacija ceramidnih metabolickih enzima takoder
povezana sa tumorigenezom (Slika 7.). Akumulacija ASAH1 detektirana je
u razli¢itim tumorima, Sto sugerira njihov pro-proliferitativni i pro-
prezivljavajucéi ucinak. Takvo svojstvo enzima stanicama raka omogucava
povecavanje ekspresije tumor-promotora sfingozina unutar stanica,
stvaraju¢i tako povoljno okruzenje za rast karcinoma. Zbog svojih

karakteristicnih svojstava kisele ceramidaze predstavljaju ulogu u
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stvaranju obecavajuce terapije raka. Stoga, ciljanje ASAH1 u raku prostate,
dojke, debelog crijeva, hepatocelularnom raku, HNSCC-u, melanoma
stanicama i leukemiji smatra se glavnom strategijom u borbi protiv ovih
malignih bolesti. Pokazano je da indukcija apoptoze posredovana
inhibicijom ceramidaza povecava ucinkovitost konvencionalne

kemoterapije u nekoliko modela karcinoma.[6:23]

Glukozilceramid sintaza (GCS) takoder je enzim svojstven
metabolizmu ceramida, a katalizira prijenos glukoze u ceramid, Ssto
predstavlja poCetni korak u biosintezi glikolipida te odreduje brzinu reakcija
(Slika 7.). Poznat ve¢ dugi niz godina kao enzim koji usmjerava sintezu
cerebrozida i gangliozida, GCS je nedavno ukljucen u citotoksi¢ni odgovor
stanica raka na kemoterapiju. Stoga je vazno napomenuti da ravnoteza
izmedu ceramida i glukozilceramida ili nekih drugih glikosfingolipida
kontrolira stani¢no ponasanje i rast, gdje GCS predvodi ravnotezu u korist
proizvodnje metabolita koji poticu maligni rast. Osim toga, prepoznato je
da je toksicni odgovor stanica na kemoterapiju smanjen kada je aktivnost
GCS povecana ili povecan kada je aktivhost GCS blokirana. Kontinuirana
ceramidna glikozilacija koja je rezultat prekomjerene ekspresije GCS potice
progresiju raka preko regulacije ekspresije gena povezanih s metastazama
tumora. Stoga je povecdana ekspresija GCS najcesSée prepoznata kao uzrok
stecene otpornosti na lijekove u razliCitim tipovima stanica raka ukljucujuci
rak dojke, jajnika, debelog crijeva, grlica maternice, leukemiju i
glioblastom. Genetska ili farmakoloska inhibicija GCS povecava osjetljivost
stanica raka otpornih na lijekove ukljucuju¢i rak glave i vrata, pluéa i
malignog pleuralnog mezotelioma, rak gusterace te hepatocelularni rak na
razli¢ite antikancerogene lijekove in vitro i in vivo, Sto jasno ukazuje na to
da ciljanje GCS takoder moze biti ucinkovita strategija za suzbijanje

rezistencije na lijekove protiv raka.[6:25]
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5. SFINGOLIPIDNI BIOMARKERI U PROGNOZI I STRATIFIKACIJI RAKA

5.1. RAK JETRE

Rak jetre postao je najces¢a primarna malignost jetre. Najcesci oblik
raka jetre je hepatocelularni karcinom (HCC) koji je ujedno i treci vodeci
uzrok smrti od raka u svijetu. Uglavhom se razvija kod bolesnika s

kroni¢nom bolesc¢u jetre ili cirozom.[6:26]

