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EVOLUCIISKA | PROSTORN®V/REMENSKA USPOREDBA NGLIKOMA MOZGA

Ivan Gudelj
Genos, d.o.0., Laboratorij za glikobiologiju, Hondlova 2/11, 10 000 Zagreb

N-JOLNR]J]LODFLMD SURWHLQD MH NOMXpQD ]D UD]JYRM L IXC
konstruiran je prostorndd UHPHQVNL JOLNRPVNL S U-RIiKake srpkthre LVWUD
pHWLULMX IXQNFLRQDOQR UD]OLpLWLK UHJLMD PR]JD 1IU
KLSRNDPSXV VWULMDWXP WH PDOL PR]JDN L QMLKRYX UDV
PR]JX PRYMHND WLMHNRP IHWDOQRJ Wb [délitjeMé&roluciPkd Ry H U
perspektiva NJOLNDQVNLK VWUXNWXUD XQXWDU UD]JOLpLWLK UH
RGJRYDUDMXuULK UHJLMD PR]JD L]JPHYyX JOLNRPD PR]JD pRY
aAaWDNRUD 2GUHYLYDQMH JOLNDQVANUKRKYBGRIQPDNRXJREWND V
DQDOLWLPNLK SULVWXSD WHNXULQVNH NURPDWRJUDILMH
masa. Uvidomu NJOLNRP DQDOL]JLUDQLK X]JRUDND XRpHQD MH ]QI
UHJLMD YUVWD L UD]YRMIN-PEINRPBHODMH NED. ADPMKMXD aWR
evolucijski udaljenije. NJOLNDQVNL SURILO PDORJ PR]JD VH QDMYL
analiziranih regija. Razvijena HILKOPLC metoda za analizu-Blikana tkiva mozga se

pokazala reproducibilnom i robusnom.

(115 stranica, 24 slike, 12 tablica, 130 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
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glycans analysis of the brain tissue was reproducible and robust.
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§ 1 Uvod 1

§ 1. UVOD

*OLNR]LODFLMD MH QDMpH&aUD SRVWWUDQVODFLMVND PRGL
]D UDJOLNX RG JOLNDFLMH QHJR MH WR NRQWUROLUDQL
za koji ne postoji izravha uputaX SLVQD X PROHNXOL '1$ QHJR MH U
PHYXGMHORYDQMD UD]OLpLWLK HQ]JLPD L PHWDEROLWD *Ol
VYH PROHNXODUQH LQWHUDNFLMH QD VWD QRn@dndlu SRYUAL
VDVWDYX L NROLpPpLQL JOLNDQD VX SRYH]DQH V EURMQLP IL
UDVD UHSURGXNWLYQL FLNOXV VWDGLM UD]JYRMD XWN
SUHKUDPEHQLP L 8EYRWQLP QDYLNDPD

S3RIQDWR MH YLaAH UD]®@HUIMWMH KR UNR/NDL KIOMNR QDM S U
JOLNR]LODFL MlixanskR ptHiMU@ De gintetizirana u endoplazmatskom retikulumu
kao razgranata struktura na lipidnom sidru (dolikol pirofosfatu) te se kasnije kotranslacijski,
AHQ EORF" SUHQRMVLFHWHABOXWHRNRPLQD *OF1$F QD GXALN
HYROXFLMVNL RpXYDQRP DPLQR NREHQIL&ZpaNGE eOnlinV HG X D\
gdje je X bilo koja aminokiselina osim prolina. U endoplazmatskom retikulumu i kasnije u
Golgijevom aparatu, N\Y HI DQH JOLNDQVNH VWUXNWXUH VX PRGLILFL!
AHOUHUQLK VWUXNWXUD QDNRQ NRMHJ VOLMHGL SRQRYQD J¢
VWYDUDMXiUL @lBoproeiMskikéniples. Dok je slijed reakcija koje dovode do
bioVLQWH]H 3HQ EORF’ SU L NM®IONRN®D L GRU/RNFIMH \GLRIEDURV OSR]I QD W
potpunosti poznato kakoNOLNDQL XWMHpPX QD ELR GikapoteivdeX GELQX L |

, JOQHQDYXMXUH MH NROLNR MH JOLNDQVNLK VWUXNW
HXNDULRWD 7R VH PRaH REMDYVQL WhjuHéRidikah MikaRa;S UR W H
JOLNR]JLOWUDQVIHUD]JH JOLNR]JLOKLGUROD]H WUDQVSRUW
WNLYX L VWDQLFL WDNR GD RPRJXUH SUDYLOQX JOLNR]
VWUXNWXUQH L IXQNFLRQD&iIQd SSeRoteljHdlikanaX swdbigudne (kbdV
eukariota: NJOLNDQL -ylikgn) GmaMide, glikolipidi i glikozaminoglikani. Svaki od
QDYHGHQLK WLSRYD SRVMHGXMH MH]JUX NRMD MH |IDMHGQ
VUAQH VWH X NWDXNURH HM SRSUDUHQD |DMHGQLpPNLP SURFH
GRGDYDQMHP ]DYUAQL GLR JOLNDQD UH]XOWLUD VSHFLILp!
VX RQH NRMH VX L]JORAHQH YDQMVNRP RNUXAHQMX WH VX

Ivan Gudelj Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 2

prilagopdbH X RGUHYHQLP XYMHWLPD 1D WDM QDpLQ PQRJID VYR
IHQRWLSVNX YDULMDFLMX L RPRJIJXUXMX QDP XYLGEMHWL |
IDYHGHQD VWUXNWXUDOQD VHOHNFLMD VH MDYOMD NUR]
PHWDEROLBNLK SXWRYD

*OLNRNRQMXJDWL VH PRJX SURQDULRYW MYMBP VNIDQLEDX
VUHGLAQML &P VYPIMGIL LMXDWERE YN O M X b Q bkci, @ RIo%itoXu @ijiHIRY R M
ALYRWQRJ FLNOXVD WLMHNRP NRMHJ VWDQLFH aLYpDQRJ V
PDWLpQLK VWDQLFD GR JUHOLK QHXURQD DVWURFLWD L |
SHULIHUQRP ALYPDQRP VXVWIikdjX tih 'startith i@sF b Mijinéviod D L
RGJRYRUX QD YDQVWDQLpPQH L XQXWDUVWDQLpPpQH VLJIQDC
RVMHWOMLYRVWL UHFHSWRUVNLK SURWHLQD 6YH YLaH S
UHJXOLUDQD V gkkanskiKp @REUXWDND NRML XWMHpX QD V
UD]JJUDGQMX OLJDQGD UHFHSWRUD VWDQLpPQX HNVSUHYV
takvin receptora; (3) adheziji neurona i drugih stanica preko receptora koji se nalaze na
VWDQLRpWQURAM GBL L YDQVWDQLPpQLK SURWHLQD PDWULNVD
faktora rasta te neurotransmitorskih receptora i ionskih kanala. Kod mnogih od navedenih
VOXpDMMHMINDRL XWMHpX QD SUDYLOQR Vd®IVOsDIQMH OLJ
SRODUQRVW OLJDQDGD LOL UHFHSWRUD YHIDQMH QD
LQGXFLUDMX VWDQLpPpQH VLIJQDOQH SXWR Ydtikopr@dinaSRVUH G
SRVOMHGQMH QDYHGHQR ]J]DRNXSOMDMRRFNR EJIDMWRXR SWHQ MRG X+
JOLNDQL PRJX UHJXOLUDWL SRYH]JLYDQMH SURWHLQD X
VSHFLILPQR YH]IDQMH SURWHLQD QD SOD]PDWVNRM PHPE!
endcitozi i egzocitozi, transportu ili sortiranju, te réicénju ili turnoveru takvih receptofd.

7TDNRYHU PXWDFLMH X SURgNKdZil&gifi PobocsRaviju NglRavd H G X M X
mogu doHVWL GR R]JELOMQLK SRUHPHUDMD XNOMXp¥MXuL L
IDYHGHQR QLMH RJUDQLPpHQR VDPR QD PXWDFLMH X JOL:
sudjeluju u obradi i procesiranju glikih QHJR REXKYDuUD L SURWHLQH NRML
N-glikoproteina za njihovo daljnje procesiranje u endoplazmatskom retikulumu ili
*ROJLMHYRP DSDUDWX NDR @aWR MH SURQDYHQR NRG KXP
(CDG, engcongenital disordersf glycosylatioy™.

8 SRVOMHGQMH YULMHPH MH PROHNXODUQDMGHXUR]QD
tehnologija i pofiliranjem genoma, proteoma i metaboloma mdZja Tradicionalne

Ivan Gudelj Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 3

PHWRGRORJLMH NDR a4WR VX IOXRUHVFHQWQR RELOMHAD
VSHNWURPHWULMRP PDVD YLVRNH UH]JROXFLMH L DXWRPD
relativno malo se zna o glikomu mozga. lako postoji olmtjgnohistokemijskih dokaza koji
SRYH]XMX JOLNR]JLODFLMX V NOMXpQLP IXQNFLMDPD PR].
formiranje memorij®® UHODWLYQR PDOR LVWHBARY XQSWLAMHELC
omicss WHKQRORJLMD NRMH EL GDOH 'F'ROMBG XY LRSG XU DQQ@ R RDL
MH JOLNR]JLODFLMD PR]JD WDNR VODER LVWUDAHQD EL PR.
slabo zastupljeni u mozgu, tj. manje od 5 % suhe tvari mozga dolazi od ugljikohidrata, a dok
preko 80 % dolazi ofipida i proteind.

Za definiranje funkcije Nglikana u normalnimIL]LROR&NLP XYMHWLPD NDF
EROHVWL SRWUHEQR MH SR]QDYDWL QMLKRYX WRpQX VWU
VWUXNWXUH 7UHQXWDpPQR MH QDSUDYOMHQ VYHOLNL QL
spektrometrije masa (MS) za veliki brojuZoND WH MH WR RWYRULOR QRYR
SURXpDY-DQMMDQD L RVWDOLK SURWHLQVNLHlkahDLNRNRQ N
proteoglikanf* 06 MH YHU GRVWD GXJR SULVXWQD X SROMX JOL
WHNXULQVNRP NUR P& IRt BhranviRdraph)gje postala popularna tek
nedavno. Prednosti naii@ tehnologije, kombinirane sa stvaranjem glikanskih LC i LC/MS
ED]D SRGDWDND MH ]QDpDMQR SRWSRPRJOD UDIFRMUNKYU
PHWRGD ORJXUQRVW UDJOLNRYDQMD UD]OLpPpLWLK L]JRPHUQ
JOLNRPLFL ]JDWR MHU JOLNDQVNL L]JRPHUL pHVWR YXNX SR

proces? .

1.1. Svrhai cilj rada

N-JOLNR]JLODFLMD PR]JD MH GRVWD VO D HRkaha/0OMar®fuH QD D (
IXQNFLRQLUDQMX PR]JDONDI® QDNRDRASVVOHIGIFLMDOQLK PHW
WRPQR GLMDJIQRVWLFL &2GaMa NE® ONHD/QWLL 13 UNDRWKL INOD WX p Q X |
SRGDWDND NRMH LPDPR MH GRELY H@lXxank \ivelogD &rbjx DQ M H P
SRMHGLQDpPQLK SURWHLQD W Hgliko® tnGzlyaHPIOHe® Repa¥madamia F M H O
N-JOLNRPD SRVWDMH Se¢@&orl punBrubahrMatimbting kao i tijekom

PRYMHpPMHJ SUHQDWDOQRJ UD]J]YRMD JGMH QHG@RS¥M/DMH VN

Stoga je cilj ove doktorske disertacije analizirati ukupnglikozilaciju kore velikog mozga,

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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hipokampusa, strjatumdH PDORJ PR]JD pHWLULMX UD]OLPpLWLK YUV
PbLPSDQ]H L pRYMHND SHdmddapenbiiiknaNifreni Yietainivudorci. Na
WDM QDpLQ RYR UH SRVWDWL SUYR -glivora mradd¥nihQedijd NRMH
moze i vrsta, njihovu evolucijsku usporedbu kao i usporedbu tijekom razvoja. U tu svrhu
ukupniNJOLNDQL X]J]RUND UH ELWL SURILOLUDQL L UD]J]GLMHOM
temelji na hidrofilnim interakcijama (HILIC, eng. hydrophilic interaction Iquid
chromatography X NRPELQDFLML V WHNXULQVNRP NURPDWRJUDI
(UPLC, eng. ultra performance liquid chromatography 6 WU XNW X UH X SRMH
IUDNFLMDPD UH ELWL RGUHYHQH SRPRUX PDWULERP SRWS|
(MALDI, eng. matrix-assisted laser desorption/ionizationVSHNWURPHWULMH PDVI
poznavanja glikobiologije.

7DNRYHU ]JERJ QHSRVWRMDQ M D -§likdnd @@rGaQrHel&iid/ RGH ]C
YHUHJ EURMD X]RUDND X N UD W hzRdBbivabjél pobizQaxijihDeduNa¥®,R Y UH P
GLR RYH GLVHUWDFLMH REXKYDuUD UD]JYRM RSWLPL]DFLMX

analizu prethodno navedenih uzoraka.

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Glikozilacija

8JOMLNRKLGUDWL VX QDM]DVWXSOMHQLML VWUXNWXUQR
VSRMHYL 2QL REXKYDUDMX PRQRVDKDU L sakarogaSlaktozhp XNR D
WH SROLVDKDULGH QSU &@NURE FHOXOR]D SROLVDKDULGL
ALYRWLQMVNL JOLNR]DPLQRJOLNDQL 2VLP aWR PRJX SRV
mogu vezati s proteinima i lipidima, pritom stdeD MXUL JOLNRNRQMXJDWH
proteoglikani i glikolipidi}®. Oligo- i polisaharidi koji su kovalentno vezani za proteine ili

lipide nazivaju se glikanima, a enzimski proces kovalentnog vezanja glikana na
pPURWHLQH OLSLGH JOLNR]JLODFLMD 9HULQD GREUR LVWUD
JOLNDQD MH SURVWRUQR RJUDQLpHQD QD HQGRSOD]PDWYV
7TDNR VX QRYRVLQWHWL]JLUDQL SURWHLQL stRRMIKcikR W MH p X
SURPLMHQMHQL GRGDYDQMHP a@aHUHUQRJ ODQFD WLMHNRP
SUHPD NRQDPQRP RGUHGLaAWX *OLNRJLODFLMVNH UHDNF
PRQRVDKDULGD QXNOHRWLGQL &aHUHUL NDRlizieneQRUH
JOLNR]JLOWUDQVIHUD]DPD 8 VNRUR VYLP VOXpDMHYLPD Q:
citoplazmatskog ili nuklearnog dijela stanice od monosaharidnih prekusora endogenog ili
egzogenog podrijetla, te kao takvi trebaju biti aktivno transpmitkroz membranski dvosloj

X (5L *$ GD EL ELOL GRVWXSQL |D UHDNFLMH JOLNR]LODI
UD]JOLNX RG SURWHLQVNLK VOMHGRYD NRMH VX SULPDUQR
nisu direktno kodirane genomom te su sekunidprodukti gena. Glikanski lanci se mogu
SRMDYLWL X EURMQLP PRJXULP NRPELQDFLMDPD MHU QD
VHNYHQFLMDOQR GMHOXMXULK JOLNR]JLGD]D L JOLNR]JLOWU
ekspresije svih relevantnih gensklodukata, mi i dalje ne razumijemo dovoljno strukture i
ELRVLQWHWVNH SXWRYH GD EL PRJOL SUHFL]QR SUHGYLG
VWDQLFD awRYL&dH PDOH SURPLMHQH X RNROL&X PRJX X]U
RGUHYHQHWRNVDMHFGEQR WYRUL YDULMDELOQX L GLQDPLpQ:
PRUQLP ELRVLQWHWVNLP SXWRP NRML VWYDUD ELRORA&GNX
WDNRYHU pLQL LVWUDALYDQMH JOLNDQD SXQR |D&EWMHYQL

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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2.1.1. 9DAQRVW L IXQNFLMD JOLNR]JLODFLMH

*OLNDQVNH VWUXNWXUH JOLNRNRQMXJDWD VX VWUXNWXUQ
NRMH VX NOMXpQH X GLIHUHQFLMDFLML UD]JYRMX WH VYLP
ALYRWLQMD 7DNRODBOQOHRQUL QHQHUXSH L RVWDOH DQWLJHC
molekule u interakcijama stanicsstanica i stanicazmolekula, funkcioniraju kao receptori za
ELRORANH SURFHVH WH SRPDaxX VPDWDQMH XVPMHUDYDQM
uoJDQL]DFLMX WNLYD NUHWDQMH OLPIRFLWD VWDQLPQX
VXVWDYD 8 GRVWD VOXpDMHYD SUDYD XORJD JOLNDQD Q
SRVOMHGQMLK QHNROLNR GHVHWOMHUD ] Drivkid® @koy WHKQFR
EURMD JOLNDQD WH J]QDWQR SRYHUDOL QD&H J]QDQMH R QM
AYUK OHGHQRJ EULMHJID? *OLNRNRQMXJIJDWL VX |QDpDMQF
WNLYLPD XNOMXpXMXiuL L"™RQ@HKLX VAL YSPLDRQRPY QXY WKDWXI LY Q F
YDQVWDQLpQLP WHNXULQDPD NDR aWR VX VHUXP VSLQDOC(
LIUDJLWR YHOLNLP NROLPLQDPD X UHVSLUDWR U@QHyM WIIPVW L
JODYQL UD]JORJ SRYHUDQRJ ]DQLPDQMD ]D JOLNDQH MH
SRYUELQDPD JGMH LPDMX YDaQX XORJX X EURMQLP ELROR
NRML VH QDOD]H QD VWDQLPpQRM PHPEURQRNK R GDODGNWL |
SRVWDMX GRVWXSQL ]D IXQNFLRQDOQH LQWHUDNFLMH $QL
KLGURILOQRVW L GRSULQRVH QHJDWLYQRP QDERMX VWDQL
SRQDaADQME*YWDQLFH

2.1.2. Vrste glikozilacije

'YD QDMpH&UD L QDMYL&H SURXpDYDQD WLSD JOLNR]JLODFLN
a) N-glikozilacija xglikan je kovalentno vezan-glikozidnom vezd® |D GXALNRY DWR
asparaginskiog ostataka proteina u slijedu aminokiselinai#&aa +Ser/Thr (gdje je
;DD ELOR NRMD DPLQRNLVHOLQD NavdiiBlukdaamina QDM pH
(GIcNAc 1-Asn). lako rijetko, NJOLNDQL VH PRJX SURQDUL YH]DOQLI
dijedu Asnt Xaax&\V JGMH VH FLVWHLQ QDOD]L X UHGXFLU
RGUHYHQLK YUVWD JOLNDQL PRJX ELWL YN{DQL ]D
acetilgalaktozamina i ramnoze; dok glikoproteini slatkog kukuruza imaju vezanu

glukozu na arginin.

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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b) O-glikozilacija xglikan je kovalentno vezan-glikozidnom vezom za kisikov atom
hidroksilne skupine serina ili treonina prekbactilgalaktozamina (GalNAc) te se
takve strukture nazivaju mucinima. Ostali nemucinski tipowjli®ana mogu imati
fukozu, manozu, daktozu i glukozu vezanu.-glikozidnom vezom ili ksilozu,

GIcNAc, galaktozu i glukozu vezanuglikozidnom vezom.

9UVWH JOLNR]JLODFLMH NRMH QLVX WROLNR XpHVWDOH N
ER/GA sintetski put su:

c) C-manozilacija £ C-1 atom maoze je vezan.-glikozidnom vezom za @2 atom
indolskog prstena prvog triptofana u-Y¥X-W (gdje je X bilo koja aminokiselina)
DPLQRNLVHOLQVNRP VOLMHGX ,DNR MH RYDM DPLQF
proteinima, CPDQR]JLODFLMD MH Xikoprb@ibD, e WoghNe Qaljd R O
nepoznata.

d) Glikozilfosfatidilinozitolna (GPI) sidrat ELRVLQWHWVNL SXW VLQWHI]H *:
prijenosom GIcNAeD QD IRVIRLQR]JLOWRO *3, VLGUD VOXaH
SURWHLQD VWDQLpQH mérblaku, €idj rioteBm®j® v Ezeh \pidRO
glikana za lipide membraf

e) Fosfoglikozilacijat JOLNDQL QDMpPpHAUH S U-HNR véezanQAR KisikL *OF 1°
IRVIDWQH VNXSLQH VHULQD D X ULMHWNLP VOXpDM

modificirano ovom vrstom glikozilacije te koja je njena uloga i dalje je nepoZhato

2.2. N-glikozilacija proteina

%URMQL PHPEUDQVNL NDR L RQL VHNUHFLMVNL SURWHLQL
su NJOLNR]LOLUD Qdlikan3ka pdtrukt@® sidtetizira se u #£Rkao razgranata

VWUXNWXUD QD OLSLGQRP VLGUX GROEMNRGS LSJRHRRMLWIX Y
preko GIcNAecD |D DVSDUDJDLQ X Q X-ylkoziladfs atrfnokisddigskog dife@da

proteina. U ER i kasnije GA,NNOLNDQL SRGOLMH&X KLGUROLWLpPNRP XI
nakon kojih slijedi ponovna glikozilacija dodavalje aHUHUD NDR aWR VX JDODNW
VLDOLQVND NLVHOLQD VWY DU DglikeprateieD Doy [=Mlijed Ddakaa NR P S C
NRMH GRYRGH GR ELRVLQWH]H AHQ EIONRFQ 5 GIRWANDR VDOWU B

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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nije u potpunosti pozn® QD NRMLJQDWDRQLIXWMHpPpX QD ELROR&ANX VX

glikoproteina.

