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1. UvOD

1.1. STO SU GLIKANI?

Membrane eukariotskih stanica, pa tako i ljudskih, gradene su od lipidnog dvosloja i
proteina uronjenih u taj dvosloj. Sa vanjske strane membrane na te molekule mogu biti vezane
i Secerne komponente — glikani (Slika 1.1.). To su oligosaharidi koji, vezani na gore navedene
molekule, Cine glikokonjugate (glikolipide i glikoproteine). Osim na povrsinske, glikani mogu
biti vezani i na unutarstanicne te sekretorne proteine.
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Slika 1.1. Prikaz stanitne membrane gradene od lipida i proteina sa glikanima vezanim na te
molekule. (Preuzeto sa www.ncnr.nist.gov/programs/reflect/rp//biology/cell_membrane.html)

Bioloske funkcije glikana mogu se podijeliti u dvije grupe: prvu grupu Cine strukturne
i modulatorne funkcije, a drugu razne adhezivne funkcije. Glikani su ukljuceni u pravilno
smatanje proteina u endoplazmatskom retikulumu, ¢ime utjeCu na njihovu konformaciju i
topivost, a vazni su i za pravilno usmjeravanje proteina. U nekim primjerima vidi se i zastitna
uloga glikana: glikokaliks na povrsini stanica predstavlja svojevrsnu fizicku barijeru; glikani
vezani na molekule izvanstaninog matriksa su vazni za oCuvanje strukture, poroznosti i
cjelovitosti tkiva; a polozaj glikana s vanjske strane glikoproteina moze zastititi taj protein od

djelovanja proteaza ili antitijela. Glikani mogu i modulirati interakcije izmedu proteina i



liganda i to na nacCin da se primarna funkcija proteina podeSava, a ne iskljucuje / ukljucuje.
Npr., neki hormon se deglikozilira, pri Cemu se joS uvijek moze vezati na svoj receptor gotovo

istim afinitetom, ali ne moze pokrenuti daljnji prijenos signala.

Adhezivna funkcija glikana vidljiva je u interakcijama izmedu stanica medusobno, te
izmedu stanica i izvanstanicnog matriksa. Odredeni glikani su specifiCna vezna mjesta za
razne viruse, bakterije i parazite, te biljne i bakterijske toksine. Za ovakve interakcije zasluzni
su proteini koji vezu glikane (eng. glycan binding proteins, GBP). Na svakoj stanici unutar
istog organizma nalaze se dvije grupe GBP-a: jedni GBP-i prepoznaju glikane istog
organizma, zbog Cega se nazivaju unutarnjim GBP-ima, i sudjeluju u prvim gore navedenim
interakcijama. Vanjski GBP-i prepoznaju glikane drugih organizama 1 sudjeluju u

interakcijama sa razliCitim patogenima (Varki i sur. 2007).

Glikan moZe zauzimati veci ili manji udio u glikokonjugatu pa tako razlikujemo npr.
glikoproteine i proteoglikane. Glikoprotein je glikokonjugat kod kojeg je jedan ili vise glikana
vezano na polipeptid. Ovisno o vrsti veze izmedu tih dvaju molekula, razlikujemo N- i O-
glikane. N-glikan je kovalentno vezan na asparagin polipeptida (sekvenca na koju se veze je

oblika: Asn-X-Ser/Thr), a O-glikan na hidroksilnu skupinu serina ili treonina.

Monosaharid preko kojega je N-glikan vezan na peptid kod eukariota je uvijek N-
acetilglukozamin (GIcNACc). GIcNAc je dio pentasaharidne jezgre koja je zajednicka svim N-
glikanima, a ovisno o Seerima vezanim na tu jezgru, te vrsti veze izmedu tih Secera,
razlikujemo tri tipa glikana: oligomanozni, kompleksni i hibridni tip (Slika 1.2.). Na slici 1.3.
objasnjeni su simboli koriSteni u prikazu gore navedenih tipova glikana. Kod oligomanoznog
tipa, na pentasaharidnu jezgru vezano je 2 do 6 dodatnih manoza. Kompleksni tip ima dvije ili
vise grana od kojih se svaka sastoji od N-acetilglukozamina koji se moze nastavljati sa
galaktozom, sijalinskom kiselinom te fukozom. Hibridni tip je kombinacija druga dva tipa:
jedna grana mu je kompleksne strukture, a uz nju ima jo$ jednu ili vise oligomanoznih grana
(Gornik i Lauc 2008).

U strukturu N-glikana plazme ulazi samo nekolicina svih poznatih monosaharida.
Medutim, unato€ tako malom broju gradevnih jedinica, broj mogucih struktura N-glikana
puno je veCi od broja mogucih struktura nukleinskih Kiselina i proteina. Osim Sto postoji

velika raznolikost izmedu samih monosaharida (epimeri, enantiomeri, sterecizomeri), oni se
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mogu medusobno vezati na puno viSe razliCitih naCina od nukleotida i aminokiselina.
Nukleotidi i aminokiseline vezu se medusobno samo u nerazgranate lance, dok N-glikani
mogu biti itekako razgranati, $to uvelike povecava njihovu raznolikost. Osim toga, i
hidroksilne skupine monosaharida mogu se modificirati fosfatom, sulfatom ili acetil-esterima,

Cime se raznolikost jos viSe povecava (Varki i sur. 2007).