Nedavne studije su pokazale prognosticki potencijal jednostavnih
sfingolipida i njihovih metabolickih enzima. Otkrica pokazuju da je
ekspresija SPHK1 i SPHK2 enzima povedana u tkivima pacijenata koji boluju
od HCC u odnosu na ne-tumorsko tkivo podudarno na razini mRNA i
proteina, a koje je koreliralo i na razini veliCine i stadija tumora, stupnja
diferencijacije i mikrovaskularne invazije.l?7.28]1 Osim toga, pacijenti kod
kojih je uocCena povelana ekspresija SPHK1 imali su manju stopu
prezivljavanja u odnosu na one kod kojih je ekspresija SPHK1 bila
smanjena, Sto upucuje na to da povecana regulacija SPHK1 moze biti
indikator za loSu prognozu raka. Takoder, jedna je studija potvrdila da je
povecana razina mRNA SPHK2 ukazivala na rizik od unutar- ili van-
hepatickog recidiva.l?8] Dakle, opcenito vrijedi da je u slucaju
hepatocelularnog karcinoma ekspresija obje izoforme sfingozin kinaza
povecana. Unato¢ tome, neke su studije pokazale da su razine njihova
produkta S1P smanjene u HCC tkivima u odnosu na ne-tumorska tkiva.[28]
To moze biti rezultat povecane razgradnje S1P zbog poviSene razine mRNA
S1P-liaza u HCC tkivima u odnosu na ne-tumorska tkiva. Suprotno tome,
pokazalo se da su razine S1P i njegovog prekursorskog sfingozina u serumu
pacijenata sa HCC bile poviSene u odnosu na pacijente sa cirozom, sto
upucuje na dijagnosticku vaznost dugolancanih sfingoidnih baza u nadzoru
HCC_[29,30]

Takoder, pokazalo se da su razine razliCitih vrsta ceramida smanjene
u HCC tkivima u odnosu na podudarna ne-tumorska tkiva.l®1 S1P je visoko
bioaktivni sfingolipid koji poti¢e stani¢nu proliferaciju, a S1P fosfataza je
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enzim potreban za hidrolizu fosfatne skupine iz S1P. Represija S1P
fosfataze bi stoga uzrokovala niske razine ceramida i visoke razine S1P, sto
moze dovesti do proliferacije stanica i otpornosti na lijekove. Dakle, stanice
raka razvijaju razlicite obrambene mehanizme na djelovanje ceramida,
ukljucujuéi smanjenje njihove proizvodnje i/ili pojacani klirens te

proizvodnju pro-proliferitativnog S1P.[26]

Suprotno tome, uocen je znacajni porast serumskih dugolancanih i
vrlo-dugolancanih ceramida (C16-C24) u pacijenata sa HCC u odnosu na
pacijente sa cirozom jetre, medu kojima je C16 ceramid u korelaciji sa
markerima hepatocelularne ozlijede. Slicno tome su Krautbauer i sur.
pruzili dokaze za povezanost izmedu omjera dugolancanih i vrlo-

dugolancanih ceramida i stupnja ozlijede jetre.[2°]

Dakle, ova otkrica ukazuju na veliku dijagnosticku preciznost,
osjetljivost i specificnost serumskog C16 - ceramida i S1P pri razlikovanju
pacijenata s HCC-om od onih sa cirozom jetre. Time su C16 - ceramidi i
S1P nadmasili trenutni klinicki biomarker za HCC, a-fetoprotein, te su
postali glavni dijagnosticki markeri za detekciju HCC kod pacijenata s

boles¢u jetre.[30]

5.2. RAK DEBELOG CRIJEVA

Rak debelog crijeva (engl. Colorectal cancer, CRC) je jedna od
najcesc¢ih vrsta maligniteta i Cetvrti vodedi uzrok smrti od raka u svijetu te
predstavlja velike izazove u pravovremenom otkrivanju i klinickom
lijeCenju. Zbog heterogene prirode bolesti i nepostojanja neinvazivnih
klinickih biomarkera s odgovarajuc¢im dijagnostickim uc¢inkom, otkrivanje je
otezano pa CRC ima loSu prognozu. Stoga, postoji velika potreba za novim
dijagnostickim i prognostickim biomarkerima. Iako je u vecini slucajeva
CRC sporadi¢na bolest, mutacije gena i epigenetske promjene su podloga
progresije adenoma i karcinoma pa imaju vaznu ulogu u razvoju raka. Pri

tome, aberantna regulacija glavnih regulatornih puteva u metabolizmu
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sfingolipida dovodi do poremecene ravnoteze izmedu pro- i anti-
apoptoti¢nih sfingolipidnih vrsta sto povecdava invaziju i metastaziranje

stanica raka debelog crijeva.[6:31]