2.2.1. Vrste Nglikana i stupnjevi njihove biosinteze

.RG ALYRWLQMVNLK VWDQLFD &4HOUHU NRML MH SRYH]DQ ]
XYLMHN *OF1$F N R Mrfigiiadiji X(3likaVLH NUz>prvi GIdRAC svim Nlikanima
VX |DMHGQLpNL MR4 MHGDQ *OF1$F WH WUL PDQR]JH 0DQ
svih N-glikan: Man.1#6(Man.18)Man 1#4GIcNAc 1 #4GIcNAc 1-$VQ 9UVWH aHuHU
QDpLQ JUDQDQMDDANUWHARDR BWOERNWMYRMaGGDMX WUL YUVWH 1
1. OligomanoznixtLVNOMXpPLYR VX PDQR]JH YH]DQH QD VU&AQX VW
2. Kompleksni+QD VYDNRM RG NUDMQMLK PDQR]D VUaQH VWU
SRpHWQL daHUHU ADQWHQD?3
3. Hibridni tnaMan.1+ U XN X VU aQ Hd v&2ahe pdnaMIXduije axtene, dok su na

Man .1 6 ruku vezane samo manoze

Slika 1. Vrste Nglikana. Nglikani vezani za protein u AsrtXaa = Ser/Thr slijedu mogu s¢

podijeliti na tri vrste kod zrelih glikoproteina: oligomanozni, kompleksni i hibridni. Svaka vrst

JOLNDQD LPD ]DMHG QL p MEKNK¢EIAEQ Zelehiugdmnavioz), Xila0i BvadratN-

acetigiX NR]DPLQ OM X4SHIpPNW/ILQUHRXRIID P L Q V N DrghldakioraOdrnv@rDtroku

+IXNRID 3UHX]JHWR L SULOD)RYHQR L] 9DUNL L VXUDGQ

2SUHQLWR ELIJROVLINDWIB]DMH PRaH SRE?(sﬁszZﬁLWL QD WUL VWXSC
1. Sinteza lipid vezanog oligosaharidnog prekusora
2. A(Q EORF3 SULMHQRYVY ROLJRVDKDULGD QD SROLSHSWLG
3. Procesiranje oligosaharida

SBRVOMHGQML NRUDN XNOMXpXMH XNODQMDQMH QHNLK al

prekusoru nakon kojegGBLMHGL GRGDYDQMH QRYLK aHUHUD QD QHUH

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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VWDQLFH VLQWH]D JOLNRSURWHLQD MH SURVWRUQR RGYR
EORF3 SULMHQRY QD SURWHLQ WH SRpHWQR XNODQMDQM
hrappvom ERX GRN VH SURFHVLUDQMH GRJDYyD NDNR JOLNRSUR!

Slika 2. Biosinteza Nglikana. Biosinteza NNJOLNDQD VH PR&H SR G L9vhtézaliph |
vezanog ROLJRVDKDULGQRJ QUHGR¥VFRUIWLMHARY ROLJRVD
Procesiranje oligosaharid@ UHX]HWR L SULODJRYH®R L] 7\ORU L 'UL

2.2.1.1. Sinteza oligosaharidnig prekusora na dolikol pirofosfatu

Dolikol, na kojem se sintetizira GlgansGlcNac struktura, nastaje kondenzacijom
LIRSUHQVNLK MHGLQLFD aWR MH LVWRYMHWQR VLQWH]L N
dolikola izopremske jedinice su vezane kraj jedne za kraj druge i nisu ciklizirane. S obzirom

GD GROLNRO QDVWDMH RG YHOLNRJ EURMD L]JRSUHQVNLK 1
od repova masnih kiselina membranskih fosfolipida te se zbog toga ova hidrofobaa reg

nalazi vjerojatno u uzvoijitoj ili preklopljenoj konformaciji. Sinteza glikana na dolikolu ide u

dvije faze. Prva faza se odvija na citoplazmatskoj straniaERk druga faza u lumenu.

Enzimi koji kataliziraju vezanje dva GIcNAZ i prvih pet manoza kiste izravho UDP
GIcNACiGDRODQ NDR QXNOHRWLGQH GRQR URRdlkhil selpiznodéiDNRQ W
preko membrane i postaje nedostupan citoplazmatskim enzimima. Navedeni prijenos preko

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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PHPEUDQH L GDOMH QLMH X SRWS X GkRiVnalazi dDIUMiDein M HQ - |
straniERD RQ SRVWDMH GRVWXSDQ |D QDVWDYDN VLQWH]H W
JOXNR]JH OHYXWLP X RYRP VOXpDMX GRQRUL PDQR]JH L
QXNOHRWLGQLK GRQRUD YHUO PRQRRD KD Siht&ifirany HdD QLK  (
citoplazmatskoj strani ER reakcijom dolikol fosfata s UDBIc ili GDP-Man te se prenose

na luminalnu stranu ER. Ovaj prijenos je analogan prethodno spomenutom prijenosu preko
membrane ERx te jednako kao i prethodni niti ovgfijenos dolikol fosfomonosaharida

preko membrane ER nije u potpunosti razumljiv. Energija potrebna za sintezu glikozidnih

veza dolazi od saharidsfat veze preko koje je monosaharid vezan za dolikol fosfat. Prijenos
]JDYUGAHQRJ JOLNDQD WDNRRPBUSHSRWDGDVAD -@XRer@i® ORM V'
potrebna za sintezu GlcNAasparagin veze dolazi od energije kidanja ghfasfat veze. S

obzirom da je glikan vezan za dolikol pirofosfathnom skupinom, nakon prijenosa glikana
fosfataza uklanja jednu foHWQ X VNXSLQX WH MH WRP UHDNFLMRP G
ciklus (slika 3).

Slika 3. Sinteza oligosaharidnog prekusora na dolikol pirofosfetan +manoza, GICNAc+N-
acetilglukozaim, Glctglukoza 3UHX]HWR L SULODricRaydfR L] 7\ORU L

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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2.2.1.2. Prijenos oligosaharidnog prekusora na polipeptid

2SUHQLWR DVSDUDJLQVNL RVWD EébauispNririktikivietet JOLNDQL P

1. TUHEDMX ELWL VPMH&G&WHQL XQXWDU VSHFLILPpQRJ DPL

proteinske strukture

2. TUHEDMX ELWL SUDYLOQR VPMHaAWHQL X WURGLPHQ]LM

3. 7JUHEDMX VH QDOD]LWL X RGBIHYHQRP XQXWDUVWDQLpPQ
*OLNR]LOLUDQL DVSDUDJLQVNL RVWDFL VX VNRUR XYLMHTI
VOLMHGX 3RJODYOMHOLNDOQL7DXRYHRIQDOYyHQL QD SRYUaLQl
QMLK WH VH QMLKRYD VLQWH]DalLApagtogdde dspaka@nidkX pstadiR X O )
NRML PRJX ELWL SRGORAQL JOLNR]JLODFLMX PRJX QDUL NI
transmembranskog proteina koji je okrenut prema lumenu. Enzim koji katalizira prijenos
GRYUGHQRJ JOLNDQVNRJ SUHNXVR p@ipepith] Dakdeptor |2 GROL
oligosahariltransferaza (slika 4). Svojstva ovog enzima mogu objasniti prethodno navedene
uvjete glikozilacije. Uvjet za AsXXaa6HU 7KU DPLQRNLVHOLQVNL VOL
VSHFLILPQRAUX HQ]LPD 7D NRegza giLpNODQMH S URKY O3/ Q/LX LIV N O
OXPLQDOQRP GLMHOX SURWHLQD MH SRVOMHGLFD OXPLQDC

Slika 4. Prijenos oligosaharidnog prekusora na polipeptid. Mammanoza, GIcNAc £ N-
acetilglukozaim, Glctglukoza 3UHX]HWR L SULODritRaymdRp R L] 7\ORU L

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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'UXJL XYMHW |D JOLNR]JLODFLMX WM GD ViposoRaddgD LVNO
HQHUJHWVNLK XYMHWD UHODWLYQR SRODUQD VYRMVWYI
XQXWUDaAaQMRVWL SURWHLQD OHYyXWLP PHKDQL]DP ]JERJ N
QHSR]QDW ,DNR VH JOLNR]JLODFLMD pMNDWRMRP]LRKG WBERNAQ\D
oligosahariltransferaze je povezana s dijelovima membrana K su vezani za ribosom i
translociraju polipetid kroz membranu na luminalnu stranu. Tako da se prijenos glikana
GRJDYD X WUHQXWNX NDG SR®Dte$MHHS WR @&/ WXCDP®V D DXF IONKVPHIQ G B
YUVWD ROLJRVDKDULOWUDQVIHUD]D JOLNR]LOLUD ASURPD
JOLNR]JLODFLMH RQD VH GRJDYD QD QHVPRWDQRP SROLSH:
Asn Xaa Ser/Thr aminokiselinskisiMHG PRaH ELWL SRWHQFLMDOQD PHW
SRIQDWR GD VH WDNDY UHODWLYQR SRODUDQ DPLQRNLVHC
SRVWRMH SULPMHUL NDGD VH QDYHGHQL VOLMHG QDOD]L X
giNR]JLOLUDQ 3RVWRML PRIJXUQRVW GD GROD]L GR MDNR E
pLQL PMHVWR QHGRVWXSQLP |]D JOLNR]JLODFLMX 1DNRQ SL
N-YH]DQLK JOLNDQD 3UYR VH XNODQMDMX RZi KHgHQL &HU
NDWDOL]JLUDMX HQHUJHWVNL SRYROMQR NLGDQMH JOLNR]I
enzimi su egzoglikozidaze koje mogu ukloniti samo monosaharide koji se nalaze na
QHUHGXFLUDMXUHP NUDMX JOLNDQD 3UYLAORWDLYD® KRNXNG
JOLNR]JLOLUDQL SROLSH3ukbkiGaz® IR&odgdvboaizi uklargjgnje krajnjih

.- YH]DQLK JOXNR]D GRN JOXNR]LGD]D-3,vezd¢@DkKpadD GYLI
jednom kad je krajnja uklonjena. Uklanjanje posljednje glufezmak da je novosintetizirani
glikoprotein spreman za prijenos iz ER Sustav kontrole kvalitete koji kontrolira pravilno

Smatanje proteina je povezan s navedenim procesom.

2.2.1.3. Procesiranje prekusora glikozidazama i glikoziltransferazama

Struktura koja staje nakon obrade glukozidazom 1 Il je supstrat za niz manozidaza koje
XNODQMDMX VYH LOL VDPR2 @elomHslRDE). Ph nvaddZidazd .- .
manozidaza | se nalazi u lumenu HR WH XNODQMD WHUPLQDOQX PDQ
MarngGIcNAc, OHWPW QDYHGHQD PDQR]JLGD]D QH REUDYyXMH VYH
WRPH MHVX OL JOLN2@Ldd&ée Oili n&, XUSGANdIIBZE/ M#BIcNAC, ili
MargGIcNAc, JGMH SRVWDMxXPOVREBYVWSDOMW ] ,% L ,&GCGARPMHAWHQLFL
QDVWDMH PHYyXSURGXNW KLEULGGIENAcL Glkark ko) suN&zani K JOL N

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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]JD RGUHYHQH SURWHLQH RVWDMX QHSURPLMHQMHQL QDN
Takvi JOLNDQL NRML VDGUADYDMX SHW GR GHYHW PDQR]D VI
RVWDOL JOLNDQL SURFHVLUDE@A-X VORAHQLMH VWUXNWXUH
SRpHWDN ELRVLQWH]H KLEULGQLK L NRPSOHNVQLK
acetilglukozaminiltransferaze QNé\cT-I koja dodaje GIcNAc na € . -3 vezane manoze
VUAQRJ GLGIdNARP OADARQ RYRJ NRUDND NRG YHULQH JOLN
NUDMQMLK. .YH]DQLK PDQR}PDSRH¥RG®]H ,, NRMD VH WDNR
medialGA-X QD WDM Q BlpNARM&GNNAS.MNd nastali glikan GIcNACTI
dodaje GIcNAcna € .+ YH]DQH PDQR]J]H VWYDUDMXUL SUHNXVRUL
JOLNDQH +LEULGQL JOLNDQL QDVWDMX X VOXpDMHYLPD 1
YH]IDQLK PDQRjbDa®RRARIGDMXIL QD WDM GEENAQsttUREWLSFOD Q
Kompleksni Nglikani koji nastaju u medigbA-X LPDMX GYLMH JUDQH LOL AI
dodatkom dva krajnja GIcNAa. Dodatne grane nastaju djelovanjem GIcNAYTha G4
. B vezane manoze ili GIcNAeV na G .+ YH]DQH PDQR]JH-V#tMaDUDMXU |
antenarene Nlikane. Uz navedene enzime postoje i drigacetilglukozaminiltransferaze
VWYDUDMXiuL QD WDM QDpLQ GUXJIJDpLMH YH]DQH DQWHQH
hibridni glikani mogu imatird YDMX UL *OF1$F NRPDRQWHXYVUBRQHDVWUXNW
nastaje djelovanjem GIcNAeT,, 3 ULV XW QR VGKNALER bioKins Xjalelianje .-
PDQR]JLGD]H ,, WH WDNRYMWDFNWURHPRNR]BBIUGILGIGHDQV IHL
tri- i tetraanenarni kompleksniNJOLND QL V U D p Y-@vivhAdtdjuPnak@nFdjefoFanja
~-PDQR]JLGD]H ., WH NDG MH VLQWHWL]JLUDQN- SRpHWI
DFHWLOJOXNR]DPLQLOWUDQVIHUD]DPBJOWNDI@H GD YQLANHH JQ |
UDpYDMXULEN*OF1$F

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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Slika 5. Procesiranje prekusora-@ikana glikozidazama i glikoziltransferazama. GICNACN-
acetilglukozamin 3AUHX]J]HWR L SULODJR)"/H‘SQR L] 7\ORU L '"ULFNDF

22.14. =DYU&AQD REUDGD JOLNDQD

'‘DOMQMD GRGDYDQMD &HUHUD-GAHX QDAYpHWE D M XGiR J IV PINNRX Y X &M
JOLNDQH 2YDM GLR ELRVLQWHWVNRJ SXWD VH PRAH SRGLN

1. 6UAQR GRGDYPQMMpPpEAUBUDUAQDIPREDIQADNINR®INUDOMH
GRGDYDQMH]DQH IXNR]JH QD *OF1$F YH]DQ ]D DVSDUDJ
IXNR]D PR&H ELWL YB8]UXQIDRP ]D LVWL *OF13%3F NDR L NRC
dokje koG ELOMDND LVNOGIMXHILIRR ¥ BQDMHQRYV IXNR]JH QD
potreban je prvo prijenos GICcNAD SRPRUX *0O Rddshiljaka i helminta je
SULVXWDQ L GRGDWDM NWIRR]HDDPRPQH UAQH VWUXI
NVLOR]LOWUDQ Vil HikbBlireinsferBz& ZdhdjRvaju prethodno djelovanje
GICNACT-L.

2. 3URGXAHWDN DQWHQD GRGHPWNIRP B HNRIPUTO BB VLKL $FK L
JOLNDQD LPD SURGXaHQH DQWHI®H HQ DYDW D W RGHR GPIW
*OF1$F VWYDUDM®EILS$ Pebt@ nazivan thH2 N-acetillaktozamin
IDF1$F $QWHQH PRJX ELWL GDOMH S-BR@MKIzZEFDQH GI

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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GDMXuUL SRQDYOMDMXUH /DF1$F-N-gcatilakidoraviaU Hi QDY
SRO\/DF1$F 7DNRYHU JDODNWRNNWzPER &SHNACE DV IG ¥ M KBIQ D
*DOBGICNAC (tip /DF1$F VWUXNWXUX .RG RGMEZEGKMQLK JOL
DFHWLOJDODNWR]DPLQ MH YWH PIQ D JOOOD B W R FHV ¥ WW B U
V *D O 1 #EIcNAc (LacDiNAc) strukturama. Suprotno od polyLacNAd&oje je

relaiYQR pHVWD VWUXNW XU Da ilStiRacl D XcRAGD ) Mj@ike, DalkoL 1 $ F
SRQHNDG SRO\/DF1$FlLlacNA@DYD WLSRP

3. =DYUAQR YH]DQMH &aHUHU D+ dodaci SldlRskeX kiselhe] fikqrey HQ H
galaktoze, N-acetilgalaktozamina i sulfata proddHQLP DQWHQDPD SULSTI
QDMYDAQLMH UHDNFLMH ]DYUAQH REUDG##za@QzAAIDQD =
U D] O L NvEz&iBG antena polyLacNA® WDNR RPRJXUDYDMXUL SUH]HC¢
AHUHUD OHNWLQLPD L SURWXWLWMMNMGOIGRD. pXBILQDNRG VS

i N-vezanim glikanima.

222.N-JOLNDQL L QMLKRYD XORJD X VUHGLAQMHP aLYpDQRP

Raznovrsnost JOLNDQD NRML VH PRJX QDOD]JLWL QD RGUHVHQR
]ODPDMQR UD]JOLNRYDWL L]PH jtkivalut® b@ecitiL vl Infhow taxiey D VW D C
IXQNFLMX SUL pHPX &LYPPQL VXVWDY QLMH L]QLPND

2221.N-JOLNR]JLODFLMD L UD]JYRM ALYpDQRJ VXVWDYD

9DAQRVWLMNR]JLODFLMH X UD]JYRMX A4LYpPpDQRJ VXVWDYD VH
SRUHPHUDMID HKMWR]IRG QMLK VH MDVQR RpLWXMH GD WM
JOLNR]JLODFLMVNRP SXWX VNRUR XYLMHN SRYH]B®Q V R]EL
7TDNRYHU LQDNWLYDFLMH JH® ivoNR@R PL AN DR OGRNR | XN X |
JOLNRJLOWUDQVIHUD]D L QMKRYLR SDREXNIDNBUXPAMNYD @1
VSHFLILPpQD L QDN W,Lglio#travidieraz© kdjsb je bitha za sintezu hibridnih i

kompleksnih NJOLNDQD UH]XOWLUD R]JELOMQLP QHXURORA&NL
abnormalnu lokomotoriku, tremore i paraffi2u OHYyXWLP SOHLRWURSQL XpLQDI
UD]YRM L ILJLRORJLMX ljeh HniélizeRi t8rprédadiju DfenbtipdvX Bastalih

ANQRFNRXWRP3 JHQD NRML VXGMH Oglikaxa. Xa VaAikuDd & M X V U &
LVWUDALYDQMD PXWDFLMH NRMH VX XWMHFDOH QD WHUP

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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EROMLPD |]D LYMQROBELSRYMM/ DNYLK PXWDFLMBliaRSKID]XMX Y
VWUXNWXUD |]D VSHFLILPQH GRJDYyDMH 7DNR JHQHWVND
SRND]DOD L]X]HWQX YDAQRVW SR @oysiazatig PN RSANjeVHOLQH
G XJDpNL S R-@kdnhelsialinske kiseline koji se nalazinaMredd YLPD JOLNDQD RGU
JOLNRSURWHLQ Dglikahbl OK& K pIXIMMKMN HL PROHN X QONCABIL ¥fyDQ LK VYV
neural cell adhesion molecy|eza koje je pokazano da reguliraju razvoj mozga, rast neurita te
XWMHpPX QD VLQDSWLpPNX S@HVWLPDRRWHUXpHOQRMW LLS BDIP (S
QHGRVWDWNRP 36% XNOMXpXMX UDQX SRVWQDWDOQX VPU
aksona,progresivni hidrocefalt’s. Drugi primjer NJOLNDQVNH VWUXNWXUH NRM
ulogu u neuralnom razvoju je pdli-acetillaktozamin (PLN). Sinteza PLN u razvoju
ROIDNWRUQRJ VXVWDY DNRYODLAHWR. ONOKINRJRFPIMQLOWUDQVIHU
inicira i prolongira PLN na teP L Q D O-Getani galaktozni ostatdk Inaktivadja gena

*Q7 UH]XOWLUD UD]OLpLWLP DEQRUPDOQRVWLPD ROIDN\
YRYHQMD DNVRQD L IRUPLUDQMD JORPHUXOD yLQL VH ¢
KLSRJOLNR]JLODFLMD DGHQLOLO FLNOD]H HaQgh&ddida NRML
PROHNXOD ROIDNWRUQLK DNVRQD WH JXELWDN 3/1 GUDPDYV
produkcijucAMFla37 1DYHGHQL SULPMHUL VX VDPR AYUK OHGHQRJ
YDAQLK XO@ORNRALODFLMH X UD]JYRMX aLYpDQRJ VXVWDYD

2222 N-JOLNRJLODFLMD Xglkuta®ORJLML &LYpPDQR

9DAQRVW JOLNR]JLODFLMH SURWHLQD ]D UD]OLPLWH DVSHN)
LVWUD&FP¥DOMERWLP PROHNXODUQL L VWDQLpQL XWMHFI
transmisiju SINRPSOHNVQL L QLVX X SRWSXQRVWL UD]MDAQMHQL
NDR FMHOLQD RQD SRND]XMX GD MH JOLNR]JLODFLMD QHRS
JOLNR]JLODFLMD NRQWUROLUD IXQNFLMX EURMQ@jedi NOMXp C
XWMHFDML QD VLQDSWLpPpNX IL]JLRORJLMX VX YLAHVORMQL
YHILNXODUQRJ SURWHLQD 69 NRML VH QDOD]L X VLQDS
glikozilaciji. Njegovom inaktivacijom dolazi do smrtnosti zbotH KURORA&ANLK QDSDGD|
QLVX SURQDVHQL QLNDNYL UD]JYRMQL SRUHPHUDML &WR
VLQDSWLDpN RMOsitn ] 8\ROpIraMd lie da su-BIOLNDQL SULVXWQL QD Y
GRPHQL QHXURWUDQVPLWRUVNLK UHFHSWRUD NRML VX N
RPRIXUXMX NRPXQLNDFLMX LIPByXK BHXUWURQRI DROLXURPXYR

Ivan Gudelj Doktorska disertacija
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VSRMHYLPD 6YH MH YL&H GRND]D NRML XSXuUXMX QD IX(
pokazano da suNOLNDQL XNOMXpHQL X IXQNFLMX QLNRWLQVNLK
VDPR MHGDQ pODQ VXSHU RBUDVHOREA XNROQMXLXMNDQBDO®
DPLQRPDVODPQH NLVHOL&H 2SJ0Q EW®RV NI UNLFHISWR UM UH.
NDQDOH QD QDMPDQMH WUL UD]OLpLWD QDpLQD SURP
VWDQLpPQX SRYU&ELQX XWMHpPpXUEL®E QB LKRE R L\PWR HLOR)
NUR] UHJXODFLMX HQGRFLWR]H L LOL UHFLNOLUDQMD SUR'
QMLKRYD PROHNXODUQD VYRMVWYD L WDNR SRWHQFLUD
biofizikalne karakteristike i/ili funkcioalne interakcije s drugim molekulama). Posljedice

SUYLK GYDMX PHKDQL]DPD MH NRQWUROD E gikbkDacheD QD OD (
QD HNVSUHVLMX NDQDOD VWDQLpQH SRYU&GLQH MH SRND]I
kanala (npr. kanali gjetljivi na kiselinu ASICla i 1b, kalijevi ionski kanali kontrolirani

naponom Kv1.3, Kvl.4 i HERG, te kalcijevi kanali Csv8?%) 8WMHFDM QD ELRII
VYRMVWYD MH QDMpH&UH SRVUHGRYDQ YH]DQMHP JOLNI
RWYDUDQMH |[DWYDUDQMH NDQDOD 1DYHGHQH IXQNFLMH Q
ILJLRORYhRMQJRALVXVWDYD DOL QDP SRND]XMX GD QMLKRY
PROHNXODUQRP L VWDQLpPQRP NRQWHNVWX WH GD YDULU|

zahtjeva za funkciju proteina.