Asn Asn

SLOGOMAHOZH TI FOMALZKEEITID HIZN TIR

Slika 1.2. Prikaz triju tipova glikana; svi imaju zajedni¢ku pentasaharidnu jezgru: 2 N-
acetilglukozamina i 3 manoze. (Preuzeto iz Varki i sur. 2007: Essentials of Glycobiology; Cold Spring

Harbor Laboratory Press, Plainview NY)

) galaktoza (Gal)

. manoza (Man)

. H-acetilglukozamin (GIcHAC)

,‘ fukoza (Fuc)

‘ N-acetilneuramininska kiselina (HeubsAc)

Slika 1.3. Objasnjenje simbola koristenih u prikazima tipova glikana. (Preuzeto iz Varki i sur. 2007:
Essentials of Glycobiology; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview NY)

1.2. NACINI ANALIZE N-GLIKANA

Zbog velikih strukturnih varijacija, analiza glikokonjugata je mnogo teZa od analize

DNA i proteina i sve donedavno se vrlo malo znalo o njima. Sa razvojem lektinskih i
3



kromatografskih metoda pocela se razvijati i glikobiologija, a saznanja o glikanima naglo su

se povecala.

Glikani se u glikokonjugatima detektiraju koristenjem reakcije perjodatne kiseline i
Schiffovog reagensa. U toj reakciji kiselina oksidira glukozne ostatke i nastaju aldehidi, koji
onda reagiraju sa Schiffovim reagensom i nastaje ljubiCasto obojenje. LjubiCasta boja
dokazuje prisustvo glikana koji sadrze glukozu. Drugi naCin detekcije je obiljezavanje
radioaktivnim monosaharidima. Prilikom sinteze glikana, radioaktivni monosaharidi se
ugraduju u molekulu i detektiraju autoradiografijom. Osim radioaktivno, monosaharidi mogu
biti i fluorescentno obiljezeni i onda se detektiraju fluorometrijom. Takoder, glikani se mogu
detektirati i lektinima. Lektini su proteini koji se specificno vezu za glikane, tako da je ovakav

nacin detekcije najspecificniji (Varki i sur. 2007).

Za oslobadanje glikana s proteina preferiraju se enzimi. Ovakva reakcija daje intaktne
oligosaharide, bez obzira na veliCinu ili strukturu ugljikohidratnog dijela, pri ¢emu se
modificira proteinski dio glikoproteina tako da se asparagin na mjestu N-deglikozilacije
pretvara u aspartat. Oslobadanje glikana hidrazinolizom uzrokuje kemijske modifikacije: N-
deacetilaciju sijalinskih kiselina i N-acetil-D-heksozamina (kao Sto su N-acetilglukozamin i
N-acetilgalaktozamin), kao i cijepanje polipeptidne okosnice (Kita i sur. 2007), zbog Cega ta

metoda nije najpogodnija.

Za dobivanje preliminarnih informacija o broju, relativnim koliCinama i tipovima
glikana prisutnih u kompleksnoj smjesi koriste se razliCite kromatografske tehnike.
Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High - performance liquid
chromatography, HPLC) koristi se za razdvajanje svih vrsta glikana i glikokonjugata i
predstavlja analiticku i preparativnu tehniku. Za dodatnu identifikaciju i kvantifikaciju glikana
koriste se eng. Fluorophore — assisted carbohydrate electrophoresis (FACE), eng. High — pH
anion — exchange chromatography (HPAEC) i eng. High — performance capillary
electrophoresis (HPCE). Fluorescentne oznake u FACE — u povecavaju osjetljivost metode;
kod HPAEC - a uzorak ne mora biti derivatiziran ni sa kakvom oznakom, analiza se izvodi

pri visokom pH; a HPCE se koristi za analize nabijenih glikana.

Tehnike masene spektrometrije (eng. mass spectrometry, MS) Kkoriste se za analize

primarne strukture i molekulske mase glikana i glikokonjugata. Ponekad se kombiniraju sa
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kromatografskim tehnikama, kao npr. tekuéinskom kromatografijom (eng. liquid
chromatography, LC) ili plinskom kromatografijom (eng. gas chromatography, GC).
Ovakvim kombinacijama se, osim sastava Se€era, moZe odrediti i vrsta veze medu njima.
KoriStenjem tehnika nuklearne magnetne rezonance (eng. nuclear magnetic resonance, NMR)
moze se Cak odrediti i anomerna konfiguracija veze izmedu monosaharida, a razvojem
softvera za molekularno modeliranje moguce je prezentirati i 3D strukturu glikana (Varki i
sur. 2007).