Stoga, sfingolipidi i njihovi metaboli¢ki enzimi imaju vaznu ulogu u
kancerogenezi raka debelog crijeva. Jedan od najznacajnijih potencijalnih
biomarkera je SPHK1 jer se pokazalo da je njegova ekspresija povecana u
tkivima raka debelog crijeva u usporedbi sa susjednom normalnom
sluznicom i adenomima.t32:331 Dakle, s obzirom na to da je ekspresija SPHK1
u metastatskom tkivima raka debelog crijeva izrazito povecana u usporedbi
s karcinomom debelog crijeva bez metastaza, SPHK1 ima vazan klinicki
znaCaj kao obecavajuéi biomarker za otkrivanje i procjenu rizika od
metastatskog kolorektalnog karcinoma.[321 Sli¢ne studije pokazuju vaznu
ulogu SPHK1 u zlo¢udnoj progresiji CRC s obzirom na to da povecana
ekspresija SPHK1 u tkivima karcinoma znacajno korelira s metastazama na
limfnim C¢vorovima, metastazama u jetri i uznapredovalim stadijima
tumora.[34 Otkri¢a da je SPHK1 znacdajan neovisni prediktor smrtnosti u
bolesnika sa CRC povecava mogucnost da bi ekspresija SPHK1 mogla biti
od velikog znacdaja za poboljSanje stratifikacije rizika od smrti te za
usmjeravanje odluke ka najboljim opcijama za intervenciju za ovu grupu
pacijenata. Takoder, studija Rosa i suradnika je pokazala da SPHK1 ima
potencijal u predvidanju ucinkovitosti lijeCenja s obzirom na to da visoka
razina SPHK1 u tumorskim tkivima korelira s loSom prognozom za terapiju
na bazi cetuximaba u bolesnika s kolorektalim karcinomom divljih

homolognih virusnih onkogena (KRAS) Kirsten Stakora.[34:33]

Osim toma, studija Lin i suradnika podupire prediktivhu vrijednost osi
SPHK/S1P u kolorektalnom kacinomu.[36] Pri tome su ekspresiju i
prognosticku znacajnost S1PR1 istrazili na razini proteina kod pacijenata s
kolorektalnim karcinomom te su pokazali da je njegova regulacija znacajno
povecana u lezijama u usporedbi sa susjednim ne-tumorskim tkivima.
Klinicki relevantan rezultat studije pokazuje da je povecana tumorska

ekspresija S1PR1 povezana s metakronim metastazama u jetri i slabim
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ukupnim prezivljavanjem, a takoder identificirana i kao snazan prediktor
josS goreg ishoda za kolorektalni karcinom. Takoder, pronadena je povecana
ekspresija S1PR1 i u tumorskim tkivima pacijenata sa CRR u usporedbi s
normalnim tkivima. Suprotno tome, isti autori su otkrili da je ekspresija
S1PR2 smanjena na razini gena i proteina u tumoru u usporedbi s
normalnim tkivima te da farmakoloska i genetska inhibicija S1PR2 olakSava

migraciju i invaziju stanica karcinoma debelog crijeva in vitro.[33]