2.2.3. Evolucija Nglikozilacije

Za razliku od proteina i RNA, giBQL QHPDMX SUHGORADN SUHPD NRMH
1IMLKRYD VLQWH]D MH VORAHQL SURFHV GRGDYDQMD PLFI
2EOLN L UDJQROLNRVW JOLNDQD RYLVL R SURWHLQLPD D
uvjetima. Zbogtd D a8WR JOLNDQL QLVX GLUHNWQR NRGLUDQL JHQ
SUDWLWL MHGLQR LQGLUHNWQR QSU HYROXFLMD SURWH
WDNRYyHU L JOLNDQVNH SURPLMHQH WLMHNRP HYROXFLMH
transferaza i glikozidaza ima direktan utjecaj na sintezu ili razgradnju glikana organizma. N
JOLNDQL PRJX MDNR YDULUDWL L]PHN®D QLD MLV Y\DLKD ROHNDWDF
VLDOLQVNRP NLVHOLQRP GRNglivafa lijjikd HoddljiMaD IBglike@ X p DM NF
VDGUAH GRVWD PDQR]D D EHVNUDOMHA&QMD Fdlikave dW HW L] L
sisavaca i s modifikacijama koje se mogu vidjeti kod biffAka2 S iH Q L W R UWHHI LP B ®H
YLAHVWDQLpPQL RUJIDQUPLNDDODLWHR EH RIQAHVIORAHQLML X X\
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arheama. Raznolikost-NOLNDQD YLAHVWDQLpPpQLK RUJDQL]DPD SRP
LGHQWLWHWD NDR L PRGXODFLML VW& @bte@& Jspaktad QDO L]
IHQRWLSVNH UD]J]QROLNRVWL QDVWDOH PXWDFLMDPD SUR
]QDpDMQR YDULUDWL QHNL NRUDFL VLQWH]H LPDMX WUH
vremenski ili prostorni, dok drugi imaju utjecaje na cigganizam. Tako su, npr. genetske
manipulacije sinteze NOLNDQD SRND]DOH GD VX UDQL NRUDFL QML
QHJR 4WR MH WR VO X[FbdMdan dd prinetaNdiomjeNBnUNDUFL IR B 4alPD M H
HSLWRS NRML MH pHVWD VWUXNWXUD QD DQLPDOQLP JOL
SULPbDWD 6WDURJ VYLMHWD D pLQL JD WHUPLQDOQD JDO

JDODNWRI]X (QJLP . JDODNWRRMDW UQ@MEHIiDIYEEN . *7
NRG |[DMHGQLPNRJ SUHWND SULPDWD 6WDURJ VYLMHWD -H
LQDNWLYDFLMH . *7 JHQD MH SRMDYD L Q-galNpidpY IRJI DIHQ

GHWHUPLQLUDMXUL WD B WIDFPIRWKX GBMHDBBEPVXYLMHWX QSU C
UDVSURVWUDQMLYDQMD SR -XaQRM $PHULFL 7TDNDY LQIHN
SULWLVDN QD HYROXFLMX SUDPDMWILWRE L XUH N QB WIWPLLNXJIDRC
i proizvodnjX -gal protutijela kao sredstvo obrdfeDrugi primjer evolucije koja se dogodila

na krajevima Nglikana je inaktivacija gena koji kodira za hidroksilazu citidin monofelsfat
acetilneraminske kiseline (CMAH, engytidine monophosphatd-acetylneuraminic acid
hydroxylasg¢ protein koji hidroksilira terminalnu metilnu skupinu -Acetilneuraminske
NLVHOLQH 1HX $F S U-glikaliReumingky KiselibuMNXeubGd). Kod ljudi je

GRAOR GR LQDNWLYDFLMH QDYHGHQRJ JHQD HYROXFLMVNL
godina), a YMHUXMH VH GD MH GRaOR GR VHOHNFLMH ]JERJ L
konflikta ili kombinacije tog dvoj@** 3RMHGLQDpPQL JXELWFL DNWLYQRVW
SURQDYHQ NRG SULPDWD®®1RYRJ VYLMHWD L NXQD

2.3. Analiza glikozilacije proteina

,DNR MH JOLNR]JLODFLMD SURWHLQD MHGQD RG QDMpHAZ
UHODWLYQR VODER SURXpDYDQD 60OR&HQRVW L UD]JQRY!
SURQDOD]DN DQDOLWLpPNLK PHWRGD NRMH EL Vn@RIGMHGQL
DQDOL]X UD]JOLpPLWLK YUVWD JOLNDQD UD]OLpPpLWRJI QDERN
JOLNDQD QD SRMHGLQDpPQH aHUHUH
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2.3.1. Analiza N i O-glikozilacije proteina

SRVWRML YHOLNR PHYyXVREQR UD]J]OLNRYDQMHOSWOMHGLQLK
NHPLMVNLP VYRMVWYLPD L VWDELOQRVWL aWR SUHGVWDY(
tipova glikozilacije (uglavnonN-i O-YH]DQLK JOLNDQD ,DNR SRVWRMH PH
istovremenu analizabje viste JOLNDQD X QHNRP X]J]RUNX WH VX PHWRGHF
QDMpHaUH QLVX SRWSXQH WH |]DKWLMHYDMX PQRJR NRUD
JOLNDQD .HPLMVNL SRVWXSFL RVOREDYDQMD JOLNDQD V S
glikana pipHPX VX PRJXUH VSRUHGQH UHDNFLMH &4WR GRYRGL
RVOREDYDIIMDQD L ORALMH UHSURGXFLELOQRVWO- 2VLP W
vezanih glikana u odnosu nl-JOLNDQH J]ERJ SURFHVD X NRMHK VH SRV
VH QD]LYD AO MW HGRBDWQ@R RWHADYD QMLKRYX'"WRpPQX L
*. Nasuprot tomeN-JOLNDQH MH PRJXiUH RVORERGLWL V SURWHLQTC
S peptidN-JOLNR]JLGD]JRP ) 31*D]RP ) aAWiRI adRd3u BaJkRIMigkel SUH G
SRVWXSNH 31*D]D ) VSHFLILpRR HIDQRSDV Y & Q¥R ILASRHYDSG F
JOLNRSURWHLQD SUL pHPX VH $w@in®lgdsafa@l- kofi seMiS L QD
VOMHGHUHP NRUDNX QHHQ]JLPVNL KLGURG4]ddbhdinink DPRQ
UHGXFLUDM¥X idita &)..-EMRKIPVYHJD QDYHGHQRJ -1ORINDMH QY E &H
]JDVWXSOMHQL X RGQRVX QD GUXJH YUVWH JOLNDQD QH L]
tip glikana.

Sika 6. 3ULND] UHD N F L MDezednhOgRk&ra ysDglkiepioteina PNGazom(Freuzeto i
SULODJRYHQR L] ?DQJ L VXUDGQLFL
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2.3.2. Analiza Nglikana UPLC metodom

IHNROLNR UD]OLPpLWLK WHKQLND VH WUHQXWkéhaNBULVWL
WHNXULQVND NURPDWRJUDILMD VSUHJQMSYEngVIRuidV/ SHNWU
chromatographymass spectrometry NRMD RPRJXUDYD SRX]GDQX NYDQW

PMHVQR VSHFLILpQH JOLNR]JLODFLMH GRYROMQR MH RVML

IUDJPHQWDFLMRP X] QHGRVWDWDN VODELMH SURWRpPQRYV

spektrometrija masa s matricom potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom

(MALDI-MS, eng. marix-assisted laser desorptionfonization mass spectrometry

RPRJXuUDYD DQDOL]X PMHVQR VSHFLILPQH JOLNR]JLODFLMH

fragmentacijom uz nisku cijenu, a nedostatak tehnike je nepouzdana kvantifikgehaaik

sialinskih kiselina tijekom analize; 3) kapilarnom ggdlOHNWURIRUH]RP MH PRJX{I

YHOLNL EURM X]RUDND X UHODWLYQR NUDWNRP YUHPHQX ]

zahtjevne priprave uzoraka u odnosu na ostale metode, visgd#§jivasti i pouzdane

NYDQWLILNDFLMH D QHGRVWDWDN WHKQLNH MH QHPRJIXUQ

PDOD ED]D SRGDWDND V REJLURP GD MH WHKQLNDBD> UHODWL

Osim prethodno naMGHQLK WHKQLND DQDOL]D JOLNDQD WHN
ultravisoke djelotvornosti (UPLC, engultra-performance liquid chromatographyuz

IOXRUHVFHQFLMVNL GHWHNWRU MH GRVWD pHVWD EXG]

kvantifikaciju, razdvajanje gli&nskih izomera, te uz relativno nisku cijenu opreme. Nedostaci

WHKQLNH VX QHPRJXUQRVW DQDOL]H PMHVQR VSHFLILpQH

YHUD FLMHQD DQDOL]H SR X]RUMNMS. StaRiG@iReXup@kDanglisel 0$/"

glikana UPLCGom se sastoji od:

1) deglikozilacije proteina+u poliakrilamidnom geld® na membrant®? ili u
otopini %

2) RELOMHADYDQMD RVORERVHQLK JaindbbBrRdevodmX RUH V|
kiselinom®  2-aminopiridinom®* prokainamidon®® D QDMpHA&UH
aminobenzamidom,-2B),%*

3) SURpLAUDYDQMD RELOMHAHQLK JOLND@D M IPHEAGU B N C
HNVWUDNFLMRP QD psdid/phaBesktrabtiph pEB (AVHR VH NRUL

UD]JOLPLWH pYUVWH ID]H
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4 IOXRUHVFHQFLMVNH GHWHNFLMH RELOMH®HQLK L
WHPHOMX QMLKRYH KLGURILOQRVWL WHNXULQVNRP
=ERJ |DKWMHYD ]D YLVRNRSURWRpPQRP DQDOL]RP JOLNDQD
YUHPHQX X] aWR PDQMX SRWUR&AQMX RUJDQVNLK RWDSDOD
metoda degliknilacije proteina u poliakrilamidnom géfl(eng.in-gel block metho}ite su
razvijeni alternativni pristupi koji su znatno skratili vrijeme priprave uzoraka i smanijili
XWUR&DN RWDSDOD WH ]JDPLMHQLOL WRNVLpPpQL QDWULMHY
pikolin boranom (2PB)®.
7TDNRYHU NR &liacabDOkiyal pdtrebno jerije deglikozilacije provesti
KRPRJHQL]DFLMX WNLYD QDMpHAaUH VRQLFLUDQMHP \
voda/metanol/klorofornff*? $QDOL]D JOLNDQD WNLYD MH WDNRYHU PR
PNGaze F na tkiVd te analizom spektrometrijom masa, ali ta metoda zbog velike ovisnosti o
PMHVWX QDQRAHQMD QLMH GRYROMQR UHSURGXFLELOQD
UD]JOLND L]PHYyX WNLYD L YUVWD

24. 6UHGLAQML aLYpDQL VXVWDY

BUHGLAQML ALYpDQL oextrdlwi@vous &yistnmsel @astoji od mozga (lat.
encephalon L NUDOMH aQ L p QedulRRgiGalisQrezalose Walazi unutar lubanje, a
NUDOMHAQLpPpQD PRAGLQD XQXWDU VSLQDOQRJfoBBENDOD SL
magnum do razinedrd RJ OXPEDOQRJ NUDOMHAEND

24.1. 6WDQLpQL VDVWDY VUHGLAQMHJ aLYpDQRJ VXVWDYD

60ORAHQD PUHAPDVWD YDNWRME RG QHXURQD L JOLMD VWDQ|
razvijaju od neuroektoderma i neuralne krijeste tijekom embriogeneze. Neuroni i glija stanice
imaju specijaliZUDQX HNVSUHVLMX SURWHLQD NRMD -S8R®.DaH QM|
QHXURQL VX SULPDUQR RGJRYRUQL ]D SURSDJDFLMX DNF
SRGMHGQDNR UDVSRUHYHQH QDSRQRP UHJXOLUDQH LRQ
HOHNWURDEORYI BRVWRMH UD]J]OLpLWL WLSRYL JOLMD VWDQLI
L VYDNL RG WLK SRGWLSRYD SRVMHGXMH GUXJDpLMX IXQN
XORJX XQXWDU &LYPDQRJ VXVWDYD QHNH R&dQdL K VDG
eukariotskim stanicama izvan CN&'.
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2.4.1.1. Neuroni

Neuroni su specijalizirane stanice CNS NRMH VOX&H NDR MHGLQLFH ]D SUF
LQWHJULUDMXUL RGJRYRU RUJDQL]PD QD YDQMVNL SRGUDa
neurona s otprilike 100 bilijuna sSSVL L]PHYyX QMLK 7DNRyYyHU SRVWRM
jedinstvenih tipova neurona unutar CGNd 2QL VH PRJX SRMDYLWL X UD]OL
REOLFLPD DOL L GDOMH LPDMX |]DMHGQLpPpNH NRPSRQHQW
Osnovni oblik neuronaegj polarizirana stanica, koja se sastoji od tijela ili some s dendritima
]DVOXAQLPD ]D SULPDQMH SRGUDADMD QD MHGQRM VWUDQ
signala na drugoj strani. Jedinstvena sposobnost neurona da usmjereno prenese informaciju je
zbog njegove asimetrije i polarizacije. Neuroni komuniciraju jedan s drugim polariziranim
YDORYLPD QDVWDOLP SRPRUX DNFLMVNRJ SRWHQHKHLMDOD ¢
QLAWD?® GHSRODUL]JLUDMXUuUL YDO NRML B&apdkeoNeHTiIoOWLMHO .
QHXURQD L]JUDYQR SULPD GHSRODUL]JLUDMXUUH HNVFLWD\
LPSXOVH RG GUXJLK QHXURQD SUHNR VLQDSVL QD VWDQL
VWDQLpQD PHPEUDQD VLJQDOL]LU®RM dalediJ bliz® UdHinog Q D SW L |
SRVWVLQDSWLPNRJI QHXURQD SRPRiUX VLQDSWLPNLK PRO|
eng. synaptic cell adhesion molecules 2GUHYHQH V\Q&$0V PRJIX SRYHUDV
QMLKRYX DGKH]LMX SRP R iXlikbzibEij¥, Qdtake SijehjatiL $h@uidnjel

sinapsé.
2.4.1.2. Glija stanice

8 SRpPHWNX VH YMHUR WIDXR HG DVNOIMXD WWRD[DLFBHUADQMH QHY
OMHSLOD JOLMD QD JUpPNRP ]1QDpL OMHSLOR DOL V YUHPH
RGUADYDQMH &16SRRMHIRYWRKHIL VLQDSWLPNX WRpPQRVW SL
G R S U L Q BndrH édgolzdPu unutar mozga. Tri glavne vrste glija stanica +-CBIS
1) Astrociti tQDMEURMQLMH JOLMD VWDQLFH X PR]JJX NUDOMF
od neurona i zauzimaju Z % volumena mozda Astrocite tvore sincicij, gdje su
spojevi/puko. QH L]JPHYyX VXVMHGQLK DVWURFLWD XVNODVHQI
NUYL SUHPD QHXURQLPD 2QL VX WDNRYHU RGJRYRUQL
SRPRUX XQRVD LRQD SURVWRUQRJ SXIHULUDQMD L NRC

akvaporina. S obzirom da se mozak nalazi unutar lubanje, male promjene u
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2)

3)

metabolizmu vode mogu dovesti do kompresivnog cerebralong edema, hidrocefalusa

ili promjena u neuralnoj aktivnodi $VWURFLWH WDNRYHU PRJX XQI
RWSXawDWL QHXURWIDHNP\LRUHU HQIS UIQ MILAKKRW BIP D W w
UHJXODFLML VLQDSWLPpNH DNWLYQRVWL 1D WDM QD
HNVFLWRWRNVLpQRVWL $VWURFLWL VX MHGLQR PMH\
UHJXODWRU RGUADYDQMD UDNR@HUJOXWWRUR L WR]OXbH
SRSXW %'1l) *'1) L +*) NRML VX YDaQL ]D UDVW SUH:
neurond’. Astrociti mogu migrirati i mijenjati oblik kao odgovor na akutnu traumu u

procesu zvanom astroglioza. Tijekom tog procesa, asttoSE(RVWDMX YHuUL YLAaH
SRNUHWQL L PHWDEROLPNL DNWLYQL $VWURJIOLR]D |
oporavak mozga. Odmah nakon povrede, astrociti uklanjanju preostale fragmente i
kontroliraju proupalne odgovore ovisno o vrsti stimulacije,atam toga zajedno s
PLNURJOLMDPD VWYDUDMX JOLMDOQL RALOMDN NRML [
AWR SRPD&H PRGXODFLML ORNDOQRJ LPXQRJ RGJRYRL
UDVW L SRPD&H UHYDVNXOBULTDNRMLD WVEWRHIAHGRRD
SUHDIWDOW X QHXURQD L KRPHRVWD]L PR]JD DOL QD
RJUDQLpHQMD UDVWD DNVRQD WH VSUMHpDYDQMD SRQ
LIPHYyX QHXURQD

Oligodendrociti £glija stanice odgovorne za potporu i izolaciju aksona unutar-&NS

=D UD]J]OLNX RG DVWURFLWD ROLJRGHQGURFLWL QH VI
SURWHLQD SRWUHEQLK ]D RGUADYDQMH PHWABEROLpNI
20LJRGHQGURFLWL VX VOLpPpQL 6FKZDQQRYLP VWDQLFDF
VX RELMH YUVWH RGJRYRUQH ]|D RPRWDYDQMH DNVRQD
UD]JOLND L]JPHYyX WH GYLMH YUVWD VWDQLFD MH X WIF
segmentsamo jednog neurona, dok oligodendrociti mogu omotati segmente aksona i

GR UD]JOLPpLWLK QHXURQD =UHOL ROLIJRGHQGURFLWL
PHPEUDQD QHNROLNR SXWD DNVRQDOQL VHJPHQW VYV
mijelin te senalaze u redovima u traktovima bijele tvari GSali u nekim
VOXpDMHYLPD PRJX VH QDUL L SRMHGLQDpPQR

Mikroglije + QDMPDQMH RG VYLK JOLMD VWDQLFD VDGUAaF
trnastim produljcima i s gustom, heterokromatskom jezgrom kad se nalsizsju
PLURYDQMD WH VX MHGLQH VWDQLFH LPXQRORANRJ VX
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u i pripadaju monocitnc® DNURIDJQRM OLQLML OLNURJOLMH VH S|
QDGJOHGQLK VWDQLFD NRMH ]DKYDOMXMXilu VYRMR
]JGUDYLP PR]JJRP X VWDQMX PLURYDQMD L VWXSDMX
astrocitima i sinapsarfi®®> 7DNRYHU PLNURJOLMH PLMHQMDMX E
]DGDQRJ RNRGURYRMWDRD SURPLMHQH QMLKRYH RNROLC
SUHNULYHQD UHFHSWRULPD NRML XSXUXMX QD QMLKF
LPXQRP RGJRYRUX QD EDNWHULMH L YLUXVH DOL V
neurotransmitore i trofne faktore. At DFLMD PLNURJOLMD PR&H ELWL
WYDUL QSU IUDJPHQW YLUXVD LOL RGVXWQRA&UX QRL
$NWLYLUDQH PLNURJOLMH SRYODpH VYRMH QDVWDYNH
smjeru citokin®® QD FLOMX IDJRFLWLUDMX 1UD &Pie@@e/H QHXL
REOLNXMX VLQDSWLpPNH YH]JH L PLMHQMD R XNavajQDSWLD
QDpPLQ DNWLYDFLMD PLNURJOLMD PRA&H ELWL SRYH]DC

funkcijom kao i odgovoroma infekciju ili traumu.
242. SQDWRPVND SRGMHOD VUHGLAQMHJ ALYPpDQRJ VXVWDYD

2SUHQLWR PR]DN VH PRAH SRGLMHOLWL QD YHOLNL FHUHE
PR]DN L WUXQFXV FHUHEUL LOL PRAGDQR GHEOR MOLND

na tri glavna djela: primozak (lathombencephaldn srednji mozak (latmesencephalgn

prednji mozak (latprosencephalon 3ULPR]DN XNOMXpXMH SthBdGIEaHQX P
oblongata myelencephalgnte most i mali mozak (lametencephalon SURGXaHQD PRAaGL
SUHGVWDYOMD URVWUDOQR SURALUHQMH NUDOMHAQLPQH F
SURGXAaHWDN SR]Qpdons N\BR PIRN\NDWH@IDW. GRU]DOQL GLR QD]
cerebellum ,VWKPXV MH GLR SULPRJRNM WWPNMMH@R/ HNRMID MY D&H p |
PR]JJRP 6UHGQML PR]DN MH NUDWNL X REOLNX NOLQD REO
L SUHGQMHJ PR]JD 3URGXAaHQD PRAGLQD PRVW L VUHGQN
PR]DN VH VDVWRML RdEnéeplaiotPiKiajipeg @d2§ (lattelencephalon
OHYXPR]DN VDGUAL GYD YDAQD QXNO Hhalah@® NRNM S OHN Y B U IE
PDQML SR G EypdiraMrhls Prélii mozak se uglavnom sastoji od dvije polutke koje