1.3. PROMJENE N-GLIKANA KOD BOLESTI

Glikozilacija je najceS¢a i najraznolikija posttranslacijska modifikacija proteina koja
pruza brojne naCine za modulaciju funkcije proteina. Najzanimljivija je N-glikozilacija jer je
upravo ona esencijalna za vijabilnost stanice: N-glikani igraju uloge u razliCitim bioloSkim
procesima kao $to su smatanje proteina, njihova stabilnost i pravilno usmjeravanje; sudjeluju
u interakcijama izmedu stanica i medustanicnog matriksa, te izmedu stanica medusobno; a
nuzni su i za pravilan stanicni ciklus (Kukuruzinska i Lennon 1998). Sinteza N-glikana je
evolucijski oCuvana kod svih eukariota, a kod prokariota postoji s minimalnim razlikama
(reakcije glikozilacije odvijaju se na unutrasnjoj strani citoplazmatske membrane, a glikanski
intermedijeri se onda prebacuju (eng. flip) u periplazmu gdje se sintetiziraju polimeri), Sto

dodatno govori o njenoj vaznosti za funkciju stanica.

Glikani se na istom proteinu, pa Cak i na istom mjestu glikozilacije, mogu nalaziti u
razli¢itim strukturnim oblicima, Sto rezultira razliCitim glikoformama iste molekule. Smatra se
da te promjene ukazuju na porijeklo molekule i pruzaju informacije o fizioloSkom i
biokemijskom stanju organizma u trenutku otpustanja odredene molekule. Glikani nisu
izravno kodirani genomom pa individualne glikanske strukture variraju ovisno o trenutnom
nivou ekspresije i lokalizacije biosintetiCkih enzima (glikozidaza i glikoziltransferaza) unutar
stanice (Gornik i Lauc 2008). Glikani kod zdravog Covjeka variraju ovisno o dobi, spolu, te
okolisnim uvijetima (KneZevi¢ i sur. 2009), ali se sa promjenama glikanskih struktura
povezuju i mnoge bolesti. RazliCite analize glikana izmedu zdravih i bolesnih stanja mogu

imati znaCajan Kklinicki dijagnosticki potencijal.

Promjene u strukturama glikana tijekom bolesti su kompleksni i slabo istrazeni procesi
koji ukljuCuju promjene u ekspresiji glikoziltransferaza, njihovoj stabilnosti i lokalizaciji
5



unutar stanice, dostupnosti i transportu aktiviranih Secernih nukleotida te prometu akceptora
glikoproteina (Gornik i sur. 2007). Metabolicke disfunkcije i bolesna stanja mogu se oCitovati
pojavom abnormalnih staniCnih i serumskih glikoproteina, te proteina vezanih na stanicnu
membranu (Edwards i sur. 2006), kao i promijenjenim kvantitativnim proporcijama odredenih

glikana unutar glikoma (Kyselova i sur. 2008), kao Sto je vidljivo na slici 1.4.

Promjene u strukturi glikana mogu biti vrlo specifiCne, zbog Cega proucavanje
glikozilacije serumskih proteina daje dobru osnovu za dijagnozu i prognozu mnogih bolesti.
Otkriveno je da su promjene u koli€ini i profilima glikana povezane sa progresijom tumora i
drugih patoloskih stanja (Kita i sur. 2007). Ishimura i sur. (2006) napravili su napredak u
identifikaciji i karakterizaciji potencijalnih prognostickin markera za tumor mjehura
pokazavsi da je ekspresija N-acetilglukozaminiltransferaze V znaCajno povezana sa

metastazama. Glikoproteinske biomarkere tumora dojke otkrili su Kyselova i sur. (2008).

Osim kod tumora, glikani se mijenjaju i kod raznih autoimunih bolesti. Moguce je da
promjene u grananju N-glikana rezultiraju formacijom neuobicajenih epitopa koji onda ne
mogu u potpunosti sudjelovati u imunoloSkom samoprepoznavanju (Chui i sur. 2001). Brojne
promjene u glikozilaciji serumskih proteina dogadaju se i kod upalnih bolesti (Gornik i sur.
2007, Gornik i Lauc 2008), te prilikom konzumacije alkohola (Arndt 2001).

Medu najistrazenijima su ipak promjene glikana u nasljednim bolestima nazvanim
urodeni poremecaji glikozilacije (eng. congenital disorders of glycosylation, CDG). Postoje
dva tipa CDG-a: kod tipa | poremecaji su u ranom putu sinteze N-glikana, koji se odvija u
endoplazmatskom retikulumu, Sto ukljuCuje sve enzimske korake do prijenosa glikana na
protein. Tip 1l ukljuCuje poremecaje enzima ukljucenih u doradu N-glikana na glikoziliranom
proteinu (Wopereis i sur. 2005) u Golgievom aparatu. Istrazivanjima CDG-a bavili su se
Callewaert i sur. (2003) te Sturiale i sur. (2005), a Edwards i sur. (2006) pokazali su da je

dijagnostika CDG-a moguca €ak i u prenatalnoj dobi.