Nadalje, nedavne studije pokazale su znacajan porast razine
serumskih C16-, C18-, C18:1- i C24:1- ceramida i sfingozina u pacijenata
sa IV stadijem raka debelog crijeva u usporedbi s kontrolom.[37] Takoder,
posljedice poremecenog metabolizma otkrivene su i u tumorskim tkivima
pacijenata s kolorektalnim karcinomom gdje su razine C16:0-, C24:0- i
C24:1-ceramida bile povecane, A C18- i C20-ceramida smanjene.[38] Pri
tome su dugolancani ceramidi bili povezani uz metastatsko i agresivno
ponasanje raka debelog crijeva. Osim toga, povecana regulacija C24:0
ceramida je pozitivnho korelirala sa invazijom limfnih Cvorova, a visoke
razine C24:1 su pronadene u metastatskim tkivima. Djelomi¢na odstupanja
razine ceramida mjerene u uzorcima seruma ili tumorskim tkivima mogu
biti rezultat heterogenog svojstva bolesti te potesko¢ama u odredivanju
adekvatnih kontrola, ali se mogu objasniti i ¢injenicom da su u studiju bili
uklju€eni pacijenti s razlicitim stadijem tumora Sto ukazuje na to da je svaki
korak u napredovanju CRC povezan sa specificnim poremecajima u
metabolizmu sfingolipida.t3®] Novi podaci sugeriraju da je metabolizam
sfingolipida poremecen u krvi pacijenata s IV stadijem CRC, te da
sfingolipidi, u ovom slucaju ceramidi, mogu posluziti kao novi, neinvazivni,
jeftini i efikasni biomarkeri na bazi krvi za bolje prognoze i personaliziraniju
medicinu.[31] Dakle, bilo kakve promjene u sadrzaju ceramida su rezultat
aberantne regulacije metabolickog puta ceramida. Uocene promjene u
sadrzaju ceramida kod raka debelog crijeva mogu se pripisati i aberantnoj
regulaciji metabolickog puta ceramida. Uz to vezemo otkrice da su CERS1,

-2, -5i -6 prekomjerno izrazeni u tkivima pacijenata sa RCC te da je CERS5
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najcesce korelirao s losim prezivljavanjem i recidivom bolesti u bolesnika s

kolorektalnim karcinomom.[38:40]

Naposlijetku, Dubois i suradnici istrazivali su potencijal plazma
ceramida kao prediktora odgovora na hipofrakcioniranu stereotakticku
terapiju zracenjem tijela u kombinaciji s irinotekanskom kemoterapijom
bolesnika s kolorektalnim karcinomom. S obzirom na razinu plazma
ceramida bilo je moguée odrediti razinu odgovora na terapiju, a njihova
studija je pokazala znacajan porast u razini ukupnih plazma ceramida, ali i
porast specificnih ceramidnih vrsta ukljucujué¢i C16:0, C18:0, C20:0,
C22:0, C22:1, C24:0i C24:1. Takvi rezultati ukazuju da ceramidi, osim Sto
se mogu koristiti u nadgledanju napredovanja CRR, mogu biti korisni i za
stratifikaciju pacijenata na temelju njihove reakcije na lijeCenje. Takav
pristup uvelike moze olakSati razvoj prilagodene terapije za povecdanje

ucinkovitosti lijecenja.[41]

5.3. RAK DOJKE

Rak dojke je maligna bolest koja se inicira u stanicama dojke. Pored
svih malignih bolesti, karcinom dojke smatra se jednim od vodecih uzroka
smrti Zena u menopauzi, a €ini 23% svih sluc¢ajeva raka. U prethodna dva
desetljeéa, istrazivanja vezana za karcinom dojke vodila su velikom
napretku u razumijevanju biologije karcinoma dojke, Sto je rezultiralo

poboljsanjem u terapiji.[42!

Postoje cCetiri molekularna podtipa raka dojke koji imaju razlicite
klinicke ishode, a razlikuju se po ekspresiji receptora za estrogen (ER), za
progesteron (PR) te receptora 2 za ljudski faktor rasta (HER2/neu).
Navedene podtipove mozemo klasificirati kao luminalni A, luminalni B,
prekomjerno ekspresiran HER2 i bazalni karcinom dojke, pri ¢emu luminalni
karcinom A predstavlja one koji su ER-/PR-pozitivni i HER2-negativni, a
luminalni B one koji su ER-/PR-negativni i HER2-pozitivni. Luminalni B