VX GDOHNR QDMYJHBR]GDR RKXHP IRQNRJ XaXMX L SUHNULYDMX R
PHyXPR]DN L VUHGQML PR]DN SRYUALQD FHUHEUDOQLK S
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vijuga (lat. gyri), koje su odijeljene jedna od druge brazdama falcug i jamama (lat.
fissurg. CerebM OQH SROXWNH VX GDOMH SRGLMHOMHIQbEY: X SHW Ji
PHRQL U HIamLMntalsD VW M H P H Q L IdbtsSparidtdis OWDOMHSRRpPQL UHAD
lobus temporalis ]DW L O M Q lobug-oadpialis 10 DWW PUEH & N Qdbus Onibisls.
9HULQD LDNR QH VYH JUDQLFD L]PHyYX UIZI4§1DQMD MH RGUHY

A

Slika 7. Ontogenetska podjela mozga (A)SUHUH] PR]JJD % RGUDVORJ @
SXWDPHQD 5HJLMH PR]JJD VX R]QDpHQH EURMHYLPD X V
UDGX VX R]QDpHQH aXWRP PDOL PR]DN FUYHQRP KL¢
IURQWDOOQOD GRUVDOQOD NRUD YH O L N\rRdwBrRilsBura®i¢f) X THW

243. 5D]YRM VUHGLAQMHJ aLYpDQRJ VXVWDYD

BUHGLAQML AaLYpDQL VXVWDY pRYMHND L ROWPH IHNWRG®GIM A
1D UXERYLPD QHXUDOQH SORpPpH VH VWYDUD QHXUDOQD NI
RVWDWND HNWRGHUPD 6 UDVWRP QHXUDOQH SORpPpH QMH
QDERUH GRN VUHGLAQML GLR WR @i dajijegvrsizvoja,LhBur&ni X U D O
AOLMHE VH SURGXEOMXMH WH GROD]L GR VSDMDQMD QHXL
FLMHY =DWYDUDQMH FLMHYL SRpPpLQMH QD YL&AH PMHVWD

dio 30 dana nakon fertilizacije doKkDXGDOQL MHGDQ GDQ NDVQLMH 7LMFE
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WMHGQD IRUPLUDMX VH WUL SULPDUQD PRAGDQD YH]JLNXOD
8QXwbu VHGPRJ JHVWDFLMVNRJ WMHGQD QDVWDMH SHW V
tri: krajnji mozak PHYXPR]DN VUHGQML PR]DN PDOL PR]DN V PRV
IDYHGHQLK SHW PRAGDQLK YH]JLNXOD IRUPLUD PRa&aGDQH
podjelu kasnije odraslog moZ§&®

24.4. (YROXFLMD VUHGLAQMHJ aLYpPDQRJ VXVWDYD

'LMHORYL ELOR NRMHJ SULODJRGOMLYRJ VXVWDYD NDR aw
HYROXFLML GRN X LVWR YULMHPH IXQNFLRQDOQD GLIHULF
sisavaca potencijalno stvara podpMH ]|D PR]DLpQH HYROXFLMVNH SURPM
DORPHWULMVNH NRYDULMDFLMH SRMHGLQDpPQLK GLMHOR?Y
VSHFLILPpQL VXVWDYL L VWUXNWXUH HYROXLUDOL GMHORPL
sustavheVSHFLSWpRAMHQH NRUHOLUDMX V HNRORJLMRP SRQDACL
QD RVWDOH VWUXNWXUH PR]JD QHRNRUWHNYV SULPDWD MH
LDNR QHNH XVSRUHGEH SRND]XMX L GR GHVHW SXWD YHUuX
YHOLpLQH PR]JD WLMHNRP HYROXFLMH SULPDWD MH SRYF
YLGQRJ VXVWDYD L V RVWDOLP DVSHNWLPD YLGQH VSHFL
konvergencija i ekspanzija malog mo¥ya OR]DLpQD SULURGD SURPMHQD
mR]JD WLMHNRP HYROXFLMH SULPDWD VH MDVQR YLGL ND
mozga naspram tjelesne m&sdleki djelovi (npr. neokorteks i mali mozak) pokazuiju jasnu
UDJOLNX L]JPHYyX WDNVRQD GRN RVWDOH QSU SURGXaHQL
XWMHFDML QLVX MHGQDNR VQDaQL ]D UD]J]OLpLWH VWUXNW >
kod primata negoNRG NXNFRMHGD DOL MHGLQR YHOLPLQD QHF
strepsithinih PRNURQRVFL LOL YODAQRQRVFL L KDSORUKLQLK
VWUDQH YHOLPpLQD PDORJ PR]JD YHUD NRG pRYMHNROLNLI
(uskonosgi 2O0OIDNWRUQL EXOEOL VX YHUL NRG VWUHSVLUKQL
KDSORUKLQLK SULPDWD QDYHGHQD SURPMHQD MH EDUI
QRNWXUDOQRP LOL GLXUQDOQRP ULWPX 8VSRUHGED SRM
YHOLpL @A Ptkiva razmjer sustavhd SHFLILpQH SURPLMHQH X YHOLPpL
kolikul (lat. superior collicuus SULEOLAQR GHVHW SXWD YHUL NRG VYL]
REJLUD QD VOLPpQRVWL®S®YHOLpPLQL PR]JD L WLMHOD
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8 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Uzorci

2YR LVWUDALYDQMH RGREULOL VX (WLpPpNR SRYMHUHQVWY
PrirodoslovnePDWHPDWLpPpNRJ IDNXOWHWD X =DJUHEX |]D ALY
povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu za ljudske uzorke.

8 LVWUDALYDRPW®HVIKHWNOMX HILMH PR]JD IURQWDOQ
KLSRNDPSXV VWULMDWXP WH PDOL PR]DN 5HJHWBE VX SUI
sapiens, Hominidaepdrasli i fetalni), p L P S D @4rD troglodytes, Hominidae makaki
majmun (Macaca mulatta,Cercopithecidae W H a \Rdhtd$ROrvegicus, Muridaesoj
Fischer 344). Detaljan pregled uzoraka je dan u Tablici 1.

8]RUFL WNLYD PR]JD pRYMHND RGUDVOL L IHWDOQL
prikupljeni od strane Sestan Labepartment of Neurobiologynd Kavli Institute for
Neuroscience, Yale University School of MedicheRML LPD HWLpNR RGREUHQMH
QD PR]JJRYLPD SULPDWD GRN VX PR]JJRYL a&WDNRUD XVWXSC
Zagrebu.
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Tablica 1. Pregled uzoraka premastt, stupnju razvoja, spolu i dok

Dob
Vrsta Stupanj razvoja | Spol | Broj jedinki i i
(prosjek godina(raspon))
aHQ 3 50,6 (3082)
Odrasla jedinka
0Xan 3 32 (2337)
YRYMHI
aHQ 2 22 (21:23)*
Fetus
0XanN 1 23,5*
aHQ 2 27 (2331)
yLPSDQ] Odraslajedinka
oXxan 2 25 (2327)
aHQ 3 10,6 (16011)
Makaki majmun| Odrasla jedinka
oXxan 3 8,3 (*11)
aHQ 3 10**
AW DNR]| Odrasla jedinka
oXxan 3 10**

*postkoncepcijski tjedni
SRVWQDWDOQL WMHGQL VYL awl

3.2. Materijali

3.2.1. Standardne kemikalije

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC) (Fluka);&minobenzamid 2
AB) (SigmaAldrich), 2-merkaptoetanol BME) (Acros Organics), 2-pikolin boran (2PB)
(SigmaAldrich), 2,5dihidroksibenzojeva kiselina (2BHB) (Bruker Daltonik), acetonitril
(J. T. Baker), dimetil sulfoksid (DMSO) (Signa#ddrich), etanol (Carlo Erba), formijatna
kiselina (HCOOH) (Merck), hiaksibenzotriazol monohidrat (HOBt) (Sigraddrich),
igepal CA630 (SigmaAldrich), kalijev dihidrogenfosfat (KEPQO,) (SigmaAldrich), kalijev
klorid (KCI) (EMD Milipore), kloridna kiselina (HCI) (Kemika), kloroform (CHgI(Sigma
Aldrich), metanol (J. TBaker), natrijev azid (Naf) (SigmaAldrich), natrijev dodecibkulfat
(SDS) (SigmaAldrich), natrijev hidrogenfosfat (N&lPQ,) (Acros Organics), natrijev
hidrogenkarbonat (NaHC{ (Merck), natrijev hidroksid (NaOH) (Kemika), natrijev klorid
(NaCl) (Carlo Erba), octena kiselina (CECOOH) (Merck), otopina amonijaka (Merck),
trifluoroctena kiselina (TFA) (SigmaAldrich).
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3.2.2. Enzimi

PNGaza F (Prozyme)- P8 (1 U-eng.unt NROLPLQD 31*D]JH ) NRMD
RVORERNWH]MELK ROLJRYV EMtUrram®ridonuklgaz®@ pri pH 7.51 37 °C
u jednoj minuti.§j’

323. 30RpLFH L ILOWUL

PGHP AcroPrep(Pall)- ILOWDU SORpPLFD V MDALFD YROXPHQ
SROLSURSLOHQVNRP PHPEUDQRP YHOLPLQH SRUD P
IOXRUHVFHQWQR RELOMHAHQLK JOLNDQD

Amicon Ultra centrifugal filter devices(Merck Millipore) +centrikon volumena 2 mL s
YHOLpLQRP SRUD NUR] NRMH SUROD]H pHVWLFH PDQMH R(
glikana nakon deglikozilacije.

MTP AnchorChip 384 T F (Bruker Daltonik) + SORPpLFDKVYGURILOLQH WRPpPpNH |
KLGURIREQLP SUVWHQLPD NRML XNRQFHWULUDYDMX X]RU
VSUMHpDYDMX UD]JOLMHYDQMH X]J]RUND L]YDQ QMLK .RUL&W

33. OHWRGH ]D SULSUDYX X]RUDND |]D DQDOL]X WHN
kromatografijom

U nedostatku metoda za analiza NOLNDQD WNLYD WHNXULQVNRP NURPD
DQDOL]H X]JRUDND 3RJODYOMH UD]JYLMHQD MH QLAH R
za analizu Nglikana tkiva spektrometrijom ma8aX] ]QDpDMQH PRGLILNDFLMH

3.3.1. Homogenizacija uzoraka tkiva

=DPU]QXWL X]JRUFL WNLYD PR]JD NROLpPLQD WRMY)BUMH ]D Y
VWDYOMHQL X WXELFH YROXPHQD P/ WH GRGDQ 1Z¥LQJ 0D
PP QDPLMHQMHQH ]D OL]JLUDQMH PHNLK WN+6vkdglidd¥d VQR R
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PJ WNLYD 8 WXELFX MH SRWRP GRGDQ P/ XOWUD pLVW
QD f& WXELFD MH |JDWYRUHQD L pHS RPRWDH NSFOWLEIWAE
FastPrep24 Instrument (MP Biomedicals), a uzorci su homogenizirani pri brzini 6 u
vremenskom periodu od 40 sekundi. Nakon homogenizacije, supernatant je prenesen u tubice
YROXPHQD P/ 7XELFD V PDWULNVRP MHg bh&4%°Q ktatko V P/ F
vorteksirana, metanol s ostacima tkiva prenesen u istu tubicu volumena 15 mL te postupak
SRQRYOMHQ MR& MHGQRP V P/ KODGQRJ PHWDQROD yt

tubice sonicirane u vodenoj kupelji 15 min.

3.3.2. Metanol/kloroformekstrakcija proteina

IDNRQ KRPRJHQL]J]DFLMH L VRQLFLUDQMD X X]RUNH MH GR(

f& WH VX WXELFH YRUWHNVLUDQH D SRWRP VX SRQRYR p
min u vodenoj kupelji. Centrifugiranje 30 min p4500 g (model5804 Eppendorf) je
XVOLMHGLOR QDNRQ VRQLFLUDQMD L XNODQMDQMD SDUD
FHQWULIXJLUDQMD L]JPHYyX YRGHQH YRGD PHWDQRO L RUJ
RGEDpHQD SD]JHUL QD SURWHRPMNXWHIXIDROXMHQRP NRML
organske faze otopinom metanola u vo@i ( RKODYHQRP QD f& WH YR
BRVWXSDN NRML XNOMXpXMH VRQLFLUD®QdJg HnetahdlaQ @ UL I XJ L
SRQRYOMHQ OQDNRQ pHIJIB nviXu Xddehbfkup¥ljR RataflmWkigpjen te
centrifugirani 30 min pri 4500 g (mod&804 Eppendorf).

1IDNRQ FHQWULIXJLUDQMD YRGHQD ID]D MH RGEDpPHQD

aWwR XJURNXMH SUHFLSLWDFLMX SURWIHRDIGQ (mb@e8EDY FHQWU
(SSHQGRUI VXSHUQDWDQW MH SDaOMLYR XNORQMHQ EH] G
potom dodano 0,5 mL hladnog metanola te je precipitat prenesen u novu tubicu volumena 2
mL te prvotna tubica isprana s dodatnih 0,5 madhbg metanola koji je prenesen u istu
tubicu gdje i precipitat. Nakon prijenosa proteina, tubice su centrifugirane 15 min pri 13 000 g
(centrifugaminiSpin (SSHQGRUI L VXSHUQDWDQW RGEDpPpHQ -HGDC
dodan, pelet resuspendirangotom centrifugiran 15 min pri 13 000 g (centrifugeniSpin
Eppendorf). Koraci odbacivanja supernatanta, dodatka metanola i centrifugiranja su
SRQRYOMHQL GRGDWQR GYD SXWD QDNRQ pHJD VX WDOR]L
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Scientific vakuunkoncentratoiSavant SC210A/ KODYHQRP VW %8B RWVI4I SDUX
I vakuum pumpon©FP400Q.

3.3.3. Denaturacija i deglikozilacija proteina

2VXaHQL WDORJ SURWHLQD MH UHVXVSHQGLUDQ X MHGQRP
7,4 (137 mmol I} NaCl; 2,7mmol L* Na2HPO4; 9,7 mmol £ KH2PO4; 2,2 mmol [* KCI;

titrirano s NaOH do pH 7,4) te je dodano }80SDSa ( = 100 g ') i 6 uyL BME. Otopina

je vorteksirana te inkubirana 10 min pri 95° C u trsilibiermomixer comfortEppendorf) s

blagim protresgem. Nakon inkubacije uzorci su brzo preneseni na led i inkubirani pet
PLQXWD QDNRQ b iU matdjekog@mRda P=Q60 g 1Y) i 200pL igepal CA630

(3 SULMH SUHNRQRUQH LQNXEDFLMH XuLBNGXZEBW RU X S
(5U 6OMHGHUL GDQ MH SRQRWR PE®RED R RBJ)X hRoktF kWP D
YRUWHNVLUDQL WH RVWDYOMHQL SUHNR QRUL SUL f&

3.3.4. Uklanjanje proteina iz reakcijske smjese nakon deglikozilacije

CentrikoniAmicon Ultra centrifugal filteMerck Millipore) su ispani dva puta s mililitrom

XOwWUD pLVWH YRGH 0 FP SUL f& L FHQWWB&MXILUDQNMN
Eppendorf). Na tako isprane centrikone prenesen je cjelokupni volumen deglikozilacijske
smjese te su centrifugirani 20 min pri 4 000 g (mdekD4 Eppendorf). Tubica u kojoj se

nalazila deglikozilacijska smjesa je ispranas 560 XOWUD pLVWH YRGH WH MH
isti centrikon koji je potom centrifugiran 10 min pri 4 000 g (mo88D4 Eppendorf).

Postupak ispiranja je ponovljen te adain ponovno centrifugiran 15 min pri 4 000 g (model

5804 (SSHQGRUI 7TXELFD X NRMRM VH VNXSOMDOR ILOWUD\
vakuum centrifugi (Thermo Scientific vakuum koncentraBavant SC210AV KODVHQRP
stupicom za par&avantRVT400 vakuum pumpon©OFP400 GYD GR pHWLUL VDWD (
je ostatak filtrata prenesen u tubicu volumena 2 mL, a tubica centrikona u kojoj se skupljao
filtrat isprana dva puta sa po 2686/ XOWUD pLVWH YRGH NRMD MH SRWF
filtratom. Tubica s filtratom sa slobodnim-flikanima je stavljena u vakuum centrifugu

(Thermo Scientific vakuum koncentratdavant SC210A/ KODYHQRP VW 3%&hafRP ]D S
RVT400 vakuum pumpon®©FP400 WH MH ILOWUDW RVXadaHQ GR NUDMD
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3.3.5. Izmjene metode aptimizaciji

1DNRQ UD]YRMD JRUH RSLVDQH PHWRGH L SURYMHUH URE
RGUHYHQL NRUDFL WDNR RSWLPLUDWL GD EL VH VNUDWLOR

3.3.5.1. Optimizacija homogenizacije i ekstrakcije

Metoda homogenizacije tkiva (Paglje 3.3.1.) i metanol/kloroform ekstrakcije proteina

3RJODYOMH VDGUAH QHNROLNR NRUDND VRQLFLUDQM
iz metode, a u takvu metodu je uveden dodatni korak homogeniziranja; nakon prve
homogenizacije ponovljena jeomogenizacija pri brzini 6 u vremenskom periodu od 40
sekundi u homogenizatoftastPrep24 Instrumen{MP Biomedicals).

3.3.5.2. Optimizacija denaturacije i deglikozilacije

IDYHGHQL NRUDFL VX VH SRNXaDOL RSWLPLUDWL QD YL&H ¢
a) Volumen reakcijske smjesevolumen 1 x PBS koji se dodaje u koraku opisan u
3RJODYOMX MH VPDQMHQ QD — 1 —/ LOL —

da koncentracija ostaje jednaka u procesu denaturacije, dok je volumen enzima ostao

jednak.
b) SDS #volumen SDSa ( =100gL* NRULAWHQ X NRUDNX RSLVDQRP
MH VPDQMHQ QD —/ WDNR GD NRQDpPpQL SRVWRWDN X

c) Enzim - volumen od 0,uL PNGaze F koji se dodaje dva puta u koracima opisanim
u Poglavlju 3.3.3. je reduciran na polovinu navedendgmena za svako dodavanje.
d) Vrijeme inkubaciet XPMHVWR GYLMH SUHNRQRUQH LQNXEDFLM
SURYHGHQD MH MHGQD SUHNRQRUQD LQNXEDFLM
PNGaze F odjednom, a ne dva dana uzastopno.

3.3.5.3. Optimizacija prop LAGDYDQMD JOLNDQD QDNRQ GHJOLNR]LODFI

IDNRQ NRUDND RSLVDQRJ X 3RJODYOMX FLMHOL YROXI
X WXELFX RG P/ D SRWRP MH GRGDQ GHYHW-ZDX®/D YHUL
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Otopina je potom vortekisrandankubirana sat vremena p20 °C. Nakon inkubacije uzorci

su centrifugirani 20 min pri 4 500 g (mod804 (SSHQGRUI 6XSHUQDWDQW MH
WXELFX RG P/ L VXaHQ SUHNR QRUOL X YDNXXP FHWUL
koncentratolSavant SCZIAV KODYHQRP VW $&/arf R\PT40Dvakiui Yumpom

OFP400.

3.36. 2ELOMHADYDQMH RVORERYVHQLK JOLNDQD IOXRUHVFHQW

2VORERYHQL JOLNDQL VX UDGL GHWHN FlaMikbbBzdmbvhH AaHQL |
(2-$% 6PMHVD ]D REL O MgiigravieDaQdvapandri-2\Wy MMREDpPpQD PDVH(
koncentracija 19,2 mg mt) i reducensa23% NRQDpPpQD PDVHQD NRQHFHQWUDF
u smjesi YDMSO, CH & 22 + BULMH GRGDYDQMD /| SULSU]I
RELOMHADYDQMH RVXaHQIHRXORERGHQDRQUIOXNDQL X®WUD p
awR VX X]JRUFL X] SURWUHVDQMH LQNXELUDQL SUL VRE
RELOMHADYDQMD JOLNDQD SURYHGHQD MH SUL f& VDWEL
+LGURILOQIGHP AcrodPrepILOWDU MH SULMH QRdRaEH QMD X]
QDpLQ GD MH NRUL&AWHQMHP XUHYDMD ]D ILOWULUDQMH X
OLOLSRUH LVSUDQ V /| VYMHA@H SULSUHPOMHQRJ/HWDQF
XOwWUD pLVWH YRGHWQRJ DFHWRQLWUL @D N&&OrBakeli@ RJ QD
RELOMHaADYDQMD L KODYHQMD UHDNFLMVNH VPMHVH QD V
GRGDOQR /| DFHWRQLWULOD WH VX GHPHAerbREepiladi QL QD KI
LOQNXELUDQL PLQXWH 6XYL&ADN Ugetpatd @ Madinikt 96 ¥MO RQ M H Q
acetonitrilom s tim da je zadnje ispiranje provedeno centrifugiranjem 5 min pri 165 g (model
5804 (SSHQGRUI )LOWDU V YH]DQLP JOLNDQD MH VWDYOM
LOQNXELUDQL GYD SXWD (o 15 mintaOuvpdtespije/pi $obivaRtEntperaturi
L HOXLUDQL X 3&5 SORpPLFX FHQWU L 15804 Brpépdibi)PNakdnL Q S UL
HOXLUDQMD RELOMHAHQLK JOLNDQD SORpICFdd dvdtzel DWY R U
WHNXULQVNRP MURPDWRJUDILMR
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3.3.7.$QDOL]D IOXRUHVFHQWQR RELOMHAHQLK JOLNDQD WHN:

3.3.7.1. Opis metode

JOXRUHVFHQWQR RELOMHAHQL SURpLAUHQL JOLNDQL DQD
temeljenom na hidrofilnim interakcijama na instrumewtoquity UPLC (Waters) koji se

sastoji od modula za upravljanje otapalima (esg@vent managey modula za upravljanje

uzorcima (eng.sample manager te FLR fluorescencijskog detektora. Za kontrolu
NURPDWRJUDID NR Bi@owdd Dvektith 23 45R\WatdddBvi uzorci i standardi,

RVLP XOWUD pLVWH YRGH S®%X$ROF® MBIRHWRQX VDFHOW R QLW
MH SULSUDYOMHQL YROXPHQ YWihj)LSVdRi set uzoRi@ j& gnilisrbinV L U D Q
QD VOMHGHZIQ WD bQ VWD FFRR S DL Vinjf & 2. Dekstran (vanjski

standard, vidi dolje)Vinj 3. 6WDQGDUG JOLNDQD PR]JJD LQWHUQL
SURDPLEAUGHQLK XNXSQLK J@rjNDQ 4. Bd1BNM4erhk@&] JD  /20.