U danasnje vrijeme napravljena je relativna kvantifikacija glikoma ljudskog seruma
(Knezevié¢ i sur. 2009), a Kita i sur. (2007) pokazali su da je moguca i apsolutna
kvantifikacija. Daljnje usavrSavanje njihove metode moglo bi dati Cvrstu osnovu za
istrazivanje kliniCke glikomike. Velik napredak u strukturnim analizama glikana (pojacana

osjetljivost MS-a i NMR-a) pomaze u odredivanju N-glikana prisutnih u serumu: takvo
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znanje vodi ka tome da Ce se u buducnosti odredene strukture glikana (a ne samo promjene u

relativnim udjelima) moci povezati sa specifi¢nim ljudskim bolestima.
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Slika 1.4. Profili glikana dobivenih analizom seruma osobe oboljele od sepse (S1, S2, S4 i S8
predstavljaju uzorke uzimane 1., 2., 4. i 8. dana bolesti) i osobe oboljele od pankreatitisa (P1, P2, P4 i
P8 predstavljaju uzorke uzimane 1., 2., 4. i 8. dana bolesti); zadnji profil je uzorak seruma zdrave
osobe. Vidljive su kvantitativne promjene unutar glikoma (strelice). (Preuzeto iz Gornik i sur. 2007:
Changes of serum glycans during sepsis and acute pancreatitis. Glycobiology 17: 1321 — 1332.)



2. CILJ RADA

Danas se ulaze veliki trud u istrazivanju molekula koje bi se u buduénosti mogle
koristiti kao biomarkeri za razliCite bolesti ili predispozicije. Glikani se ve¢ danas u nekim
slucajevima koriste kao biomarkeri (pojacano B1-6 grananje, povecan udio i modifikacije
sijalinskih kiselina te pove¢an nivo N-glikolilneuramininske kiseline pokazatelji su tumorskih
stanja; smanjen broj grana i sijalinskih kiselina te pojacana fukozilacija serumskih proteina
ukazuju na urodene poremecaje glikozilacije; a serumski protein transferin sa smanjenim
brojem sijalinskih kiselina ili bez cijelih N-glikana javlja se kod kronicnog alkoholizma), no
njihov potpuni dijagnostiCki potencijal do sada nije ispitan. Da bi se to ostvarilo, nuzno je
poznavati varijabilnost i stabilnost glikoma. Poznavanje varijabilnosti je nuzno kako bi
odredili referentne vrijednosti za pojedine glikane i takva prva studija je napravljena na 1000
stanovnika otoka Visa (KneZevi¢ i sur. 2009). No same referentne vrijednosti ne znaCe nista
ukoliko ne znamo da li se razine glikana mijenjaju kod pojedinca uslijed svakodnevnih

aktivnosti.

Geni koji sudjeluju u N-glikozilaciji regulirani su razvojem, fiziologijom i okoliSnim
Cimbenicima, Sto znaci da su glikani i u normalnim uvijetima podlozni promjenama tijekom
razvoja i diferencijacije. Nuzno je ispitati koliko su velike te promjene u zdravom pojedincu
jer, ukoliko se glikani mijenjaju znacajno i kod zdrave osobe, promjene uocene kod bolesnih
ljudi ne bi davale jednoznaCne rezultate te ne bi mogli govoriti o uvodenju glikana kao

potencijalnih biomarkera odredenih bolesti.

Cilj ovog rada bio je ispitati stabilnost N-glikoma ljudske plazme i time dijagnosticki

potencijal glikana.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

MATERIJAL PROIZVODPAC
Polipropilenska mikroplocica, 300 pl Whatman
Filter ploCica za proteinsku precipitaciju Whatman
Polipropilenska ploCica za skupljanje uzoraka Waters
TRIS (tris(hidroksimetil)aminometan) AnalaR; VWR
SDS (natrijev dodecil sulfat) BDH
DTT (ditiotreitol) Sigma
IAA (jodoacetamid) Sigma
APS (amonijev peroksisulfat) AnalaR; BDH
NaHCO3 (natrijev hidrogenkarbonat) HiPerSolv; BDH
Formijatna kiselina AnalaR; BDH
PNGaza F (peptid-N-glikozidaza F) Prozyme
TEMED (N,N,N,N’-tetrametil-etilendiamin) Sigma
Acetonitril LC/MS J.T.Baker
Glyko Signal kit za obiljeZavanje sa 2-AB- Prozyme
om (2-aminobenzamid)
Whatman 3MM kromatografski papir Whatman
Milli Q voda
Amonijak 25 % otopina Merck

3.1.1. Uzorci

U istrazivanju je sudjelovalo 12 osoba u dobi od 26 do 38 godina. Oba spola su bila
jednako zastupljena (6 muskih i 6 zenskih osoba). Svi su bili dobrog psihofizickog stanja, nisu

bolovali od kroni¢nih bolesti te nisu uzimali nikakvu terapiju, osim povremeno sintetske

vitaminske pripravke.




Svakoj navedenoj osobi krv je bila vadena 7 puta: 3 puta prvog dana: u 8h (nataste), 13h
i 18h; a ostale dane samo u 8h (svaki dan nataSte). Zenskim osobama krv je vadena u
pocetnom dijelu ciklusa (prvi tjedan nakon menstruacije).

Plazma je odvojena u roku od 30 min. nakon vadenja krvi centrifugiranjem 10 min. pri

3000 rpm te pohranjena na -20°C.

3.2. METODE

3.2.1. Redukcija glikoproteina

Za ovu reakciju koristena je polipropilenska mikroplocica, 300 pl, koja sluzi kako bi se
glikoproteini imobilizirali u gelove. Svakom uzorku plazme (5 pl) dodano je 2 ul vode, 2 pl
otopine koja je sadrzavala: 10 % SDS i 0,5 M TRIS (pH 6,6); te 1 pl 0,5 M DTT. PlocCica je
inkubirana 15 min. pri 65 °C.