najcesce ima losiju prognozu od luminalnog A karcinoma.[43]
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Studije su pokazale da su u tumorskim tkivima i u intersticijskoj
tekucini iz tkiva prisutne povecane razine sfingoidnih baza poput sfingozina,
dihidrosfingozina, S1P i dihidro-S1P u usporedbi s nekancerogenim tkivom
dojke. Osim toga, pronadene su i povecane razine S1P u tumorskom tkivu
pacijenata s metastazama na limfnim ¢vorovima raka dojke sto potvrduje
ulogu razine S1P kao potencijalnog biomarkera limfnih metastaza kod raka
dojke. Takoder, otkrivena je uloga S1P u interakciji izmedu tumorskih
stanica i okolnog normalnog tkiva dojke Sto je vazno za invaziju i metastazu
stanica karcinoma.l“4l Pri tome su razine S1P najceS¢e povezane s
odredenim podtipom karcinoma dojke. Primjerice, u slu¢aju luminalnog A i
B karcinoma pronadene su poviSene razine S1P, a kod prekomjerne

ekspresije HER2 su razine S1P bile snizene.[45]

Nadalje, Tsuchida i sur. su pokazali da je poviSena razina S1P rezultat
poviSene regulacije SPHK1.[%3] Visoka ekspresija SPHK1 je svojstvena
znaCajka karcinoma dojke, a karakteriziraju ju limfne metastaze, niska
stopa prezivljavanja i loSa prognoza za bolesnika s karcinomom dojke.[4”]
Pri tome, razinu ekspresije SPHK1 mozZemo vezati uz razliCite podtipove
karcinoma dojke. Primjerice, otkriveno je da ER-negativni tumori imaju
vecu ekspresiju SPHK1 od ER-pozitivnih tumora.[46.47.48]1 Sli¢no tome, veca
ekspresija SPHK1 otkrivena je i u HER2-negativnim tumorima u odnosu na
HER2-pozitivne tumore.[*°] Stoga, poveéanu ekspresiju SPHK1 najcesée
vezemo uz losiji ishod. Nadalje, pokazalo se da trostruko-negativni tumori
imaju vecu ekspresiju mMRNA SPHK1 u usporedbi s ostalim tumorima dojke
Sto je takoder koreliralo sa slabijim prezZivljavanjem pacijenata.46.:49]
Medutim, suprotno tome, studija koja se temeljila na imunohistokemijskoj
analizi, pokazala je da trostruko-negativni tumor ima nizu razinu ekspresije
fosfo-SPHK1 u usporedbi s luminalnim tipom raka dojke.[%3] Razliiti
dobiveni rezultati mogu biti posljedica heterogenog svojstva bolesti, ali i

razli¢ite metodologije koriStene za proucavanje razine ekspresije SPHK1 .6l

Brojne studije pokazale su potencijal utvrdivanja razine ekspresije

SPHK1 i S1PRs u kombinaciji sa statusom ER u svrhu predvidanja reakcije
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na terapiju i prezivljavanja kod bolesnika s karcinomom dojke. Primjerice,
kod bolesnika podvrgnutih lijeCenju tamoksifenom, pokazane su povecane
razine jezgrene i citoplazmatske ekspresije SPHK1 u tumorima Sto je
povezano s jaCom rezistencijom na tamoksifen i slabijim prezivljavanjem
pacijenata s ER-pozitivnim karcinomom dojke.[>%1 Dakle, Ruckhé&berle i sur.
otkrili su da su pacijenti s luminalnim ER-pozitivhim karcinomom dojke i s
povecanom SPHK1 ekspresijom imali visoku stopu patoloskog odgovora
nakon lijeCenja neoadjuvansom na bazi tamoksifena i doksorubicina u
kombinaciji s docetakselom ili ciklofosfamidom nego kod pacijenata sa

slabom ekspresijom SPHK1.[47]