Standard glik®®) D PR]JD LQWHUQL VWDQGDUG RELOMHAHQLK L S

mozga), Vinj /21. 8OWUD pLVWD YRGD VinjFP SURZa f[&
UD]GYDMDQMH M HAGRY BEAAGHCRRWBIR) B 150 mm i unutarnjeg
promjera 2, PP WH YHOLpPLQH pHVWLFD P 3R NamdiReX ID]X p

formijat pH 4,4 kao otapalo A i acetonitril kao otapalo B uz linearni gradijent od 27 % do

29,5 % prvih 15 minuta i 29.%38.7 % volumnog udjela otapala A pri protoku od 0,561 mL

min® VOMHGHULK PLQXWD 8 VOMH Gazé postuphb Qrohwenjevi to VDV W I
70 % otapala A, te je kolona ispirana 2 minute pri protoku 0,4 ml'n#atim je sastav
SRNUHWQH IDJH SRVWXSQR X MHGQRM PLQXWL SURPLMHQM
RGJRYDUD SRpHWQLP XYM HWaokd) t&/j©Kdléh ispirahd dvifg MiHeW L U D Q |
tim uvjetima uz protok od 0,561 mL mtnUkupno trajanje analize pojedinog uzorka bilo je

100 minuta. Kao otapalo za ispiranje kromatografskog sustavageagpwash NRULaAWHQ M
acetonitril u vodi 3= 20 %9. Temperatura kolone bila je 25 °C, a temperatura uzoraka prije
LOQMHNWLUDQMD f& )OXRUHVFHQWQR RELOMHAHQL JOLND
250 nm, i valnoj duljini emisije od 428 nm. Sustav je kalibriran prema vanjskom standardu
hidroOL]LUDQLK L IOXRUHVFHQWQR REBXOREAGIPHKHRQPJI B PIMWI
WH VX YUHPHQD ]|DGUADYDQMD SRMHGLQLKgcosetitsQ D SUHW

Ivan Gudelj Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 35

SUHUDpXQDYDQMH X *8 MHGLQLFH MH QDSUDYOskijelQR VDP
RODNAaADOR RGUHYLYDQMH VWUXNWXUD SULVXWQLK X VYDN
REUDYHQL DXWRPDWVNRP PHWRGRP LQWHJULUDQMD QDN
LVSUDYOMHQ NDNR EL VYL X]JRUFL ELOL LQWHel pledd QL QD
WRPH UD]J]GYRMHQ QD NURPDWRJUDIVNLK SLNRYD VOL
NURPDWRJUDIVNRJ SLND LJUDAaHQ NDR SRVWRWDN XNXSQH

odgovaraju glikanskim strukturama.

3372.6 NXSOMDQMH 1UD Nrehaiogragskhivphiava QDp QLK N

5HSUHIHQWDWLYQL X]J]RUFL ]D VYDNX UHJLMX L VYDNX Y
kromatografijom i integriranja ponovo analizirani po metodi opisanoj u Poglavlju 3.3.7.2. s
WLP GD VX IUDNFLMH VYDNRJ SR MaH@ako® pPrplgskal krbEUR PDW R J L
IOXRUHVFHQFLMVNL GHWHNWRU VNXSOMHQH X SUHWKRG
kromatografski pik GP54 koji je skupljen u dvije zasebne tubice zbog volumena frakcije.
7DNR VNXSOMHQH 1UDN F Lvakliuv XerRfivgK @ ke@rd SeientivcX/EikDurX
koncentratoiSavant SC210A/ KODYHQRP VW $&/arf R\PT40Dvakiui umpom

OFP400 WH p X ¥2D €Clddsaddlize spektrometrijom masa.

3.4. Robusnost metode

=D SURYMHUX UREXVQRVWL PHWR G khoXgpHt&Vj& ndkeh korakaPJ PLa
homogenizacije i dodavanja metanola (Poglavlje 3.3.1.) podijeljeno na 16 alikvota ( ~ 62,5

PJ WNLYD SR DOLNYRWX X WXELFH YROXPPMQID analitze. $OLN)
Analiza za prvih osam alikvota je nastavljena dana poslije homogenizacije te je u
SRWSXQRVWL QDSUDYOMHQD X URNX RG pHWLUL GDQD aw
gore opisanom metodom). Preostalih osam uzoraka je analizirano deset dana nakon
KRPRJHQL]DFLMH LVWRP PHWRGRRG QWUDKHEQBGUX QP LOXQ D
analize HILIGUPLC-om (Poglavlje 3.3.7.1.) kromatogrami su podijeljeni na 75
NURPDWRJUDIVNLK SLNRYD WH MH XGLR SRYUALQH VYDN
SRVWRWDN XNXSQH SRYU&ALQH VYLK SLNRYD
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3.5. Metode za pripravu uzoraka za analizu spektrometrijom masa

2GUHYLYDQMH JOLNDQVNLK VWUXNWXUD X IUDNFLMDPD S

napravljeno prema prethodno objavljenoj metddi
3.5.1. Metoda esterifikacije

2VORERYHQL JOLNDQL VX UDGL VWDELOL]DFLMH QHXWUDO

L . YH]RP PRGLILFFRUBQWHWUHDINNCOLAMLMH VOLND
SRMHGLQDPQLK NURPDWRJUDIVNLK SLNRYD VX UHVXVSHQG!
RWRSLQH VX X]J]HWD —/ WH GRGDQD X —/ VYMH&H SU

RWDSDQMHP ('& N R @Do28 BioINR QIF HQWWDMRRQDPpQD NRQFHQV

mol L) u etanolu. Smjesa glikana i otopine za esterifikaciju inkubirana je jedan sat pri 37 °C.

Za kalibraciju je uz svaki set kromatografskih pikova u zasebnu tubicu u esterifikacijsku

smjesu dodan =/ VPMHVH JOLNDQD KXPDQH SOD]PH —/ KXPDQI

uL SDSa ( = 20 g 'Y i inkubirano 10 min pri 65 °C, nakon inkubacije od pola sata pri

sobnoj temperaturi uz blago potreskivanje je dodano 10 pL igepat&@3DA3= 4 %) te
LONXELUDQR GRGDWQLK PLQ SUL VREQRM WHPSHUDWXUL
/I [ NRQFHQWULUD R J1,25 XJ PN®aze % §Promega). Uzorci su potom

inkubirani 18 h pri 37 °C.

Slika 8. 6 WU XNW XMLHD O L O O D N3\sRlllldktoge (B) prije i nakon reakcije esterifikaci
HWDQRORP YRINDQD VLDOLQVND N L3 sialinska Risa&fiid SaaDaktbx
susjednom galaktozom rekacijom esterifikacigUHX]HWR L SULODJRYH&R L]
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352. 3URpLAUDYDQMH HVWHULILFLUDQLK JOLNDQD

Nakon inkubacije u svaki uzorak je dodano 20 pL acetonitrila te su uzorci inkubirani 15 min

pri - f& UDGL |DXVWDYOMDQMD HVWHULILNDFLMH 8 PHyXYl
200 pL ngunjeni pamukorif kao AWR MH S U LN D [RKimagdvci \é®repdsredno
SULMH QDQRaAHQMD X]JRUND SULSUDYOMHQL QD QDpLQ GD I
YRGH L WUL SXWD VD VYMH@HPSDESWRPQWHQORP X XOWUD
] DY U aH Wate, ufpmdi>su ostavljeni 10 min na sobnoj temperaturi te su esterificirani
glikani vezani na pamuk gore opisanih nastavaka pipetiranjem uzorka 20 puta. Pamuk s
vezanim glikanima je ispran tri puta s otopinom itr#é TFA u 85 %tnom acetonitrilu i

nakontoga tri puta u 85 ¥WNQRP DFHWRQLWULOX 3URpPpLAUHQL JOLN
SLSHWLUDQMHP SHW SXWD —/ XOWUD pLVWH YRGH NRM
RIQDpHQRM WXELFL 8]RUDN KXPDQH SOD]PH NRML MH NR
MHGQDNH NRUDNH NDR L RVWDOL X]J]RUFL (OXDW VYLK X]RU
X YDNXXP FHQWULIXJL (SSHQGRUI L SRWRP UHVXVSHQGLU

Sika 9. 1DVWDYDN ]D SLSHWH QDSXQMHQ SDPXNRP NRIl#ana\
3UHX]HWR L SULODJRYH®YR L] 6HOPDQ L VXUDGQLFL

3.5.3. Analiza glikana spektrometrijomasa

NaMTP AnchorChip 384 TF% UXNHU 'DOWRQLN SORpPLFX MH QD VYDN
nanijeti uzorak stavljen 1 pL otopine matriksa (542,5-DHB, 1 mmol L'* NaOH u 50 %

WQRP DFHWRQLWULOX X XOWUD pLVWRM YénGza uxgidk SUHQH
plazme gdje je prenesen samo 1 pL, na isto mjesto gdje i otopina matriksa. Smjesa otopine
PDWULNVD L X]JRUND MH RVXaHQD QD VREQRM WHPSHUL
rekristalizirani s 0,2 pL etanola. Uzorci su analizirani unutaofikds sati s MALDI tvrijeme

leta (TOF, engtime of fligh) +spektrometrom madaltraflex TOF/TOF Bruker Daltonik) s
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UV-laseromSmartbeamll X SR]JLWLYQRP PRGX NRULVMEKkcOhtrou34M O HNWR
Build 119(Bruker Daltonik). Instrument je kalt U L U D Q N-Blikaln&/ Mirklainé phzme kao
VWDQGDUG 7LMHNRP DQDOL]H MH NRUL&AWHQ DNFHOHUDFL!
ekstrakcijske odgode od 140 ns. Za analizd @ LNDQD PR]JD NRULAWHQ MH SUF
do 5000 m/z sa supresijodo 900 m/z. Za svaki spektar je skupljeno 10 000 pucanja laserom

SUL ODVHUVNRM ITUHNYHQFLML RG +] NRULVWHUL FLMF
pucnjeva laserom po mjestu. Tandemska spektrometrija masa je napravljena za
najzastupljenije pikove uspgd UX SRPRUX ODVHURP LQGXFLUDQH GLVRF

354, 2GUHYLYDQMH VWUXNWXUD QDNRQ VSHNWURPHWULMH F

Rezultati nakon MALDITOR06 DQDOL]H VX XQHVHQL X WDEOLFX X N
masa je prisutna u kojem kromatografskom pkajoj regiji mozga te vrsti. S obzirom da sve

PDVH NRMH VH QDOD]JH X SRMHGLQDpPQRP VSHNWUX QH SULS?¢
QHNRP RQHpLAUHQMX LOL IUDJPHQWX JOLNDQVNH VWUXN
UD]J]OLPLWH ED]HNWOUND Q VIND KX QWOR®H DODWH 2G JOLNDQV!
GchoBas@lsRPRUX NRMH VX GRELYHQH LQIRUPDFLMH R *8 MHGI
LQWHUQD ED]D SRGDWDND NRULVWHUOL JOLpE@2QVINH VWU
LPXQRJOREXOLQX * ,J* 2G UDpXQDO®LKDPXRWOQMHDRORY
NRULVWL LJUDpXQ &@&HUHUQRJ VDVWDYD JOLNDQVNH VWUXN
analize spektrometrije masa, te GlycoWorkb@ichUDpXQDOQL DODW NRML GDI
fragmentima kaj nastaju nakon tandemske spektrometrije masa na osnovu pretpostavljene
VWUXNWXUH .RULVWHUOL LQIRUPDFLMH GRELYHQH NRUL&AWE
UDpXQDOQLK DODWD ]D VYDOFXG6PDQO @MONRRRBEENYHQ MH NR
struktura koja su prisutne u svakom kromatografskom piku za svaku regiju mozga i
ALYRWLQMVNX YUVWX
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36. 6WDWLVWLpPpNH PHWRGH

$QDOL]D SRGDWDND MH SURYHGHQD NRULVW HerzippXQDOC
3.2.2.). Analiza glavnih komponefti{PCA, eng.principal component analysis MH NRUL&W H G
]D HNVSORUDWLYQX VWDWLVWLNX NRULVWHUOL VYLK N |
LIPHYy-XALNRPD PR]JD UD]OLpLWL kvidj&/Nedpavljere dsddredbomV L M H N
VYLK PRJXULK SDURYD 8 WX VYUKX MH NRUL&A&WHQD VWDV
UH]XOWDWLPD MH SRWRP SURYHGHQD NRUHNFLM[%GQD YLa

(eng. false discoveryrate .DNR EL PMHUHQMD SUDWLOD QRUPDOQX
logaritmirane vrijednosti mjerenja kromatografskih pikova.
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8§ 4. REZULTATI

4.1. Razvoj metode za analizN-glikana mozga

'RVDGDaQMH P HW RdEkdng EkivB QUlb@eLraXvijdne za analizu spektrometrijom
PDVD D ]JERJ SRWUHEH |]D YHURP NROLPLQRP JOLNDQD ]D LC
NDR L DQDOL]JH YHUHJ EURMD X]RUIHKDHWIMK S§RWAULRRHURMPX R
MH ELOR SRWUHEQR ]QDpDMQR PRGLILFLUDWL 3ULOLNRP
spektrometrijom madd L RELOMHADYDQMD R V-BRERreh@lnketaliozaND QD
analizu Nglikana plazme idG-a HILIC-UPLC-om” (Poglavlja 3.3.1, 3.3.2., 3.3.3, 3.3.6. i
XRpHQD MH VODED SRQRYOMLYRVW NDR L RYLVQRVW
WDEOLFD =D SRWUHEH LVSLWLYDQMD SRQRYOMLY
homogenizira (Poglavlje 3.3.1.) i podijeljen u tri alikvota te je svaki alikvot analiziran kao
QHRYLVDQ X]J]RUDN LVWRP PHWRGRP X LVWRP YUHPHQVNRF
Od 61 kromatografskog pika samo ih je sedam imalo koeficijent varijacije (CV)%, Dok
MH NRG RVWDOLK NURPDWRJUDIVNLK SLNRYD &9 ELR GR
MHGQRJ GDQD LQNXEDFLMH V 31*D]JRP ) 3RJODYOMH
HILIC-83/& DQDOL]RP pLQH QDELMHQL JOLNBQRDGRRAN HY LM
]JODWQR SRYHUDQMH X LQWHQ]JLWHWX VLJQDOD QHXWUDOQL

B ---- inkubacija jedan dan
inkubacija dva dana

Slika 10. Ponovljivost metode HILIGJPLC (A) i ovisnost o vremenu inkubacijeBNGaom F (B)
QDNRQ SUHX]LPDQMD PHWR @jB. A Hdpgdreddd ibdavhagkaniRli&votal idtdgy
PL&AMHJ PR]JD QDNRQ KRPRJHQL]DFLMH DQDOL]JLUDQD SF
RG LVWRJ DQDOLWLpPDUD % Y®VBRUNGEW DN N R RIDWRI DML
jedinom razlkom u vremenu inkubacije s PNGam F. | tintenzitet, EUtjedinice emisije.
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Tablica 2. Ponovljivost metode HILIEB3/& QDNRQ SUHX]LPDQMD Padifikécial
i inkubacije s PNGaonm F dva dana.3ULND]DQD MH YULMHGQRVW
NURPDWRJUDIVNRJ SLND X kXKaog@fsk¥Mpikew YuUlddn@togranvul (Kdio)

srednja vrijednost Udio VWDQGDUGQD GHYLM D F kddfigijetGriijdcjeD(CYR

Udio / % _
Kromatografski pik Udio /% | SD/%]| CV /%
Replika 1| Replika 2| Replika 3

GP1 0,05 0,11 0,32 0,16 0,14 | 88,61
GP2 0,08 0,09 0,25 0,14 0,10 | 68,14
GP3 0,09 0,16 0,51 0,25 0,23 88,82
GP4 0,59 1,67 4,13 2,13 1,81 85,18
GP5 1,57 5,15 11,22 5,98 4,88 81,58
GP6 0,77 2,71 5,29 2,92 2,27 77,57
GP7 0,20 0,81 1,19 0,73 0,50 | 68,10
GP8 0,10 0,47 0,59 0,39 0,26 | 66,05
GP9 0,14 0,53 0,62 0,43 0,26 | 59,34
GP10 1,55 4,49 6,05 4,03 2,28 | 56,70
GP11 0,29 0,83 1,05 0,72 0,39 | 54,06
GP12 0,32 1,01 1,12 0,82 0,43 | 53,10
GP13 0,12 0,31 0,28 0,24 0,1 43,16
GP14 1,07 2,52 2,81 2,13 0,93 | 43,70
GP15 0,69 1,61 1,64 1,31 0,54 41,12
GP16 0,30 0,55 0,44 0,43 0,13 | 29,14
GP17 1,71 3,26 3,34 2,77 0,92 | 33,17
GP18 1,81 3,23 3,30 2,78 0,84 | 30,24
GP19 1,75 2,88 3,02 2,55 0,7 27,31
GP20 2,12 3,16 3,07 2,78 0,58 | 20,70
GP21 0,64 0,82 0,73 0,73 0,09 | 12,33
GP22 0,36 0,47 0,43 0,42 0,06 | 13,26
GP23 1,85 2,16 2,00 2,00 0,16 7,74
GP24 1,77 1,95 1,78 1,83 0,10 5,52
GP25 1,21 1,20 1,05 1,15 0,09 7,77
GP26 5,07 5,33 4,90 5,10 0,22 4,25
GP27 3,29 3,05 2,54 2,96 0,38 | 12,94
GP28 1,79 1,72 1,28 1,60 0,28 | 17,32
GP29 1,03 0,88 0,73 0,88 0,15 | 17,05
GP30 10,12 8,36 7,20 8,56 1,47 | 17,18
GP31 2,27 1,88 1,38 1,84 0,45 | 24,20
GP32 1,98 1,54 0,94 1,49 0,52 | 35,12
GP33 3,02 2,16 1,58 2,25 0,72 | 32,15
GP34 2,07 1,46 1,06 1,53 0,51 | 33,24
GP35 2,24 1,54 1,08 1,62 0,58 | 36,06
GP36 2,53 1,51 1,09 1,71 0,74 43,31
GP37 3,64 2,21 1,76 2,54 0,98 | 38,70
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Nastavak tablice?2.

Udio / % _
Kromatografski pik Udio /% | SD/%| CV /%
Replika 1| Replika 2| Replika 3

GP38 1,18 0,79 0,60 0,86 0,30 | 34,52
GP39 3,38 2,02 1,82 2,41 0,85 35,27
GP40 2,25 1,39 1,06 1,57 0,61 | 39,21
GP41 4,68 2,92 2,35 3,32 1,21 36,62
GP42 1,15 0,73 0,55 0,81 0,31 | 38,01
GP43 1,8 1,04 0,71 1,18 0,56 47,24
GP44 1,35 0,85 0,58 0,93 0,39 | 42,16
GP45 1,68 1,10 0,74 1,17 0,47 40,42
GP46 1,80 1,16 0,77 1,24 0,52 41,83
GP47 1,22 0,66 0,39 0,76 0,42 | 55,95
GP48 2,15 1,38 0,86 1,46 0,65 | 44,35
GP49 1,35 0,90 0,58 0,94 0,39 | 41,01
GP50 1,91 1,23 0,75 1,30 0,58 | 44,95
GP51 2,82 1,87 1,49 2,06 0,69 | 33,26
GP52 2,62 1,58 1,39 1,86 0,66 | 35,54
GP53 1,40 0,85 0,64 0,96 0,39 | 40,74
GP54 1,40 0,91 0,70 1,00 0,36 | 35,80
GP55 1,44 0,96 0,67 1,02 0,39 | 38,00
GP56 1,61 1,02 0,65 1,09 0,48 | 44,29
GP57 0,74 0,6 0,29 0,54 0,23 | 42,38
GP58 0,51 0,45 0,17 0,38 0,18 | 48,18
GP59 0,70 0,80 0,22 0,57 0,31 | 54,08
GP60 0,32 0,50 0,10 0,31 0,20 | 65,33
GP61 0,33 0,50 0,12 0,32 0,19 | 60,11

Zbog OR&H SRQRYOMLYRVWL XYHGHQ MH NRUDN SURpLauDYD:
pbLPH VH XNORQLR XWMHFDM SURWHLQD QD NDVC
XNRQFHQWULUDQMD JOLNDQD aWR MH X NRQDpQLKEL GRYHC(
WDEOLFD SBULOLNRP SUYRJ WHVWLUDQMD QDNRQ XYR
dobra ponovljivost (rezultati nisu prikazani; CV svih kromatografskih pikova je bio ispod 10
NRMD MH SRWRP WHVWLUDQD QD GIRkkakoWweQprévedenoD P X]R
WHVWLUDQMH QDNRQ VDPRJ SUHX]LPDQMD PHWRGH EH]
NURPDWRJUDIVNLK SLNRYD MH ELR PDQML RG V WLP GD
LPDOD &9 PDQML RG D VDPR VX pOW L&BL YNHIRPRGVRIUS
MH XND]J]DOR QD GREUX SRQRYOMLYRVW PHWRGH 7DNRYH
LOQNXELUDQ V 31*D]RP ) GD EL VH GRND]DOR GD VLJQDO QD
N-JOLNDQD @4WR MH L ELR VOXpDM VOLND
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Tablica 3. Ponovljivost metode HILIES3/& QDNRQ XWRYBINMBURpPLAUGDY D
kDa filter. 8VSRUHGED RVDP DOLNYRWD PG WK FPLREN R YR | @I E
LVWLP XYMHWLPD X LVWRP YUHPHQV RrR&as j¢ $lednfa Xrijedras
XGMHOD SRYUZLQH SRMHGLQRJ NURPDWRJUDIVNRJ SLN|

( Udio VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD XGMHOD SRYU&GLQH 6

Udio kromatografskog pika Udio kromatografskog pika
Kromatografski pik (m=e) Kromatografski pik (m=s)

“Udio /% | SD/% | CV/% “Udio /% | sD/% | cviw
GP1 1,33 0,04 3,37 GP35 1,34 0,02 1,51
GP2 0,39 0,05 11,59 GP36 1,00 0,02 1,69
GP3 0,90 0,11 12,52 GP37 1,57 0,02 1,10
GP4 0,31 0,01 3,37 GP38 1,01 0,02 1,63
GP5 5,01 0,09 1,87 GP39 0,99 0,01 1,47
GP6 0,15 0,02 10,96 GP40 1,17 0,02 1,55
GP7 11,88 0,17 1,40 GP41 1,71 0,03 1,74
GP8 5,82 0,13 2,20 GP42 0,50 0,02 4,90
GP9 0,12 0,01 4,45 GP43 1,24 0,02 1,98
GP10 1,21 0,02 1,77 GP44 0,37 0,01 2,38
GP11 0,57 0,01 2,18 GP45 0,89 0,04 4,05
GP12 0,27 0,01 2,72 GP46 2,26 0,05 2,35
GP13 7,04 0,11 1,60 GP47 0,53 0,01 2,69
GP14 0,89 0,02 2,52 GP48 0,72 0,02 2,40
GP15 0,22 0,00 1,62 GP49 1,31 0,04 3,22
GP16 0,22 0,01 2,90 GP50 1,20 0,04 3,25
GP17 2,70 0,04 1,59 GP51 1,00 0,04 4,23
GP18 1,41 0,01 0,92 GP52 0,53 0,02 3,94
GP19 3,64 0,05 1,37 GP53 0,32 0,01 4,54
GP20 5,87 0,06 1,10 GP54 0,58 0,03 4,79
GP21 2,23 0,03 1,13 GP55 0,45 0,03 7,25
GP22 0,60 0,02 3,04 GP56 0,95 0,06 6,15
GP23 0,51 0,02 4,10 GP57 1,20 0,08 6,90
GP24 0,36 0,01 2,97 GP58 0,47 0,03 7,37
GP25 0,80 0,02 1,89 GP59 0,67 0,03 4,48
GP26 0,89 0,02 1,80 GP60 0,70 0,04 6,03
GP27 1,52 0,02 0,99 GP61 0,55 0,04 7,09
GP28 0,91 0,02 2,59 GP62 0,32 0,02 7,78
GP29 4,49 0,03 0,57 GP63 0,24 0,01 6,14
GP30 1,72 0,03 1,47 GP64 0,36 0,02 6,04
GP31 0,55 0,01 2,04 GP65 0,18 0,01 5,14
GP32 0,67 0,02 2,26 GP66 0,19 0,02 7,77
GP33 1,17 0,05 4,06 GP67 0,05 0,01 11,19

n = broj replika
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GP34 7,09 ‘ O|06‘ O|86| / / ‘ / ‘ /

Slika 11. Ponovljivost metode HILIEB3/& QDNRQ XNRYBRMISURpPpLEAUDYDC
kDa filter (A) i analiza tkiva mozga bez dodatka PN@dz (B). A. Usporedba kromatograma osi
DOLNYRWD LVWD GYD PLAMD PR]JD QDNRQ KRPRJHQL]
YUHPHQVNRP SHULRGX L RG LVWRJ DQDOLWLpPpDUD % .UI
razvoja metode bez dodatRiNGaz F. EU tedinice emisije.