3.2.2. Alkilacija glikoproteina

Nakon zavrSene redukcije, u jaZice je dodan po 1 pl 100 mM IAA i ploCica je stavljena

na inkubaciju 30 min. pri sobnoj temperaturi u mraku.

3.2.3. Imobilizacija glikoproteina u gelu

U jazice su zatim redom dodavani: 22,5 ul protogela (30 % akrilamid / 0,8 %
bisakrilamid), 11,25 uyl 1,5 M TRIS pufera (pH 8,8), 1 pl 10 % SDS i 1 pyl 10 % APS; te
nakon toga joS i 1 yl TEMED-a. Gelovi su ostavljeni da se polimeriziraju 15 min., a zatim su

prebaceni u pripadajuce jazice na filter ploCicu za precipitaciju proteina.

3.2.4. lIspiranje gelova

Na gelove je dodan po 1 ml acetonitrila i ploCica je stavljena na tresilicu 10 min., nakon
Cega je vakuum pumpom acetonitril odsisan i propisno bacen. Postupak je ponovljen sa 1 ml
20 mM NaHCOg, 1 ml acetonitrila, 1 ml 20 mM NaHCO3 te 1 ml acetonitrila.
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3.2.5. Digestija PNGazom F

PloCica za filtriranje je nakon ispiranja stavljena na polipropilensku ploCicu za
skupljanje uzoraka. Na svaki gel dodano je 25 pl otopine PNGaze F (koncentracije 0,05
muU/ul), a nakon 5 min. jo§ 25 pl. Nakon iduéih 5 min., svakom gelu je dodano 50 pl 20 mM
NaHCOs, preko ploCice je zalijepljena samoljepljiva folija i stavljena je na inkubaciju pri 37
°C preko noci (oko 20 sati).

3.2.6. Eluacija oslobodenih glikana sa gelova

Iduci dan je svakom gelu dodano 200 pl vode i ploCica je stavljena na tresilicu 10 min.
Vakuum pumpom su otopine odsisane na ploCicu za uzorke. Postupak je ponovljen kako
slijedi sa: 200 pl vode, 200 pl vode, 200 pl acetonitrila, 200 pl vode i 200 pl acetonitrila;

nakon Cega su uzorci potpuno osuseni u vakuum centrifugi.

3.2.7. Tretman formijatnom kiselinom

Potpuno suhim uzorcima dodano je 20 ul 1 % formijatne Kiseline i uzorci su inkubirani
40 min. pri sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, ponovno su potpuno osuseni u vakuum

centrifugi.

3.2.8. Fluorescentno obiljezavanje sa 2-AB-om

Svakom (potpuno suhom) uzorku dodano je 5 pl 2-AB mjeSavine (pripremljena
koristeCi "Glyko Signal 2-AB Labelling Kit" (Prozyme) prema uputama proizvodaca). PloCica
je stavljena na tresilicu 5 min., a nakon toga inkubirana 30 min. pri 65 °C. Poslije inkubacije,
oS je jednom stavljena na tresilicu 5 min. i ponovno inkubirana, ali ovaj put 90 min. pri 65
°C.

3.2.9. Priprema za ispiranje nevezanog 2-AB-a

Whatman 3MM kromatografski papir je izrezan na komadiée od otprilike 1 cm?.
Papiri¢i su 3 puta isprani u vodi, svako ispiranje trajalo je oko 2 min. Nakon suSenja pri 65

°C, presavijeni su 2 puta na pola.
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Jazice ploCice za filtriranje isprane su sa 200 pl acetonitrila, nakon Cega je vakuum
pumpom odsisan i propisno bacen. Postupak je ponovljen sa 200 pl vode te su u jazZice
stavljeni presavijeni papiri¢i (u svaku po 1).

3.2.10. Ispiranje nevezanog 2-AB-a

U pripadajuce jaZice (na papiri¢e) su dodani obiljeZeni uzorci (5 pl) i ostavljeni 15 min.
da se vezu. Uzorcima je zatim dodano 1600 pl acetonitrila, stavljeni su na tresilicu 15 min. i

vakuum pumpom je acetonitril odsisan i propisno bacen. Isti postupak ponovljen je jos 4 puta.

3.2.11. Eluacija 2-AB glikana

PloCica za filtriranje je zatim prebacena na plocicu za uzorke. U jaZice je dodano 500 pl
vode, stavljeno na tresilicu 15 min. te su uzorci vakuum pumpom odsisani na plocicu za
uzorke. Isti postupak ponovljen je joS 2 puta, nakon Cega su uzorci potpuno osuseni u vakuum

centrifugi. OsuSeni uzorci resuspendirani su u poznatom volumenu vode i smrznuti.

3.2.12. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Koristen je Waters HPLC sistem sa TSKgel Amide 80 kolonom, 5 pym, 250 x 4,6 mm
(Tosoch) grijanom na 30 °C; te 50 mM formijatnom kiselinom (pH 4,4, podeSen otopinom
amonijaka) kao otapalom A i acetonitrilom kao otapalom B.