Ceramidi takoder imaju vaznu ulogu u patogenezi karcinoma dojke s
obzirom na njegove povecane razine u malignim tkivima raka dojke u
usporedbi s normalnim tkivima.[44>1] Konkretno, kao posljedica poveéane
razine mRNA specificnih CERS (CERS2, CERS4 i CERS6) znacajno su
povecane razine C16:0-, C18:0-, C20:0-, C22:0-, C24:0-, C24:1-1C26:1-
ceramida.[%4] Medu identificiranim vrstama ceramida, C16:0 se pokazao
najperspektivnijim prognostickim biomarkerom s obzirom na njegove
povecane razine u tumorskim tkivima bolesnika s pozitivnim statusom
limfnih ¢vorova u odnosu na tumore s negativhim statusom limfnih
¢vorova.[>1l Takoder, otkriveno je da ER regulira razine specifi¢nih vrsta
ceramida, ukljucujuéi C18:0 i C20:0, jer su ti ceramidi znacajno povecani
u ER-pozitivhim malignim tkivima raka dojke u usporedbi s ER-negativnim
tkivima. Osim toga, u ER-pozitivnim tkivima pronadena je i pojacana
ekspresija CERS4 i CERS6 te ASAH1.[48] Opcenito vrijedi da je povecana
razina ekspresije ASAH1 povezana s boljom prognozom invazivnog
karcinoma dojke neovisno o vrsti lijeCenja, a moze se smatrati i
prediktorom za poboljsani ishod u neinvazivhom duktalnom karcinomu in
situ.l®] Otkrice da ER-pozitivni karcinom dojke ima izrazenu indukciju
sinteze i razgradnje ceramida upucuje na kompleksnu interakciju
metabolickih enzima u regulaciji ponasanja stanica raka. U prilog ovoj

hipotezi, nedavna studija stanica karcinoma debelog crijeva pokazala je da
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pojacana ekspresija CERS6 transkripcijski aktivira ASAH1, Sto rezultira
pove¢anom razinom mMRNA, ekspresijom proteina i aktivhos¢u ovog

enzima.[52]
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6. ZAKLIJUCAK

Velik broj studija pokazale su dijagnosticki, prognosticki i prediktivni
potencijal bioaktivnih sfingolipidnih vrsta te enzima odgovornih za njihov
metabolizam u lijeCenju bolesnika s karcinomom. Zato su sfingolipidi kao
biomarkeri vazni za rano otkrivanje raka, prevenciju i postizanje
optimalnog ishoda. Zahvaljujuéi razvoju sfingolipidemije temeljene na
spektrofotometriji omoguéeno je otkivanje brojnih novih sfingolipida kao
biomarkera s visokim stupnjem strukturne preciznosti i osjetljivosti.
Takoder, masena spektrometrijska analiza sfingolipida u krvi sluzi u

otkrivanju novih, neinvazivnih dijagnosti¢kih biomarkera za rak.

Klinicka translacija sfingolipidnih biomarkera se vrlo Cesto oslanja na
studije kod kojih se pojavljuje problem nedosljednosti. Jedan od razloga
dobivanja razliCitih rezultata studija provedenih na istom tipu raka je
heterogenost bolesti, razliciti histoloski tipovi tumora i mjesta gdje je tumor
lociran unutar nekog organa. Osim toga, provodenje razliCitih analitickih
metoda za analizu enzima i receptora povezanih sa sfingolipidnim
metabolizmom moze ograniCavati usporedbu dobivenih rezultata izmedu
razliCitih studija. Dodatno, velik broj studija ukljucuju ispitivanja na malom
broju uzoraka tumora, Sto ne predstavlja u potpunosti sloZzenost biologije

raka.

Multicentricne studije u velikim i dobro definiranim klinickim
skupinama, dostupnost kvalitetnih klinickih uzoraka kao i uzorkovanje
primarnih i metastatskih tumora iz viSe regija te standardizirani analiticki
protokoli mogu pruziti ujednacene i ponovljive podatke koji ¢e olaksati
prijenos otkrivenih biomarkera u klinicku upotrebu. Kako bi se poboljsala
prognosticka tocnost i specificnost prilikom upotrebe sfingolipidnih
biomarkera, treba wuzeti u obzir klju¢ne molekularne znacajke
karakteristiCne za odredenu vrstu raka znajué¢i da je metabolizam
sfingolipida isprepleten sa signalnim mrezama koje kontroliraju ponasanje
i sudbinu stanica raka. Dodatno, integracija validiranih sfingolipidnih

biomarkera s trenutnim modalitetima probira dodatno ¢e povedati
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dijagnosticke performanse i pomodi u identificiranju najboljih terapijskih

pristupa u bolesnika s karcinomom:. 6]
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