4.2. Optimizacija metode za analizu Nglikana mozga
4.2.1. Optimizacija homogenizacije i ekstrakcije

2SWLPL]DFLMD RYRJ NRUDND MH QDSUDYOMHQD QD QDpLQ
ispitivanje ponovljivosiNRUL&AWHQD VX GYD PL&A&MD PR]JD WH SRGLMH
RVDP DQDOL]JLUDQR QD QDpLQ GD NRG PHWRGH QLMH QLaw
prema prethodno spomenutom poglavlju. Obje analize su napravljene paralelno od strane

istogaQDOLWLpDUD 8VSRUHGERP NRHILFLMHQDWD YDULMDEFLI
EURM NURPDWRJUDIVNLK SLNRYD NRML LPDMX &9 YHUL PDC

je srednji CV bez soniciranja GV LSDN P DO Rredhjdg ICVR §a

soniciranjem (CV =7,27 %). S obzirom da zamjena soniciranja dodatnom homogenizacijom

]QDpDMQR VNUDUXMH YULMHPH DQDOL]H L V RE]JLURP QD E
opcija metode u kojoj je izostavljeno sontD QMH VH pLQLOD SULNODGQLMRP ]
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Tablica 4. Ponovljivost metode HILIGJPLC nakon X YRYHQMD GR G D W Quinjdste
soniciranja  8VSRUHGED SR RVDP DOLNYRWD PLaAMLK PR]JF
analizirana pod istimuvig¢/ LPD X LVWRP YUHPHQVNRP SHULRGX L R
u soniciranju i homogenizaciji SULND]DQD MH VUHGQMD YULMHGC(C

NURPDWRJUDIVNRJ SLND X XNXSQRM SRYUHd®), stndaiddna
GHYLMDFLMD XGMHOD SRYUaLQH 6' WH NRHILFLMHQW Y

Udio kromatografskog pika sa soniciranjem (n ={ Udio kromatografskog pika bez soniciranja (n =
Kromatografski pik

“Udio /% SD /% CV /% “Udio /% SD /% CV /%
GP1 2,00 0,09 4,56 1,84 0,14 7,62
GP2 0,22 0,02 8,42 0,20 0,04 19,35
GP3 1,17 0,18 15,65 0,89 0,15 16,86
GP4 0,30 0,02 6,23 0,27 0,04 13,84
GP5 4,92 0,08 1,71 4,86 0,20 4,02
GP6 12,24 0,24 1,99 12,61 0,66 5,27
GP7 6,87 0,19 2,83 6,90 0,47 6,86
GP8 1,82 0,06 3,42 1,87 0,09 4,68
GP9 9,57 0,16 1,65 9,86 0,34 3,48
GP10 3,12 0,07 2,10 3,08 0,05 1,56
GP11 1,50 0,03 2,17 1,60 0,06 3,65
GP12 4,11 0,09 2,14 4,30 0,11 2,46
GP13 6,29 0,11 1,74 6,43 0,15 2,38
GP14 2,22 0,03 1,45 2,30 0,03 1,37
GP15 1,29 0,06 4,54 1,25 0,15 12,08
GP16 1,55 0,06 3,81 1,63 0,07 4,16
GP17 2,83 0,15 5,38 2,87 0,20 7,10
GP18 4,96 0,09 1,87 4,92 0,11 2,14
GP19 1,70 0,06 3,70 1,85 0,13 6,98
GP20 1,73 0,06 3,64 1,64 0,20 12,05
GP21 9,60 0,15 1,59 9,60 0,27 2,78
GP22 0,68 0,04 5,72 0,63 0,06 9,48
GP23 0,62 0,05 7,66 0,60 0,05 8,74
GP24 2,29 0,07 3,08 2,29 0,21 8,98
GP25 0,87 0,05 6,23 0,82 0,08 9,75
GP26 0,98 0,05 4,88 0,96 0,09 9,14
GP27 1,13 0,05 4,74 1,12 0,22 19,84
GP28 0,96 0,07 7,65 0,97 0,02 2,13
GP29 1,31 0,12 9,18 1,25 0,16 12,76
GP30 1,05 0,07 6,60 1,05 0,17 15,81
GP31 2,22 0,06 2,71 2,12 0,19 9,04
GP32 0,57 0,05 8,38 0,54 0,08 14,61
GP33 1,07 0,06 5,25 1,00 0,12 12,44
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Nastavak tablice 4

Udio kromatografskog pika sa soniciranjem (n = 8) | Udio kromatografskog pika bez soniciranja (n = 8)
Kromatografski pik

“Udio /% SD/% CV/% “Udio /% SD/% CV/%
GP34 0,83 0,05 6,24 0,8 0,07 8,86
GP35 1,41 0,09 645 1,43 0,12 8,53
GP36 1,02 0,06 6,33 0,98 0,06 6,12
GP37 1,08 0,09 8,34 0,99 0,07 7,26
GP38 0,64 0,08 13,01 0,58 0,06 10,42
GP39 0,64 0,13 20,97 0,55 0,1 17,75
GP40 0,24 0,06 25,99 0,19 0,05 24,65
GP41 0,25 0,06 23,8 0,19 0,05 27,72
GP42 0,13 0,03 21,38 0,1 0,03 33,47
GP43 0,08 0,02 27,6 0,05 0,02 35,75

n = broj replika

4.2.2. Optimizacija denaturacije i deglikozilacije

SBULOLNRP RSWLPL]JLUDQMD RYRJ NRUDND 3RJODYOMH

pufera 1xPBSD pLPH EL VH SRVWLJOR VPDQMHQMH VROL N
SURpLAUDYDQMD QD *+3 ILOWHUX 3RJODYOM® YHUD aWNRRE
SRWHQFLMDOQR XWMHFDOR QD SRYHUDQMH LQWHQ]JLWHWLEL
RODNADOR UXNRYDQMH X]RUFLPD MHU MH SUYRWQL YROXP
RG VWUDQH MHGQRJ DQDOLWLpDUDRBEOXWRU LN WEH@ D NLR/IW X
jedinom razlikom u volumenu 1xPB&% (Poglavlje 3.3.5.2.). Nakon testiranja smanjenja

volumena i njegovog utjecaja na ponovljivost (tablica 5) pokazalo se da smanjenje volumena

na 250uL i 100 pL blago smanjuje sredniji koefieit varijacije (CV za 1000uL = 9,96 %,

CV za 500pL = 16,14 %, CV za 250pL = 8,06 %, CV za 100pL = 9,84 9%, ali
XJURNXMH J]OQDWQR SRYHUDQMH NRHILFLMHQWD YWULMDFLM
*3 WH YHOLNH YDULMDFLMH X LQWHQ]JLWHWLPD aWR MH VY

1000 yL 1xPBSa dobivaju robusniji uvjeti za analizu te da smanjenje volumena pufera

1xPBS nije prihvatljiva opcija optimizacije metode za analizglikana
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Tablica 5. Ponovljivost metode HILIE83/& SUL UD]OLpPpLWLRPBSR Q@riildm (
denaturacije i deglikozilacieBVSRUHGED SR RVDP DOLNYRWD PL&MLEK
PR]JD DQDOL]JLUDQD SRG LVWLP XYMHWLPD X LVWRP Yl
razlikom u volumenu 1xPB8 prilikom denaturacije i deglikozilacijé’rikazana je srednjaijednost
XGMHOD SRYUaALQH SRMHGLQRJ NURPDWRJUDIVNRJ SLNI

( Udio VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD XGMHOD SRYUaGLQH 6

Udio kromatografskog Udio kromatografskog Udio kromatografskog Udio kromatografskog
pika pika pika pika
Kromat'ografski (1000 pL, n = 8) (500 pL, n = 8) (250 pL, n = 8) (100 pL, n=8)
P “udio | sD/ | cv/ | udic | sb/ | cv/ | udio | sb/| cv/ | udio | sb/| cv/
1% WL 1% WO 1% WO 1% WL

GP1 2,07 0,31 | 14,79 1,85 0,34 | 18,31 0,57 0,11 | 19,18 0,24 0,08 | 32,60
GP2 0,30 0,03 8,94 0,31 0,05 | 16,46 0,16 0,02 | 14,24 0,13 0,03 | 27,09
GP3 1,01 0,10 9,55 0,94 0,16 | 17,04 0,57 0,09 | 15,13 0,35 0,09 | 24,77
GP4 0,40 0,03 7,29 0,39 0,06 | 14,80 0,27 0,03 | 12,52 0,20 0,05 | 24,60
GP5 5,04 0,16 3,14 5,18 0,67 | 12,96 3,76 0,33 8,67 2,66 0,51 | 19,33
GP6 11,86 0,42 3,54 13,73 1,48 | 10,80 10,80 0,64 5,96 8,73 1,23 | 14,05
GP7 6,85 0,49 7,10 6,67 1,14 | 17,12 5,30 0,49 9,28 4,00 0,64 | 15,93
GP8 0,21 0,05 | 22,08 0,15 0,01 9,32 0,17 0,05 | 28,35 | 16,00 0,03 | 20,63
GP9 1,23 0,07 5,78 1,21 0,13 | 11,10 1,09 0,04 3,78 0,99 0,09 9,41
GP10 0,19 0,03 | 16,60 0,26 0,02 9,44 0,29 0,01 4,19 0,30 0,03 9,47
GP11 0,24 0,02 6,43 0,24 0,02 | 10,34 0,24 0,02 8,14 0,25 0,03 | 12,34
GP12 0,21 0,01 3,33 0,24 0,01 5,87 0,26 0,01 2,75 0,28 0,02 6,70
GP13 6,60 0,48 7,28 6,52 0,56 8,66 5,89 0,15 2,50 5,27 0,20 3,79
GP14 2,30 0,13 5,87 2,25 0,29 | 13,07 2,11 0,13 6,04 2,03 0,16 7,99
GP15 0,21 0,02 8,62 0,23 0,01 5,19 0,27 0,01 3,87 0,30 0,02 6,33
GP16 2,83 0,09 3,25 2,76 0,18 6,53 2,65 0,07 2,63 2,54 0,06 2,52
GP17 1,40 0,04 3,11 1,42 0,09 6,10 1,45 0,04 3,05 1,51 0,03 1,82
GP18 0,50 0,04 7,33 0,45 0,02 4,56 0,48 0,02 3,88 0,49 0,02 4,87
GP19 3,29 0,21 6,47 3,11 0,19 6,10 3,10 0,12 3,79 3,00 0,08 2,66
GP20 6,47 0,17 2,65 6,30 0,27 4,25 6,13 0,15 2,40 5,91 0,15 2,55
GP21 3,08 0,05 1,53 3,11 0,15 4,71 3,21 0,15 4,75 3,32 0,15 4,54
GP22 0,74 0,01 1,78 0,70 0,03 3,73 0,77 0,03 4,37 0,79 0,05 6,43
GP23 0,45 0,06 | 12,18 0,52 0,02 3,94 0,62 0,02 2,84 0,68 0,04 5,84
GP24 1,04 0,08 7,62 1,13 0,08 7,25 1,22 0,05 3,81 1,28 0,04 3,42
GP25 2,23 0,01 0,67 2,20 0,07 3,09 2,43 0,05 2,26 2,62 0,11 4,06
GP26 3,57 0,04 1,25 3,52 0,06 1,77 3,58 0,09 2,41 3,55 0,18 5,06
GP27 1,32 0,10 7,54 1,16 0,05 3,89 1,22 0,08 6,70 1,24 0,10 8,28
GP28 1,27 0,04 3,10 1,30 0,05 3,61 1,47 0,04 2,62 1,59 0,09 5,55
GP29 1,55 0,03 1,68 1,44 0,12 8,39 1,61 0,09 5,47 1,74 0,19 | 10,69
GP30 1,09 0,09 7,82 0,97 0,07 7,69 1,11 0,07 6,44 1,21 0,06 5,12
GP31 9,45 0,41 4,31 8,55 0,39 4,58 9,02 0,29 3,23 8,92 0,39 4,38
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Nastavak tablice 5

Udio kromatografskog Udio kromatografskog Udio kromatografskog Udio kromatografskog
pika pika pika pika
Krom?)tiigrafski (1000 pL, n = 8) (500 pL, n=8) (250 pL, n=8) (100 pL, n = 8)

Udio SOE())/ Co\/(/)/ Udio SOE())/ CO\A/)/ Udio SOE())/ (I()\/g/ Udio So;))/ oV /%

| % | % | % | %
GP32 1,08 0,05 4,81 1,02 0,12 | 11,40 1,25 0,05 3,82 1,44 0,13 9,20
GP33 1,33 0,08 5,67 1,32 0,18 | 13,85 1,58 0,05 3,04 1,69 0,05 3,15
GP34 1,13 0,04 3,35 0,99 0,11 | 11,50 1,15 0,04 3,65 1,19 0,07 5,84
GP35 0,59 0,04 6,01 0,53 0,05 | 10,33 0,61 0,03 4,60 0,69 0,07 10,42
GP36 0,98 0,04 4,32 0,87 0,13 | 15,32 1,06 0,07 6,96 1,18 0,15 12,80
GP37 0,71 0,05 6,91 0,66 0,09 | 13,01 0,79 0,03 3,34 0,84 0,05 6,46
GP38 2,03 0,13 6,28 1,98 0,37 | 18,47 2,47 0,11 4,33 2,76 0,14 5,09
GP39 1,26 0,08 6,03 1,13 0,20 | 17,95 1,42 0,07 4,98 1,54 0,09 5,85
GP40 0,66 0,05 7,16 0,60 0,13 | 21,32 0,86 0,09 | 10,64 1,09 0,15 14,00
GP41 1,39 0,09 6,14 1,33 0,29 | 21,60 1,63 0,06 3,97 1,82 0,11 6,06
GP42 0,82 0,07 8,37 0,78 0,16 | 20,42 1,00 0,03 3,30 1,10 0,13 11,35
GP43 0,57 0,04 6,51 0,50 0,12 | 23,16 0,65 0,05 6,94 0,75 0,05 6,01
GP44 0,49 0,04 8,18 0,47 0,09 | 19,87 0,61 0,03 4,52 0,67 0,05 7,01
GP45 1,04 0,15 | 14,49 1,09 0,31 | 28,36 1,47 0,11 7,40 1,75 0,16 8,90
GP46 0,98 0,16 | 16,45 1,04 0,30 | 28,79 1,44 0,14 9,81 1,78 0,16 9,26
GP47 0,77 0,16 | 20,21 0,83 0,25 | 30,75 1,16 0,09 7,45 1,40 0,08 5,64
GP48 0,41 0,08 | 18,49 0,44 0,14 | 31,79 0,63 0,08 | 12,10 0,83 0,12 14,44
GP49 1,61 0,30 | 18,51 1,77 0,61 | 34,68 2,62 0,34 | 12,96 3,34 0,28 8,54
GP50 0,77 0,20 | 25,26 0,94 0,35 | 36,88 1,43 0,22 | 15,42 1,93 0,26 13,24
GP51 0,39 0,12 | 31,54 0,51 0,20 | 39,29 0,75 0,11 | 14,18 1,07 0,20 18,91
GP52 0,52 0,13 | 24,05 0,58 0,20 | 34,06 0,86 0,10 | 11,46 1,02 0,09 8,51
GP53 0,48 0,14 | 29,16 0,60 0,25 | 41,39 0,90 0,13 | 14,10 1,18 0,16 13,52
GP54 0,64 0,17 | 26,14 0,79 0,32 | 40,50 1,19 0,23 | 19,51 1,66 0,16 9,91
GP55 0,21 0,06 | 26,45 0,26 0,10 | 37,41 0,39 0,11 | 29,24 0,59 0,09 15,25
GP56 0,16 0,04 | 24,41 0,21 0,08 | 41,36 0,31 0,09 | 28,25 0,45 0,04 8,82

n = broj replikata

Nakon testiranja utjecaja volumena 1XxPBSE QD SRQRYOMLYRVW PHWRGH SRN:
NROLpLQX GHWHpIREGgWHDL vl WDNRYHU UHGXFLUDR YROX
SULOLNRP SURpLAUDYDQMD QD *+3 ILOWHUX 'YDnPLaMD

KRPRJHQL]DFLMH SRGLMHOMHQD X DOLNYRWD RG NRMLI
RSLVDQR X 3RJODYOMX GRN MH GUXJLK RVDP DQD
YUHPHQVNRP SHULRGX L RG VWUDQH LVWRJ DdodxawgWLpDUL
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SDSa (Poglavlje 3.3.5.2.). Nakon analize (tablica 6) srednji koeficijent varijacije je bio manji

]D VNXSLQX V PDQM RaP(QVRCHL3B 1%) R Usp6redlbi s kontrolnom skupinom

(CVv 7DNRYHU SUDRPHW BURDHLEAMHAHQLK JOLNDQD SU

]QDpDMQR RODN&GDQ D GRAOR MH L -GRCSaRalifz VAWoD ste@aVH QL V

QDYHGHQRJ RYD L]JPMHQD MH ]DGUADQD X NRQDpPpQRM PHWR

Tablica 6. Ponovljivost metode HILIE83/& SUL UD]OLpLBOSA phlk@rLdebha@uralijp i
deglikozilacije. 8VSRUHGED SR RVDP DOLNYRWD PLaAMLK PR]JF
DQDOL]JLUDQD SRG LVWLP XYMHWLPD X LVWRP MarH&zkkenVi\
N R O L p L-&rilikdré denaturacije i deglikozilacie3BULND]DQD MH VUHGQMD Y

SRMHGLQRJ NURPDWRJUDIVNRJ SLND X XNXS Q&M )Sstavidhéhd
devijacijjaudjelaSRYUaLQH 6' WH NRHILFLMHQW YDULMDFLMH &

Udio kromatografskog pika s nepromijenjenim Udio kromatografskog pika sa smanjenim
volumenom volumenom
Kromatografski SDSa (n=8) SDSa (n=8)
pik
Udio SD /% cV /% Udio SD /% CV /%
| % | %

GP1 2,00 0,09 4,56 0,74 0,02 3,27
GP2 0,22 0,02 8,42 0,20 0,01 4,67
GP3 1,17 0,18 15,65 0,68 0,09 12,67
GP4 0,30 0,02 6,23 0,19 0,01 6,05
GP5 4,92 0,08 1,71 3,81 0,05 1,34
GP6 12,24 0,24 1,99 12,30 0,36 2,95
GP7 6,87 0,19 2,83 5,77 0,15 2,67
GP8 1,82 0,06 3,42 1,74 0,05 2,72
GP9 9,57 0,16 1,65 8,62 0,09 1,07
GP10 3,12 0,07 2,10 2,80 0,08 2,83
GP11 1,50 0,03 2,17 1,61 0,06 3,80
GP12 4,11 0,09 2,14 3,64 0,04 1,23
GP13 6,29 0,11 1,74 6,09 0,06 1,01
GP14 2,22 0,03 1,45 2,09 0,07 3,18
GP15 1,29 0,06 4,54 1,36 0,03 2,12
GP16 1,55 0,06 3,81 1,83 0,02 1,33
GP17 2,83 0,15 5,38 2,80 0,12 4,30
GP18 4,96 0,09 1,87 4,77 0,07 1,37
GP19 1,70 0,06 3,70 1,71 0,07 4,22
GP20 1,73 0,06 3,64 1,80 0,07 3,76
GP21 9,60 0,15 1,59 8,07 0,16 1,99
GP22 0,68 0,04 5,72 0,62 0,03 4,58
GP23 0,62 0,05 7,66 0,75 0,03 3,34
GP24 2,29 0,07 3,08 2,81 0,08 2,73
GP25 0,87 0,05 6,23 0,73 0,02 2,62
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Nastavak tablice 6