Vrijeme razdvajanja je bilo 60 min. na 2795 Alliance modulu za razdvajanje (Waters).
HPLC sistem bio je opremljen i modulom za kontrolu temperature (Waters) te 2475
detektorom fluorescencije (Waters) s valnom duljinom ekscitacije 330 nm i valnom duljinom
emisije 420 nm. Sistem je kalibriran koristeCi dekstran kao standard, prema kojemu su onda
retencijska vremena pojedinacnih glikana preraCunata u jedinice glukoze (GU - glucose
units). Glikani su analizirani na osnovi njihovih elucijskih pozicija i izmjereni u jedinicama
glukoze kako bi se mogli usporediti sa referentnim vrijednostima u bazi podataka
"Glycobase" (na http://glycobase.nibrt.ie) u svrhu odredivanja strukture pojedinih glikana
(KneZevic i sur. 2009.).
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3.2.13. Statisticka analiza

Varijabilnost izmjerenih koliCina glikana izrazena je kao prosjecni koeficijent varijacije
(CV = Sd / srednja vrijednost * 100; gdje Sd oznaCava standardnu devijaciju). Prosjecni CV

za svaku grupu glikana izracunat je kao srednja vrijednost CV-ova svih 12 osoba.
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4. REZULTATI

Dobiveni kromatogrami integrirani su u 16 kromatografskih vrSaka, odnosno grupa (GP1
— GP16), na osnovi rezolucije izmedu vrsaka (Slika 4.1.).

GP7
GP2

GP10

GP8
GP3  GP4 GP6 GP11 GP14

GP1 GP12 GP15
e A N T M O T s P A

T — T B e e ey A T e e
15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0
Minute

Slika 4.1. Profil (kromatogram) N-gl :ana iz uzorka ljudske plazme integriran u 16 grupa.

Grupa GP1 obuhvaca samo jednu glikansku strukturu, dok ostale grupe obuhvacaju
vise njih. Na temelju sedam mjerenja za svaku osobu, izraCunat je CV svake osobe za sva
integrirana podrucja (GP1 — GP16) glikana. Potom je izraCunat i prosjecni CV svih 12 osoba.
Dobiveni CV izrazen je u postotcima (Tablica 4.1.). NajvecCe varijacije prisutne su u prvoj i
zadnjoj grupi, odnosno u GP1 i GP16, no s obzirom da su u relativnim udjelima te grupe i
najmanje zastupljene, to je i za ocekivati. Medutim, gledajuci varijacije u ukupnom N-
glikomu, one se ne razlikuju bitno od CV-a same metode (Knezevi¢ i sur. 2009) — prosjecni
CV je 5,56 %.

Tablica 4.1. Koeficijenti varijabilnosti za svaku grupu glikana izraZzeni u postotcima, sa pripadaju¢im

minimalnim i maksimalnim vrijednostima.
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GP1 18,37 | 24,15 | 557 5,50 3,19 1519 | 8,16 16,25 | 11,14 | 10,93 | 8,67 9,77 11,41 | 319 | 24,15
GP2 4,88 2,62 4,95 8,62 513 12,15 | 6,06 8,56 577 9,88 8,12 3,73 6,71 2,62 | 12,15
GP3 5,10 1,92 2,30 | 4,04 1,56 5,19 5,55 8,00 1,30 5,29 5,27 2,69 4,02 1,30 | 8,00
GP4 4,56 2,74 4,55 8,04 4,29 8,35 7,46 6,43 2,76 7,08 5,29 3,64 5,43 2,74 | 8,35
GP5 5,09 3,19 4,84 3,26 531 7,60 8,03 7,31 5,00 3,79 5,74 2,81 5,16 2,81 | 8,03
GP6 4,30 1,88 3,34 5,96 2,99 4,99 8,43 5,87 2,69 5,18 3,82 3,24 4,39 1,88 | 8,43
GP7 3,75 3,28 2,10 1,68 | 4,83 2,54 2,65 6,44 1,28 3,22 11,34 | 3,10 3,85 1,28 | 11,34
GP8 1,59 1,27 1,28 1,10 1,66 1,80 2,66 1,81 1,54 2,36 1,29 1,17 1,63 1,10 | 2,66
GP9 1,34 1,35 1,82 1,97 1,42 2,33 1,85 2,75 1,05 1,75 1,27 2,05 1,75 1,05 | 2,75
GP10 | 2,18 3,33 1,70 2,12 3,73 2,85 2,45 2,77 2,36 3,62 1,56 2,43 2,59 1,56 | 3,73
GP11 | 8,35 6,47 531 3,72 8,31 3,46 6,85 12,10 | 5,86 5,06 8,95 4,86 6,61 3,46 | 12,10
GP12 | 7,49 7,49 5,99 6,05 7,42 3,87 8,23 9,46 3,98 9,89 4,95 6,40 6,77 3,87 | 9,89
GP13 | 317 3,33 2,80 3,83 5,83 3,29 6,89 7,61 2,22 474 | 524 | 354 | 438 2,22 | 761
GP14 | 230 | 331 228 | 471 3,34 3,94 6,06 5,81 1,36 5,25 4,69 5,58 4,05 1,36 | 6,06
GP15 | 481 9,14 8,14 6,68 12,98 | 6,07 1531 | 11,15 | 534 9,12 11,93 | 13,13 | 9,48 | 481 | 1531
GP16 | 593 6,86 10,50 | 12,50 | 14,69 | 6,67 14,39 | 14,58 | 5,85 10,21 | 11,53 | 14,26 | 10,66 | 5,85 | 14,69
% o
28 5,56
S >
a O

Buduci da je krv vadena sedam puta svakoj osobi, svaka osoba ima sedam profila

(Slika 4.2.). Stavljanjem tih profila u jednu sliku dobiveno je gotovo savrSeno preklapanje

(Slika 4.3.), Sto znaci da se profili tijekom dana, odnosno tjedna, ne mijenjaju znacajno. To je

jos jedan dokaz vrlo malih promjena u koli€ini struktura N-glikana tijekom kraceg razdoblja.

Dobiveni rezultati govore o malim varijacijama u koliCini pojedinih struktura N-

glikana ljudske plazme tijekom dana, odnosno tjedna. Buduéi da se koli€ina struktura kroz

kratki period ne mijenja znaCajno, moze se govoriti o0 vrlo velikoj stabilnosti N-glikoma

ljudske plazme tijekom kraceg razdoblja.
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— Uzorak 3-I
Uzorak 3-II

— Uzorak 3-Ill
Uzorak 3-IV

— Uzorak 3-V
Uzorak 3-VI

—— Uzorak 3-VII

Slika 4.2. Profili N-glikana iz uzoraka plazme osobe 3. Uzorci | - Il predstavljaju plazmu iz krvi
vadene u ponedjeljak u 8 (nataSte), 13 i 18h; uzorci IV - VII predstavljaju plazmu iz krvi vadene u

utorak, srijedu, Cetvrtak i petak u 8h (nataste).

Minutes
— Uzorak 3-VilI
Uzorak 3-VI
— Uzorak 3-V
Uzorak 3-1VV
—— Uzorak 3-1lI
Uzorak 3-I11
— Uzorak 3-I
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Slika 4.3. Preklopljeni profili N-glikana iz uzoraka plazme osobe 3. Uzorci | - 11 predstavljaju plazmu
iz krvi vadene u ponedjeljak u 8 (nataste), 13 i 18h; uzorci IV - VII predstavljaju plazmu iz krvi

vadene u utorak, srijedu, Cetvrtak i petak u 8h (nataste).
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5. RASPRAVA

ViSe od polovice gena koji sudjeluju u N-glikozilaciji je evolucijski ocCuvano
(Kukuruzinska i Lennon 1998), Sto govori da je glikozilacija pod strogom genetiCkom
kontrolom. To su geni koji kodiraju za brojne glikozidaze i glikoziltransferaze koje sudjeluju
u putu biosinteze N-glikana, bilo da se nalaze u endoplazmatskom retikulumu ili Golgiju.
Ukljuceni su u razvoj i homeostazu (morfogenezu, proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu). U
sluCajevima (stanjima) normalne ekspresije tih gena i oCuvane bioloske aktivnosti njihovih
produkata, oCuvana je i struktura N-glikana koje ti produkti sintetiziraju. Velika stabilnost N-
glikoma odredena u ovom istrazivanju potvrduje tu Cinjenicu. Medutim, poznato je i da su ti
geni regulirani razvojem, fiziologijom i okolisSnim Cimbenicima. Tijekom razvoja,
diferencijacije, razliCitih fizioloSkih odgovora i okolisnih utjecaja, mijenja se njihova
ekspresija, mijenjaju se funkcije njihovih produkata, a time i profil glikana, sto glikanima daje

velik dijagnosticki potencijal.

Da bi se ispitao dijagnosticki potencijal glikana, bilo je potrebno istraziti kako se glikani
mijenjaju (i mijenjaju li se uopce) u zdravih osoba pri uobicajenim uvjetima. Ovo istraZivanje
pokazalo je da se glikom zdrave osobe tijekom kraceg razdoblja gotovo uopée ne mijenja, Sto

znaci da svaka eventualna promjena moze biti pokazatelj neke bolesti.

Do danas poznate promjene koriste se za dijagnozu ili prognozu raznih bolesti (akutne i
kroniCne upale, reumatoidni artritis, dijabetes melitus, ankilozni spondilitis, pankreatitis,
upala pluéa, glomerulonefritis, bolesti jetre, itd.), medutim, dijagnoza se vrsi na temelju
promjena pojedinacnih serumskih proteina, a ne ukupnog glikoma (Gornik i Lauc 2008). Na
temelju analize promjena serumskog proteina transferina moguca je Cak i prenatalna
dijagnostika urodenih poremecaja u glikozilaciji, iako je slabo istrazena i, koliko je do sada
poznato, pouzdana u 80 % slucCajeva (Edwards i sur. 2006). Glavni razlog slaboj
primjenjivosti promjena glikana u dijagnostici je nedostupnost jednostavne, ponovljive,
osjetljive i brze analize koja bi se mogla koristiti u svakom klinickom laboratoriju. Analiza N-
glikoma ljudske plazme HPLC-om, koriStena u ovom istrazivanju, sigurno ima znacajne

nedostatke: osim kompliciranosti i dugotrajnosti, mo¢ razluCivanja nije dovoljna za
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odredivanje pojedinacnih glikanskih strukura, ve¢ samo grupa glikana. Takoder, njome nije
moguce utvrditi eventualne promjene glikanskih struktura, ve¢ samo relativnih udjela glikana
jer nam nedostaje unutarnji standard koji bi omogucio apsolutnu kvantifikaciju. Daljnja
analiza nekom od metoda masene spektrometrije sigurno bi dala detaljnije informacije i nuzna

je ukoliko se Zeli odrediti to¢an potencijalni biomarker.