Udio kromatografskog pika s nepromijenjenim Udio kromatografskog pika sa smanjenim
volumenom volumenom
Kroma;(i)kgrafski SDSa(n=8) SDSa(n=38)
Udio SD /% cV /% Udio SD /% CV /%
/% 1 %

GP26 0,98 0,05 4,88 1,07 0,03 2,63
GP27 1,13 0,05 4,74 1,23 0,03 2,06
GP28 0,96 0,07 7,65 1,17 0,06 4,71
GP29 1,31 0,12 9,18 1,70 0,11 6,47
GP30 1,05 0,07 6,60 1,13 0,04 3,26
GP31 2,22 0,06 2,71 3,33 0,15 4,42
GP32 0,57 0,05 8,38 0,75 0,02 2,82
GP33 1,07 0,06 5,25 1,22 0,20 16,11
GP34 0,83 0,05 6,24 1,37 0,20 14,32
GP35 1,41 0,09 6,45 2,28 0,05 2,33
GP36 1,02 0,06 6,33 1,79 0,08 4,52
GP37 1,08 0,09 8,34 1,94 0,09 4,68
GP38 0,64 0,08 13,01 1,27 0,10 8,24
GP39 0,64 0,13 20,97 1,12 0,13 11,40
GP40 0,24 0,06 25,99 0,47 0,07 15,29
GP41 0,25 0,06 23,80 0,37 0,05 12,58
GP42 0,13 0,03 21,38 0,19 0,03 13,24
GP43 0,08 0,02 27,60 0,09 0,02 20,50

n = broj replika

I1DNRQ JRUH QDYHGHQLK WHVWLUDQMD DQDOL]JLUDOL VP
3RJODYOMH V FLOMHP VPDQMHQMD WURANRYD DQL
VPDQMHQD QD SROD RG SRpHWQH NROLpLQH 7HVWLUDQMH
homogenizirana i podijeljena u 16 alikvota od kojih je osam analizirano kako je opisano u

3RJODYOMX GRN MH GUXJLK RVDP DQe®énkthdD QR QD
SHULRGX L RG VWUDQH MHGQRJ DQDOLWLpPpDUD V MHGLQRP
u dva koraka smanjena na pola. Rezultati nakon testiranja su prikazani u tablici 7. S obzirom

GD MH VUHGQML NRHILFLMHQWV MDNR ®IDALOQH HEQIR PYCH WIP @ON

(CV =4,08 %) u usporedbi s kontrolon€C{ = 3,30 %), a intenziteti nakon HILKOPLC

DQDOL]H QLAL RYD PRGLILNDFLMD VH QLMH SRND]DOD GRE
XNOMXNRQDPOQX PHWRGX NRMRP VX VH DQDOL]JLUDOL X]RUF
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Tablica 7. Ponovljivost metode HILIE83/& SUL UD]OLPpLWLP & ROpilkbr®
denaturacije i deglikozilacieBVSRUHGED SR RVDP DOLNYRWD PL&MLK
mozga) analizbansSRG LVWLP XYMHWLPD X LVWRP YUHPHQVNRF
UD]JOLNRP X NROLp le@LpritikQrhldéndtuadijeD JdeglikozilacijePrikazana je srednj:
YULMHGQRVW XGMHOD SRYUALQH SRMHGLQRJ WU pKe@RWIF

kromatogramu Udio VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD XGMHOD SRYU

Udio kromatografskog pika s Udio kromatografskog pika sa
vV % E}uli vi viu I}o] Jv] eu vi viu I}o] Jv}u
Kromatografski pik (n=8) (W=8)
Udio s/ | cviw | V9O | spro| cviw
| % | %
GP1 1,16 0,02 1,68 1,36 0,04 2,78
GP2 0,22 0,01 2,48 0,21 0,01 3,89
GP3 0,80 0,11 13,70 0,91 0,10 11,16
GP4 0,28 0,01 2,92 0,30 0,01 2,29
GP5 4,66 0,04 0,89 4,95 0,07 1,44
GP6 12,05 0,08 0,66 11,93 0,13 1,06
GP7 6,96 0,08 1,11 7,27 0,18 2,42
GP8 1,71 0,02 0,94 1,74 0,04 2,49
GP9 9,48 0,12 1,28 10,21 0,12 1,16
GP10 2,81 0,06 1,96 2,90 0,05 1,56
GP11 1,61 0,02 1,33 1,61 0,02 1,18
GP12 4,20 0,04 0,99 4,34 0,06 1,28
GP13 6,43 0,03 0,50 6,65 0,04 0,55
GP14 2,44 0,03 1,36 2,30 0,07 2,88
GP15 1,53 0,01 0,96 1,53 0,03 2,08
GP16 1,50 0,02 1,48 1,41 0,02 1,59
GP17 2,32 0,02 0,96 2,30 0,04 1,54
GP18 4,84 0,04 0,76 4,94 0,03 0,61
GP19 1,76 0,11 6,20 1,62 0,04 2,36
GP20 1,59 0,12 7,73 1,62 0,04 2,31
GP21 9,50 0,10 1,04 9,89 0,05 0,51
GP22 0,72 0,02 2,47 0,70 0,01 1,29
GP23 0,66 0,02 3,61 0,63 0,02 3,83
GP24 2,45 0,03 1,07 2,32 0,03 1,49
GP25 0,99 0,02 1,62 0,98 0,01 1,41
GP26 1,16 0,02 2,05 1,13 0,01 1,11
GP27 1,34 0,01 1,09 1,29 0,01 1,13
GP28 1,70 0,03 1,59 1,55 0,02 1,16
GP29 0,31 0,01 3,04 0,30 0,02 8,25
GP30 1,80 0,04 2,15 1,67 0,04 2,62
GP31 2,04 0,03 1,25 1,90 0,05 2,67
GP32 0,67 0,02 2,99 0,58 0,01 2,23
GP33 1,20 0,02 2,03 1,12 0,03 2,85
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Nastavak tablice 7

Udio kromatografskog pika s Udio kromatografskog pika s&
V % E}uli vi viu I}o] Jv] eu vi v}iu I}o] Jv}u
Kromatografski pik (W=%) (C=18)

Udio so/% | cviw | Y9 | sprow| cviwn

| % | %
GP34 0,97 0,03 3,18 0,85 0,03 3,49
GP35 0,68 0,02 2,88 0,57 0,03 5,67
GP36 0,35 0,01 4,31 0,30 0,03 9,05
GP37 0,56 0,03 5,61 0,47 0,03 6,85
GP38 0,53 0,03 5,06 0,46 0,03 5,89
GP39 0,62 0,03 4,92 0,54 0,05 8,54
GP40 0,26 0,02 7,83 0,20 0,02 7,64
GP41 0,58 0,03 5,92 0,48 0,06 12,03
GP42 0,75 0,03 3,95 0,59 0,06 9,43
GP43 0,87 0,05 5,44 0,67 0,06 8,43
GP44 0,39 0,03 6,78 0,30 0,03 8,82
GP45 0,30 0,02 6,94 0,23 0,02 10,44
GP46 0,13 0,01 7,27 0,11 0,01 9,23
GP47 0,11 0,01 9,09 0,09 0,01 9,18

n = broj replika

423. 2SWLPL]DFLMD SURpLaAauUDYDQMD JOLNDQD QDNRQ GHJOL

1IDNRQ RSWLPLIDFLMH NRUDND GHQDWXUDFLMH L GHJOLNR’
hladnim etanolom (Poglavlje 3.3.5.3.) sa svrhom izostavljanja filtriranja uzoraka kroz 30 kDa
ILOWHUH 3RJODYOMH bLPH EMWWR ANFRD/QMIFROW UNHEE@LL p [0
REJLURP GD VH XYRYHQMHP PHWRGH WDORAHQMD SURWH!]
filtriranja uzoraka kroz 30 kDa filtre nisu dobili kromatogrami koji bi se mogli integrirati i

rezultati usporediti nakon HILKUPLC analize Y OLND RYD YUVWD JDPMHQH (
WDNR GD MH NRQDpQD PHWRGD NRMRP VX DQDOL]JLUDQL X
kroz 30 kDa filtere.
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Slika 12. Reprezentativni kromatogrami nakon HI:I€3/& DQDOL]JH QDNR¢
glikana kroz 30 kDa filter (A)i WDORAaAHQMHP KO D G Q kjEdikdd RO R P

4.3. Robusnost metode za analizu fjlikana mozga

Robusnost metode je testfin NDNR MH RSLVDQR X 3RJODYOMX 1D
LVSLWDWL NROLNL XWMHFDM QD PHWRGX LPDMX IDNWRUL |
EURMD X]JRUDND WM NDG QLMH PRJXUH VYH X]J]RUNH SDUD
perodD LVWLP NHPLNDOLMDPD L RG VWUDQH VDPR MHGQRJ I
su pokazali da je metoda robusna jer svi od 75 kromatografskih pikova su imali CV maniji od

V WLP GD VX VDPR WUL NURPDWRJUDIV N k&eficyeght LPDOD
YDULMDFLMH MH ELR 7TDNRYyHU QDSUDYOMHQD MH XVS&
MHGQRJ DQDOLWLpPDUD V GUXJLK RVDP DQDOL]JLUDQLK RG
RG WMHGDQ GDQD VOLND L Wijeddddt G PS.RINHHIE Q@D L

kromatografskih pikova kao iCV ELOH UHODWLYQR QLVNH NRG RGUH

SLNRYD QSU *3 L *3 VH MDVQR YLGMHOR UD]GYDMDQMH
5D]JOLND L]JPHyX GYDOMHQDMIX®BIWMH IMH*ELWH MH LIQRVLOD V)
tome svi uzorci su randomizirani prije analize tako da dobivena razlika ne bi bila zbog razlike

LIPHYyX DQDOL]D QHJR GD EL SRND]DOD VWYDUQX ELRORA&N.
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Tablica 8. Robusnost metode HILKOPLC. 8VSRUHGED

GYD PLaAMD PR]JD

DOLNYRWD PL&M
DQDOL]LUDQD LVWRP PHWRGRP X U|
DQDOLMLNDRDQD MH VUHGQMD YULMHG QR V ViskdgGhMa-LQuRupSd;

SRYU&ALQL VYLK SLNRYDJdE NWRPDR/RDUBR® GHYLMDFLM
koeficijent varijacije (CV).

Udio kromatografskog Udio kromatografskog
pika pika
Kromatografski (n=16) Kromatografski (n=16)

pik pik

Udio SD/ | cv/ Udio SD/ | cVv/

1% I 1% % | %
GP1 1,55 0,05 | 3,00 GP39 1,08 0,03 | 2,80
GP2 0,24 0,01 | 4,60 GP40 1,39 0,03 | 1,80
GP3 0,77 0,02 | 2,30 GP41 1,18 0,03 | 2,45
GP4 0,29 0,01 | 4,72 GP42 1,09 0,04 | 3,45
GP5 4,85 0,08 | 1,65 GP43 0,43 0,02 | 3,84
GP6 11,51 | 0,26 | 2,25 GP44 0,73 0,02 | 2,43
GP7 6,31 0,10 | 1,59 GP45 0,31 0,02 | 5,13
GP8 0,15 0,01 | 10,17 GP46 1,53 0,03 | 2,21
GP9 1,25 0,02 | 1,60 GP47 0,30 0,02 | 6,99
GP10 0,19 0,01 | 6,55 GP48 1,10 0,02 | 1,79
GP11 0,22 0,02 | 11,31 GP49 0,41 0,03 7,11
GP12 0,22 0,01 | 6,50 GP50 0,31 0,02 | 7,71
GP13 6,85 0,13 | 1,82 GP51 0,42 0,01 | 3,19
GP14 1,41 0,03 1,94 GP52 1,65 0,04 | 2,15
GP15 0,24 0,01 | 4,68 GP53 0,87 0,01 | 1,71
GP16 0,18 0,02 | 9,06 GP54 0,59 0,02 | 3,05
GP17 2,80 0,04 | 1,58 GP55 0,56 0,02 | 3,34
GP18 1,40 0,02 | 1,28 GP56 1,15 0,03 | 2,61
GP19 0,38 0,02 | 4,58 GP57 1,07 0,03 | 3,13
GP20 3,52 0,06 | 1,65 GP58 0,92 0,04 | 3,93
GP21 6,24 0,08 | 1,29 GP59 0,49 0,01 | 3,07
GP22 2,18 0,02 | 1,07 GP60 0,41 0,02 | 4,51
GP23 0,96 0,02 | 1,70 GP61 0,39 0,02 | 4,24
GP24 0,30 0,01 | 3,91 GP62 0,23 0,02 | 7,41
GP25 0,43 0,02 | 3,77 GP63 0,87 0,03 | 3,47
GP26 0,40 0,02 | 4,06 GP64 0,81 0,04 | 4,71
GP27 1,07 0,03 | 2,68 GP65 0,48 0,02 | 4,71
GP28 1,20 0,02 | 1,32 GP66 0,66 0,02 | 3,39
GP29 1,11 0,04 | 3,91 GP67 0,61 0,04 | 591
GP30 4,76 0,05 | 1,03 GP68 0,50 0,02 | 3,69
GP31 1,35 0,02 | 1,55 GP69 0,29 0,02 | 554
GP32 0,41 0,02 5,30 GP70 0,19 0,01 6,47
GP33 0,42 0,01 | 2,43 GP71 0,07 0,01 | 11,86
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Nastavak tablice 8

Udio kromatografskog Udio kromatografskog
pika pika
Kromatografski (n=16) Kromatografski (n=16)
pik pik
“udio | SD/ | cv/ “udio | sb/ | cvi/
R 1% | %] %
GP34 0,73 0,03 | 3,78 GP72 0,23 0,01 | 5,36
GP35 0,97 0,02 | 2,01 GP73 0,17 0,01 | 5,00
GP36 8,03 0,13 | 1,67 GP74 0,17 0,01 | 551
GP37 0,55 0,03 | 5,78 GP75 0,08 0,01 | 6,45
GP38 0,84 0,02 | 2,42 / / / /

n = broj replika

Slika 13. Robusnost HILIGUPLC metode za analizu-likana tkiva mozga. Za svaki kromatografs
pik su prikazana dva beplota, po jedan za svaki analizu kod ispitivanja robusnosti i osam replike

Ivan Gudelj Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 56

4.4. HILIC -UPLC analiza N-glikana mozga

*OLNDQL PR]JDUYDNODLPLWHKLMD VX DQDOL]JLUDQL QD QDpl
UDVSRUHYHQL GRGDWDN WDNR GD VH X VYDNRM DQDOL]I
YUVWD UHJLMD GREL L VSROD 6YL X]J]RUFL VX QDjiwDM QD
uzoraka pridodan i jedan standard. Standardi su napravljeni homogenizacijom 500 mg
humane kore velikog mozga te podjelom nakon homogenizacije i dodavanja metanola
(Poglavlje 3.3.1.) u 10 jednakih alikvota. Svaki je standard kao i uzorci nakon randmizac
pXYDQ SYylk 6YDND VHULMD MH DQDOL]JLUDQD XQXWDU pF
homogenizirani (Poglavlje 3.3.1.) i napravljena kloroform/metanol ekstrakcija kako je to
opisano u Poglavlju 3.3.2., s tim da su koraci soniciranja zamijenjeniniimdabrakom
homogenizacije (Poglavalja 3.3.5.1. i 4.2.1.). Uzorci su potom denaturirani u prisutnosti SDS
a i lgepala CA640 i deglikozilirani enzimom PNGazom F u skladu s Poglavljem 3.3.3., s
LIPMHQRP GRGDQ-H (PRoRaIeBL3G 3. i64.8.2.).dkon deglikozilacije uzorci su
SURpPLAUHQL NUR] N'D ILOWHUH 3RJODYOMH RV
aminacijom fluorescentnom bojom AB, prema postupku opisanom u Poglavlju 3.3.6.
JOXRUHVFHQWQR RELOMHAHQL JO liibbieeentanX b&d) Rydtkai HQL
reagensa i proteina HILK63( SURpLAaAUDYDQM@HP AcihPrepfiltedfima uz
ispiranje s 96 %W QLP DFHWRQLWULORP X YRGL RKODYHQLP SUL
IOXRUHVFHQWQR RELOMHaH Q{UPLO mbit@ignh. opisan@nQUDFOdIduljw DQ L +
L X VYLP NURPDWRJUDPLPD MH QD LGHQWLpPpDQ QDpLQ
VOLND ,] DQDOL]H VX LVNOMXpPpHQL VYL X]JRUFL NRG NR
PRJOR VD VLJXUQR &dlvakog kiviatbghatskddJdik® (takvih je uzoraka bilo

devet).
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Slika 14. SHSUH]JHQWDWLYQL NURPDWRJUDP IOXRUHVFHQW
PRYMHND 8]JRUFL VX SUL S@ZordlQadetoqitril)x IDFG W &nqlizikan|in€ari
gradijent od 27 % do 29,5 % prvih 15 minuta 29387 % volumnog udjela 100 mmol™L
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,561 mML'mMWOMHGH i LK
NURPDWRJUDPX MH LQWHJULUDQR XNXSQR N WiRjP D W R/J
Tkolone= 25 °C,Tuzoraka= 5 °C, H#f 250 nm, H B 428 nm. EU4edinica emisije

6WDQGDUGL VX DQDOL]LU D Qiora@d i GeHIQHS lupi®d @ papdvfito§ N D R
PHWRGH &4WR MH ELOD L NRQWUROD GD XRpHQH UD]JOLNH |

SRJUHANH PHWRGH QHJR VX SRVOMHGLFD ELRORANH UD]C
LIUDpXQDWL VvarijsdigeHZd svakvl kiapnatdgrafski pik (dodatak 2), kao i sredniji

koeficijent varijacije (CV = 10,20 %). Od 58 kromatografskih pikova njih 11 je imalo CV

YHiL RG L WR VX XJODYQRP ELOL NURPDWRJUDIVNL SL
PDQMLP RG 7DNRYHU UDVSU&HQMH XGMHOD NURPDW
NURPDWRJUDIVNL SLN MH ELOR PDQMH RG UDVSU&ZHQMD X

WDNR GD VH RYD PHWRGD SRND]DOD GRYROM®@®R SRX]C
L]JPHYX DQDOL]JLUDQLK X]JRUDND
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Slika 15. 3ULND] X]JRUDND L VWDQGDUDGD QDNRQ DQDOL]H
uzorci prikazani plavim (neparne serije) i crvenim (parne serije).

441. 5D]OLNH L]PHyX JOLNDQYV N Lrégijs iUaVdjenbzaD ]OLPpLWLK YUV

Analiza glavnih komponenti je napravljena kako je opisano u Poglavlju 3.6. Analizom kod

koje su uzete u obzir sve odrasle jedinke svih vrsta (slika 16) je pokazano elglikaniski
SURILOL UD]JOLNXMX L]JPHYX UD]OLPpLWLKGLUNVWWKI LUDIPM W ) F
UHJLMD RGUHYVHQH YUVWH PHYyXVREQR X [DVHEQH VNXSLQF
5DJ]ORJ ]D WR EL PRJDR OHADWL X pLQMHQLFL GD MH NRG a
RGUHYHQH SROXWNH P Rjedibg 864 i dabiy dpk kW astalixX vista nije bilo
PRJXUH LPDWL WDNYH X]JRUNH 6WDWLVWLpPpND J]QDpDMQRVW
GDQD MH X 'RGDWNX 7TDNRYyHU RYRP DQDOL]RP VH SRND]IL
vrsta grupira zag&6 QR L XYLMHN MH MDVQR RGYRMHQ RG RVWDOLL
pripada u evolucijski najstarije regije mozga bi mogla objasniti razlog takvog rezultata. Osim
grupiranja NJOLNDQVNLK SURILOD UD]JOLPpLWLK UHJLiMMStP R]IJD Y
RVLP pLPSDQ]JH L pRYMHND D RVRELWR aWDNRUD RG NRMLI
MH WR VOXpDM L]JPHYyX SRMHGLQLK YUVWD SULPDWD 2G S
JUXSLUDQMH QHRYLVQR RG pLPSDQ]JHLIND®Y MIHN 3 U BRULHND D
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pLPSDQ]JH L pRYMHND OHAL X pLQMHQLFL GD VX WH GYL
DQDOL]JLUDQLK 1DUDYQR JRUH QDYHGHQD RSDADQMD VH
zajedno bez obzira na vrstu kojoj pripada; iakousatarte skupine ipak vidi grupiranje

SUHPD YUVWL NRMRM SULSDGD QSU MDVQR VH YLGL JUXS:S

majmuna neovisno o ostalim vrstama.

Slika16. $QDOL]D JODYQLK NRPSRQHQWL JOLNDQNLK SRl
6YDND ERMD SUHGVWDYOMD RGUH Yy HQDFCY tkursvvelikdd rNozgd
(eng. dorsal frontal cortex), HIP +hipokampus, STRzstrijatum, CBC +mali mozak éng.
cerebellumcortex).