Callewaert i sur. (2001) su koristili DNA-sekvencer, eng. DNA — sequencer — adapted —
FACE (eng. Fluorophore — assisted carbohydrate electrophoresis), kako bi dobili profil
desijaliziranih glikana iz seruma. Ovakvom kvantitativnom analizom uspjeli su odrediti
strukture N-glikana prisutnih u serumu. lako traje nesto duze od analize HPLC-om (3 h),
prednost metode je Sto se glikani mogu razdvojiti u potpunosti (na pojedinacne, a ne grupe
glikana), sto HPLC-om nije moguce postiCi. Takoder, na istom profilu se odmah, na temelju
veliCine, moZe odrediti i struktura glikana, za Sto su inaCe potrebne analize masenom
spektrometrijom i NMR-om. Ipak, metoda ima i dosta nedostataka koji uglavnom ukljucuju
razne optimizacije: zbog argonskog lasera koriStenog u postupku, ograniCen je izbor
fluorescentne oznake, zbog Cega se mora kreirati novi korekcijski matriks za softver; potrebno
je ispiranje koje odstranjuje viSe od 95 % fluorescentne oznake; a nuzne su i optimizacije
postotka akrilamida u gelu i ostalih elektroforetskih uvjeta (temperatura, pufer). Morelle i sur.
(2005) razvili su brzi protokol kojim se moze odrediti ukupni N-glikom seruma za manje od
24 sata. Prednosti ove metode su brzina i mala koli¢ina poCetnog uzorka potrebnog za analizu
(2 uI), iako je za analize MALDI-TOF-om potrebna dodatna modifikacija glikana
(metilesterifikacija). Ovakav protokol prikladan je za detekciju promjena N-glikozilacije u
urodenim i steCenim bolestima, kao i za usporedbu razlicitih stupnjeva tih bolesti. Kam i sur.
(2007) su razvili analiticku metodu za kvantitativno profiliranje N-glikana seruma Kkoristeci
sistem koji je originalno dizajniran za profiliranje proteoma seruma. Pokazali su da je
MALDI-TOF, iako se uobiCajeno koristi za strukturne analize glikana, primjenjiv i za
kvantitativne analize sloZzenih smjesa glikana, te da se primjenom ove metode mogu pronaci

glikani Cije su koncentracije promijenjene.

Velik napredak u strukturnim analizama glikana pomaze u odredivanju N-glikana
prisutnih u serumu, odnosno plazmi Covjeka. Proteom, a time i glikom ljudskog seruma,
odnosno plazme, smatra se najinformativnijim sa medicinskog i kliniCkog gledista jer
vjerojatno sadrZi najvise humanih proteina (Kita i sur. 2007). Analiza glikana zahtjeva samo

male KkoliCine uzoraka seruma i predstavlja neinvazivnu dijagnosticku metodologiju
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(Kyselova i sur. 2008). Zbog svega navedenog, ukljucivanje glikana kao potencijalnih

biomarkera postaje ne samo zanimljivo, nego i nuzno.

Takvo ukljuCivanje traZi da se provjere varijabilnost (KneZevic i sur. 2009) i stabilnost N-
glikoma. U ovom istraZivanju, analiza je provedena na malom uzorku (12 osoba). U
buducnosti treba ponoviti istraZzivanje na vecem, reprezentativnijem uzorku; a kako bi se
odredile toCne strukture promijenjenih glikana, potrebne su i dodatne analize metodama
masene spektrometrije i eventualno NMR-a. Takoder, rezultati dobiveni u ovom istraZzivanju
odnose se samo na kratko razdoblje (5 dana), Sto sigurno traZi i buducu provjeru stabilnosti u
nekom duzem periodu (mjesec ili godinu dana) kako bi se sa sigurno$¢u moglo govoriti o
stabilnosti N-glikoma ljudske plazme kod zdravih osoba i uobicajenih uvjeta.
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6. ZAKLJUCAK

Analiza N-glikana iz plazme zdravih osoba pokazala je vrlo veliku stabilnost glikoma
tijekom kraceg razdoblja. To znaCi da se kod svake pojedine osobe glikani ne mijenjaju
znacajno unutar perioda od nekoliko dana. Dobiveni rezultati ukazuju na to da pri normalnim
uvjetima (stabilno fizioloSko stanje i uobiCajeni okolisni utjecaji) gotovo i nema promjena u
glikozilaciji, odnosno da su strukture i kvantitativni udjeli glikana oCuvani. Uzevsi u obzir
Cinjenicu da kod odredenih bolesti dolazi do znacajnih promjena glikana, ovi rezultati
omogucuju daljnje analize i pronalazenje nacina kako glikane primijeniti kao biomarkere za te

bolesti.
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