Kad se zbog svega navedenog mali mozak izkrae@nalize glavnih komponenti, postaje

MDVQLMH YLGOMLYR UD]GYDMDQMH L]JPHYyX aWDNRUD L SUL
LIPHYyX pLPSDQ]JH L pRYMHND NRG VYLK RVWDOLK UHJLMD 'V
glikanskih profila navedenitvrsta nakon analize glavnih komponenti, nakon testiranja

]QDpDMQRVWL UD]JOLND ]D VYDNL SRMHGLQDpPQL NURPDWRJ
SRVWRML JHQHUDOQD UD]JOLND X JOLNDQVNRP SURILOX L]
LIPHYyXyRH®UWK NURPDWRJUDIVNLK SLNRYD =D VYH RVWDOH )\

su dani u Dodatku 3.
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Tablica 9. 6WDWLVWLPpNL J]QDpDMQL NURPDWRJUD I VKe LtesBraryet
3RJODYOMH LIPHYX pRY M H K-rijadnpdt R 8,05QJtjidcaj $)&l/arOkDlik&R
MH SXWD YHUD PDQMD VUHGQMD YULMHGQRVW pRYMHI
vrijednost utjecaja stavi u eksponent baze prirodnog logagtma

Kromatografski pik | Utiecaj | 6 WD QGDU G QL p-vrijednost | 3UL O D JRvjilédh@st S
GP39 0,3058 0,0774 0,0002 0,0005
GP47 -0,2266 0,0642 0,0006 0,0016
GP22 -0,1676 0,0489 0,0008 0,0021
GP46 -0,0977 0,0328 0,0030 0,0066
GP50 -0,1872 0,0697 0,0067 0,0139
GP52 0,1439 0,0619 0,0172 0,0328
GP41 -0,1614 0,0713 0,0199 0,0376
GP49 -0,2352 0,1050 0,0211 0,0392
GP38 0,0549 0,0256 0,0268 0,0491

Slika 17. Analiza glavnih komponenti glikeNLK SURILOD VYLK RGUDVOLK

8 DQDOL]X VX XNOM X midlqghnoZgald YWDHNID. NER N\RIY LPVLPERO SU}
kako je navedeno u legendi.
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Analiza glavnih komponenti za glikanske profile odraslih ljudi i fetusa (slika 18) pokazuje
MDVQX SURPMHQX JOLNDQVNRJ SURILOD H&Rjpdia rpARRAMHND V
LIPHYyX IHWDOQRJ L RGUDVORJ UD]JGREOMD JOLNDQVNL SUI
LIPHYyX A&WDNRUD L SULPDWD QDNRQ DQDOL]JH JODYQLK NRF
7DNRYHU L X RYRP VOXbpDM Xozd@deNd2lRujeNod oStaliR tdgiia M@2daR J P
JUXSLUDMXuL VH RGYRMHQR 1DNRQ awR MH XRpHQR WDN
UD]YRMD QDSUDYOMHQD MH LVWD DQD&L].DRDAWRIME DY XE O
QD 60OLFL L 60LFL SRVWRML S UgHKdrSHhSpipfgaM ekspieRiley X D QD
JHQD XNOMXpPHQLK X JOLNR]JLODFLMX W giMgitanje Retalhin] Y R M D
X]RUDND X ]DVHEQX VNXSLQX RG VNXSLQH JGMH VH QDOD]H

Slika 18. Analiza glavnih komponenti glikaNLK SURILOD UD]OLpLWLK VW
ERMD SUHGVWDYOMD RGUBRHQ X KIRIE) G\LD N6RI XVSH. @O ¥ 61\@ E
RG JRGLQH GRN VX RVWDOH RDARCEkKbr& elikby Pazday(eéhgiereal
frontal corteX), HIP thipokampus, STRtstrijatum, CBC tmali mozak (eng.cerebellumcorteX).
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Slika 19. Analiza glavnih komponentH NV SUHVLMH J H QliRozixahijd@Mtipé ohh C
UDJ]YRMD pRYMHND 6 WIDN B GHioh ROQRXUe¢laBaB(\H1Y Gostkoncepcijskih
tiedana), Rana srednrfetalna (3 +16 postkoncepcijskih tjemha), Srednja srednfetalna (6 £19
postkoncepcijskih tjedana), Kasna srediigjmlna (19+24 postkoncepcijskih tiedana), Kasna fetal
(24 £38 postkoncepcijskih tiedana) 1HRQDWDOQD L URB QipEhiEdddiQ RgshE
G R M H (BDHILRl Brjeseci ), Rano djetinjstvd (£6 godina) Srednje i kasno djetinjstvo (@2
godina), Pubertetlg +20 godina), Ranadrasla (2640 godina), Srednjadpasla (40+60 godina),
Kasnaodrasla( L YLAH JRGLQD

4.5. Analiza N-glikana mozga spektrometrijom masa

Nakon HILICt83/& DQDOL]J]H IUDNFLMH SRMHGLQDPQLK NURPDW
kako je to opisano u Poglavlju 3.3.7.2. i prema integriramjkapanom na Slici 14. Svaka
SRMHGLQDpQD IUDNFLMD MH RVXaHQD GR VXKD WH HVWHU
QHXWUDOL]DFLMH L UD]JOLNRYDQMD VLDOLQVNH NLVHOLQF
SURYHGHQD HWDQRORP XWSRPRRQ'AVMWHRBILNDFLMH X]R!
YHIDQMHP QD SDPXN-WQBRpPLREHMROQLWULORP X XOWUD pLV
pLVWRP YRGRP 3URpLAUHQL HVWHULILFLUDQL JOLNDQL VX
TOFMS-om kako je to opisancX 3RJODY OM X D ]D NDOLEUDFLMX
plazma (Poglavlja 3.5.1+3.5.2.). Ista analiza je napravljena za svaki kromatografski pik bez

prethodne esterifikacije s obzirom da ona nema utjecaja na neutralne glikanske strukture. Na
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WDM RBPpPLQLPOMHQR XNXSQR 06 VSHNWDUD WH VX VYL
uvid u N-glikanske strukture prisutne u mozgu (slika 20).

Slika 20 5 HSUH]JHQWDWLYQL VSHNWDU PDVD ]D NURPDWRJ

Masa 1808,801 je masa dominantne glikanske strukture u navedenom kromatografskom#p

intenziet; m/z tomjer mase i naboja (z 9.1

Za svaku masu za koju je to bIBPRJXUH RYLVQR R LQWHQ]JLWHWX |]D R
VSHNWUX L R EURMX PDVD NRMH VX YLGOMLYH X 06 VSHN
QDSUDYOMHQD MH WDQGHPVND VSHNWURPHWULMD PDVD
spektara, a s obzirom da su seénjgke glikanske strukture nalazile u istim kromatografskim
SLNRYLPD DOL X UD]OLpLWLP YUVWDPD L UHJLMDPD ]D VY
VSHNWDU NRG NRMHJ MH ELOR QDMYL&H IUDJPHQDWD NR
strukture (ska 21).

Slika 21. Reprezentativni spektar masa nakon tandemske spektrometrije masa za masu 1
NURPDWRJUDIVNRJ SLND *3 NR UdthtehEteLniNARdmeRMdsD nalboja

(z=12.
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6WUXNWXUH VX VH DVLIJQLUDOH QD QDpLQ NDNR MH WR RS
GRELYHQH WDQGHPVNRP VSHNWURPHWULMRP PDVD WDE

glukoznim jedinicama kako je to opisano u Poglavlju 3.3.7.1., a GU jedindarguu Tablici

11 za svaki kromatografski pik.

Tablica 10. Strukturno informativni fragmenti i gubitci mase nakon tandemske spektrometrije
opisane u Poglavlju 3.5.4. GIcNAeN-acetil glukozamin, ABtaminobenzamid.

Strukturno informativni . ..
. Kompozicija Interprentacija
fragmenti / m/z
296,0741 laktonizirana sialinska kiselina VLDOLQVN
342,1159 etil-esterificirana sialinska kiselina VLDOLQVN
372,1265 fukozilirani antenarni GIcNAc antenarna fukoza
458,1269 laktonizirana sialinska kiselina s jednon -sialinizirana
heksozom galaktoza
etil-esterificirana sialinska kiselina s -sialinizirana
504,1688 jednom heksozom galaktoza
510,1371 fukozilirani kraj s 2AB VUAQD IXNI
534,1793 dvije heksoze s jednii@IcNAc-om fukozilirana antena
713,2164 dva GIcNAca s fukozom i 2AB-om vuagQD IXNI
661,2063 laktonizirana _S|aI|nska kiselina s heksoz( -sialinizirana
i GIcNAc-om antena
etil-esterificirana sialinska kiselina s -sialinizirana
707,2481 heksozom i GIcNA@©mM antena
807 2642 laktonizirana sialinska kiselina s hekozo -sialinizirana i
' fukozom i GIcNAcom fukozilirana antena
932,2907 tri GIcNAc-a s jednom fukozom i-AB- VWUXNWXUD
om GIcNAc-om
Strukturno informativni _ ..
gubitak mase/ Da Kompozicija Interprentacija
-341,0899 GIcNAc s 2AB-om EH] VUAQH I
-435.1377 laktonizirana sialinska kiselina s jednon -sialinizirana
heksozom galaktoza
4811795 etll-ester_lflcwana sialinska kiselirm -sialinizirana
jednom heksozom galaktoza
-487,1478 GIcNAc s 2AB-om i fukozom vuagQD IXNI
laktonizirana sialinska kiselina s heksoz( -sialinizirana
-638,217 )
i GIcNAc-om antena
etil-esterificirana sialinska kiselina s -sialinizirana
-684,2589 heksozom GIcNAc-om antena
-784 975 laktonizirana sialinska kiselina s -sialinizirana i
' heksozom, fukozom i GIcNAom fukozilirana antena
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Tablica 11. Glukozne jedinice za svaki kromatografski pigkon HILICXJPLC analize Vremena
]JDGUADYDQMD SRMHGLQLK JOLNDQD SUHWYRUHQD VX X
YDQMVNRP VWDQGDUGX KLGUROL]JLUDQLK L I0-$BURKEEBGK
GHNVWUD QR P isdhd iRPagle\Au B137.R SXlikozne jedinice (englucoseunits).

Kromatografski pik | GU | Kromatografski pik | GU | Kromatografski pik | GU
GP1 4,43 GP21 8,34 GP41 11,13
GP2 4,79 GP22 8,39 GP42 11,23
GP3 5,10 GP23 8,52 GP43 11,44
GP4 5,37 GP24 8,62 GP44 11,53
GP5 5,70 GP25 8,66 GP45 11,65
GP6 6,03 GP26 8,75 GP46 11,73
GP7 6,22 GP27 8,84 GP47 12,09
GP8 6,44 GP28 8,91 GP48 12,31
GP9 6,66 GP29 9,04 GP49 12,42
GP10 6,85 GP30 9,10 GP50 12,53
GP11 6,99 GP31 9,28 GP51 12,67
GP12 7,11 GP32 9,40 GP52 12,75
GP13 7,23 GP33 9,57 GP53 12,97
GP14 7,44 GP34 9,65 GP54 13,17
GP15 7,54 GP35 9,75 GP55 13,36
GP16 7,67 GP36 9,91 GP56 13,51
GP17 7,87 GP37 10,12 GP57 13,67
GP18 8,00 GP38 10,31 GP58 13,97
GP19 8,11 GP39 10,69 / /
GP20 8,25 GP40 10,95 / /

3UYL NRUDN SULOLNRP RGUHyYLYDQMD VWUXNWXUD MH ELO
UDpXQDOQRJ DODWD *O\FRORG XQRVHUL PDVX X 'DOWRQLPL
MH WR ELR LRQ QDWULMD L PRGLItABDMALMARON dADiaNR QL V X
QDML]JOHGQLMH d8HUHUQH NRPSR]JLFLMH NRULAWHQ MH UD
PRJXUD aHUHUQD NRPSR]JLFLMD SULND]DOD V PRGLILNDFLM
fragmenti za takvu strukturu ukoliko je za nju bio snimljels/MS spektar. Na MS/MS

VSHNWUX |D DQDOL]JLUDQX VWUXNWXUX EL VH WUDALOL IUD
RGUHYHQX JOLNDQVNX VWUXNWXUX D NDG EL VH GR&AOR G
NIBRT GlycoBase baza podataka gdje bi SRPRUX *8 MHGLQLFD YLGMHOR N
WDNYD VWUXNWXUD HOXLUD X QDYHGHQRP NURPDWRJUDIV
QLMH NRQWDPLQDFLMD QHNRJ RG SUHWKRGQLK LOL VOM

fragment od glikanskih struktura koguiraju u analiziranom kromatografskom piku. Na
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QDYHGHQL QDpLQ VX RG SRpHWQH -TORMS ahalizZ@ Hdb®edeH QH QD

JOLNDQVNH VWUXNWXUH UDVSRUHYHQH SUHPD NURPDW
JOLNDQVNX VWU X M@énXudix zavisMaki ktdbdtogBkipik te su sve glikanske
VWUXNWXUH NRMH VX pLQLOH PDQMH RG XGMHOD X NU
VWXSQMHYH UD]J]YRMD XNORQMHQH L] WDEOLFH WH MH WD
struktura (talica 12) kojima se mogu pripisati rezultati nakon HILWPLC analize

3RJODYOMH 2G QDYHGHQLK JOLNDQVNLK VWUXNW)>
VDGUADYD VLDOLQVNX NLVHOLQX RG NRMLK VR®R
GRN MH QMLK VYLK VWUXNWXUD LPD LVNOMXpPLYR

njih 79 (26,9 % svih struktura) ima kombinaciju tih dviju veza sialinskih kiselina, ali u tim
NRPELQDFLMDPD PR&H VH YLGMHWL BBXQIRDQH&KL. EURM]REDC
neutralnih glikanskih struktura njih 106 (35,7 % svih glikanskih struktura) pripada skupini
neutralnih kompleksnih struktura, dok ih je samo 35 (11,9 % svih glikanskih struktura) u
skupini hibridnih i oligomanoznih struktura. Jein VWU XNW XUD VD VXOIDWRP NR
10 % udjela u kromatogramu je FA3SulfatG1 kromatografskog pika GP10.
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Tablica 12. Glikanske strukture prisutne u mozgu nakon anahetodama opisanim u Poglavlju 3. Prikazane su sve glikanske strukture k
PLQLOH YLaAH RG

prema Oxford nomenklatdh

RGUHYHQRJ NURPDWRJUDIVNRJ SLND SUHPD DQD®RPXUMHQE®MC
D 1D RVWDOH MH GDQ VDPR VDVWDY 1D PMHVWX JGMH QLMH G

U H OA@ Rkora velikog mozga (englorsal frontal cortex), HIP thipokampus, STRtstrijatum, CBC tmali mozak éng.cerebellum corteX);
H-heksoza, NiN-acetilglukozamin, Fukoza, Efesterificirana sialinska kiselina,aktonizirana sialinska kiselina.

h 1} Po]l vel «SEMISPE p DA %krbin@diqgrédskog pika /94 P
Kromatografski| Masa/ | Glikanska - -
pik Da struktura K €& +0] }AI Fetus Ju%o vi Makaki majmun asS |} E
HIP | DFC| STR] CBC| HIP | DFC] STR| CBC| HIP | DFC] STR| CBC] HIP | DFC|] STR| CBC] HIP | DFC] STR| CBC

1199,5 FM3 99 | 98 | 95 | 45 | 92 | 91 | 94 | 97 | 96 | 98 | 99 | 98 | 97 | 84 | 99 | 98 | 86 | 89 | 90

ert 1256,5 BM3 55 16 14 | 11 | 10
12154 M4 100 61 | 78 | 83 | 44 | 70 | 45 | 70 | 88 | 100 | 100 | 90 [ 100| 76 | 89 | 89 | 20 | 36 | 44 | 55

er2 1402,5 FA1 39 22 17 56 30 55 30 12 10 24 11 11 80 64 56 45
1402,6 FA1 91 | 78 | 78 | 96 | 82 | 98 | 95 | 98 | 89 | 95 | 92 | 97 | 83 | 68 | 76 | 87 | 46 | 32 | 49 | 47

ePs 1459,6 A2 22 22 18 11 17 32 24 13 54 68 51 53
1361,5 FM4 94 | 93 | 85 | 81 | 77 | 67 | 83 | 67 | 69 | 78 | 77 | 85 | 78 | 91 | 76 | 89 | 67 | 57 | 69 | 56

ePa 1418,5 AlM4 15 19 23 33 17 33 31 22 23 15 22 24 11 33 43 31 44
1605,6 FA2 64 | 76 | 75 | 89 | 40 | 33 | 39 | 34 | 50 | 73 | 90 | 86 | 85 | 69 | 86 | 84 | 97 | 93 | 93 | 94

ePs 1662,6 A2B 36 | 24 | 25 | 11 | 60 | 67 | 61 | 66 | 50 | 27 14 | 15 | 31 | 14 | 16

GP6 1377,5 M5 100 | 99 | 99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 98 | 99 | 100
1808,7 FA2B 99 | 98 | 94 | 99 | 98 | 99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 53 | 100 | 94 | 93 | 88 | 92 | 99 | 97 | 95 | 92

er 1824,7 | A2[6]BG1 47 12
1523,7 FM5 68 | 37 | 82 74 | 78 | 60 | 82 12 38 47 39 | 66 | 80 | 69 | 73
1767,7 | FA2[6]G1 14 13

P8 1824,7 | A2[3]BG1| 29 11 15 17 26 35 43 19 78 30 24 15 16
1865,7 A4 52 57 12 100 | 53 57 37 15 23 31 15

Ivan Gudelj Doktorska disertacija




§ 4. Rezultati 68

Nastavak tablice 12

h Po]l vel «SEUISHE DM ¢% ISCEU %o}i v VIP IE}u S}PE (°I}P
Kromatografski| Masa / Glikanska I} ] ot s & > %t | ! ! ! (-1
pik Da struktura K E «0] }Ai Fetus Ju%o vi Makaki majmun as I}@E
Hip | prc| sTr| cec| HiP | brc| sTR| cac| HiP | bFc| sTR| cac| HiP | bFc| sTR| cBc| HiP | DFC| sTR| cBC
1580,6 A1M5 11 12
GP9
1767,7 FA2[3]G1 96 91 88 90 95 97 99 96 97 97 97 95 94 94 97 94 88 85 81 89
1539,5 M6D3 12 30 42 58 18 14 54 22 24 72 31 67 68 96 62
1971,0 FA2BG1 11 81
GP10
2011,9 FA4 66 47 31 23 16 25 70 67 55 95
2072,7 FA3SulfatG1 75 27 69 52 59 20 20 14 27 32 31
1539,6 M6D1 17 21 13 10 15 18 19 53 65 69 45
1783,8 A2G2 30 11 15 31 12 13
GP11
1970,9 FA3G1 34 14 16 11 55 75 38 37 26 42 23 25 25 22 14 16 11
2011,9 FA3B 29 78 61 78 13 12 33 25 55 53 65 48 49 59 58 17 20 18 42
1539,8 M6D2 86 91 82 98 98 94 93 98 94 93 87 95 92 94 92 93 97 95 94 98
GP12
1971,1 FA3G1 13 10 12
1710,7 H4N3F2 25 27 17 13 15 22 18 20 10 10
1726,7 FA1M5 14 20 29 21 23 15 18 16 20 17 11 23 29 35 36 26 75 70 68 44
GP13
1783,7 A1BM5 19 12 33 29 29 37 32 22 18 34 37 33 14 57 31
1970,8 FA3G1 64 47 33 29 35 41 39 31 40 45 79 37 29 23 43 17 16 13 15 23
GP14 1970,9 A3F1G1 100 | 100 | 99 | 100 | 100 | 98 99 | 100 | 100 | 99 | 100 | 100 | 96 96 96 94 | 100 | 94 96 98
1913,9 FA2F1G1 93 82 82 95 50 56 77 51 82 75 93 92 79 71 95 80 97 97 96 94
1945,8 H6N4 17
GP15
1970,9 A3F1G1 33 31 14 34 12 14
2173,9 FA4G1 16
GP16 1929,9 FA2M5 99 95 83 99 93 90 99 99 98 97 99 99 84 87 95 97 89 86 92 97
GP17 2116,8 | FA1F1G1LacDiNA 98 96 93 96 97 96 99 | 100 | 99 99 99 96 92 | 100 | 97 92 95 96 93 97
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Nastavak tablice 12

Kromatografeki| Masa Giikanska h ]} Po]l vel <SEUISUE | DA % ISEWP %}i Jv VIP IE}u §}PE (I}P
pik Da struktura K & *0] }Ai Fetus Ju%o vi Makaki majmun as I}@&E
HIP | bFc| sTR| cBc| HIP | bFc| sTR]| cBc| HIP | bFc| sTR| cBc| HIP | DFC| sTR| cBc| HIP | DFC| STR| cBC
1701,9 M7 95 | 90 | 80 | 92 | 96 | 96 | 95 | 99 | 89 | 94 | 91 | 95 | 85 | 84 | 77 | 95 | 91 | 91 | 89 | 99
GPi8 1873,0 FALF1G1M4 19 10 14 | 14 | 21
2000,4 | FA1G1S[3]1M4 17 | 13
GP1d 2075,7| FALF1G1BM4 | 95 | 98 | 99 | 100 | 83 | 79 | 96 | 92 | 97 | 96 | 100 | 100 | 98 | 99 | 99 | 100 100 | 84
2087,0 FA2G1S[6]1 11 30 | 20
1888,7 A1F1GIM5 20 | 10 | 15 | 25 35 | 13 61 | 32 | 52 | 49 | 13
2075,8| FA1F1G1BM4 11 | 24 | 17 10 | 15 | 23 28 18 20 | 11 12
P20 2091,8 FA2G1M5 92 12 | 19 20 | 30 | 23 | 60 12 47 47 | 23 | 56 | 21 | 25 | 71
2116,8 | FA1F1G1LacDiNA 47 | 28 | 32 10 | 10 | 15 35 | 12 12
2319,9 H4N6F2 29 | 19 | 17 10 | 15 | 15 21 | 33 | 10 15
2447,0 H4ANGF1L1 23 | 17 23 46 | 28
GP21 1888,8 A1F1G1M5 54 | 50 | 91 | 60 | 85 | 77 | 76 | 67 | 85 | 68 | 97 | 45 39 | 93 | 46 | 65 | 69 | 38 | 18
2320,0 H4ANGF2 23 | 27 21 | 15 | 11 | 19 | 30 54 | 38 | 25 53 | 35 | 30 | 56 | 80
2446,9 HANGF1L1 24 12
GP22 2091,8 FA2G1M5 14 | 20 | 26
2320,0 H4ANGF2 74 | 95 | 89 | 89 | 85 | 100 | 90 | 100 | 84 | 82 | 94 | 95 | 76 | 83 | 91 | 94 | 86 | 80 | 69 | 93
21032 A2G2S[6]1 16 18 57 | 50 | 35 | 44
24473 HANGF1L1 12
GP23
1863,5 M8D2,D3 25 | 71 | 53 | 28 | 13 | 20 29 | 31| 36 | 39 | 73 | 34 | 25 | 47 | 66 58 | 86 | 57
2278,9 FA2F1BG2 46 | 17 | 19| 30 | 13 | 17 | 30 | 13 | 50 | 29 | 48 | 12 | 36 | 45 | 46 | 24 30 13
GP24 1863,7 M8D1,D3 100 | 100 | 100 | 99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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