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N-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �]�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �8�� �R�Y�R�M�� �G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�L��
konstruiran je prostorno-�Y�U�H�P�H�Q�V�N�L���J�O�L�N�R�P�V�N�L���S�U�R�I�L�O���P�R�]�J�D�����L�V�W�U�D�å�X�M�X�ü�L���1-glikanske strukture 
�þ�H�W�L�U�L�M�X�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �U�H�J�L�M�D�� �P�R�]�J�D���� �I�U�R�Q�D�W�D�O�Q�D�� �G�R�U�V�D�O�Q�D�� �N�R�U�D�� �Y�H�O�L�N�R�J�� �P�R�]�J�D����
�K�L�S�R�N�D�P�S�X�V�����V�W�U�L�M�D�W�X�P���W�H���P�D�O�L���P�R�]�D�N�����L���Q�M�L�K�R�Y�X���U�D�V�S�R�G�M�H�O�X���X���P�R�]�J�X���R�G�U�D�V�O�R�J���þ�R�Y�M�H�N�D�����N�D�R���L���X��
�P�R�]�J�X�� �þ�R�Y�M�H�N�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �I�H�W�D�O�Q�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �V�� �Q�D�P�M�H�U�R�P�� �G�D se dobije evolucijska 
perspektiva N-�J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �U�H�J�L�M�D�� �P�R�]�J�D���� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �X�V�S�R�U�H�G�E�D��
�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �U�H�J�L�M�D�� �P�R�]�J�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �J�O�L�N�R�P�D�� �P�R�]�J�D�� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �þ�L�P�S�D�Q�]�L���� �P�D�N�D�N�L�� �P�D�M�P�X�Q�D�� �L��
�ã�W�D�N�R�U�D���� �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �S�U�R�I�L�O�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� �P�R�]�J�D�� �M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �G�Y�D�M�X��
�D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�K�� �S�U�L�V�W�X�S�D���� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �X�O�W�U�D�Y�L�V�R�N�H�� �G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�R�V�W�L�� �L�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�H��
masa. Uvidom u N-�J�O�L�N�R�P���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���X�]�R�U�D�N�D�����X�R�þ�H�Q�D���M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���L�]�P�H�ÿ�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��
�U�H�J�L�M�D���� �Y�U�V�W�D�� �L�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �P�R�]�J�D���� �5�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X N-�J�O�L�N�R�P�D�� �M�H�� �E�L�O�D�� �Y�H�ü�D�� �ã�W�R�� �V�X�� �Y�U�V�W�H�� �E�L�O�H��
evolucijski udaljenije. N-�J�O�L�N�D�Q�V�N�L�� �S�U�R�I�L�O�� �P�D�O�R�J�� �P�R�]�J�D�� �V�H�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�R�� �R�G�� �R�V�W�D�O�L�K��
analiziranih regija. Razvijena HILIC-UPLC metoda za analizu N-glikana tkiva mozga se 
pokazala reproducibilnom i robusnom. 
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§ 1. UVOD 

�*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �M�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�D�� �S�R�V�W�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�D�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �N�R�M�D�� �V�H�� �Q�H�� �G�R�J�D�ÿ�D�� �V�O�X�þ�D�M�Q�R��

���]�D���U�D�]�O�L�N�X���R�G���J�O�L�N�D�F�L�M�H�������Q�H�J�R���M�H���W�R���N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�L���H�Q�]�L�P�V�N�L���S�U�R�F�H�V���G�R�G�D�Y�D�Q�M�D���ã�H�ü�H�U�D���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D��

za koji ne postoji izravna uputa �X�S�L�V�Q�D�� �X�� �P�R�O�H�N�X�O�L�� �'�1�$���� �Q�H�J�R�� �M�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �V�O�R�å�H�Q�R�J��

�P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���H�Q�]�L�P�D���L���P�H�W�D�E�R�O�L�W�D�����*�O�L�N�D�Q�L���Y�H�]�D�Q�L���]�D���S�U�R�W�H�L�Q�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���V�X���X���V�N�R�U�R��

�V�Y�H�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �L�� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �S�U�R�V�W�R�U�X1. Promijene u 

�V�D�V�W�D�Y�X���L���N�R�O�L�þ�L�Q�L���J�O�L�N�D�Q�D���V�X���S�R�Y�H�]�D�Q�H���V���E�U�R�M�Q�L�P���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���V�Y�R�M�V�W�Y�L�P�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���G�R�E�����V�S�R�O����

�U�D�V�D���� �U�H�S�U�R�G�X�N�W�L�Y�Q�L�� �F�L�N�O�X�V���� �V�W�D�G�L�M�� �U�D�]�Y�R�M�D���� �X�W�M�H�F�D�M�L�� �R�N�R�O�L�ã�D���� �L�Q�G�H�N�V�� �W�M�H�O�H�V�Q�H�� �P�D�V�H���� �W�H��

�S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�L�P���L���å�L�Y�R�W�Q�L�P���Q�D�Y�L�N�D�P�D2. 

�3�R�]�Q�D�W�R�� �M�H�� �Y�L�ã�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �R�G�� �N�R�M�L�K�� �M�H�� �Q�D�M�S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�L�M�D�� �1-

�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���� �3�R�þ�H�W�Q�D�� �1-glikanska struktura je sintetizirana u endoplazmatskom retikulumu 

kao razgranata struktura na lipidnom sidru (dolikol pirofosfatu) te se kasnije kotranslacijski, 

�Ä�H�Q���E�O�R�F�´���S�U�H�Q�R�V�L���L���Y�H�å�H���S�U�H�N�R���1-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�D�����*�O�F�1�$�F�����Q�D���G�X�ã�L�N�R�Y���D�W�R�P���D�V�S�D�U�D�J�L�Q�D���X��

�H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�� �R�þ�X�Y�D�Q�R�P�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R�P�� �V�O�L�M�H�G�X�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�±X�±serin ili asparagin�±X�±treonin, 

gdje je X bilo koja aminokiselina osim prolina. U endoplazmatskom retikulumu i kasnije u 

Golgijevom aparatu, N-�Y�H�]�D�Q�H���J�O�L�N�D�Q�V�N�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���V�X���P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�H���K�L�G�U�R�O�L�W�L�þ�N�L�P���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�P��

�ã�H�ü�H�U�Q�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D���Q�D�N�R�Q���N�R�M�H�J���V�O�L�M�H�G�L���S�R�Q�R�Y�Q�D���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���V���G�R�G�D�W�Q�L�P���ã�H�ü�H�U�Q�L�P���V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D����

�V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �1-glikoproteinski kompleks. Dok je slijed reakcija koje dovode do 

bio�V�L�Q�W�H�]�H�����³�H�Q���E�O�R�F�´���S�U�L�M�H�Q�R�V�D���L���S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�M�D���1-�J�O�L�N�D�Q�D���G�R�V�W�D���G�R�E�U�R���S�R�]�Q�D�W�����M�R�ã���X�Y�L�M�H�N���Q�L�M�H���X��

potpunosti poznato kako N-�J�O�L�N�D�Q�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D���E�L�R�O�R�ã�N�X���V�X�G�E�L�Q�X���L���I�X�Q�N�F�L�M�X���1-glikoproteina3. 

�,�]�Q�H�Q�D�ÿ�X�M�X�ü�H�� �M�H�� �N�R�O�L�N�R�� �M�H�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �J�U�X�S�D�P�D��

�H�X�N�D�U�L�R�W�D���� �7�R�� �V�H�� �P�R�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�R�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �N�R�Q�W�Uoliraju metabolizam glikana; 

�J�O�L�N�R�]�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�H���� �J�O�L�N�R�]�L�O�K�L�G�U�R�O�D�]�H���� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�H�U�L�� �ã�H�ü�H�U�D�� �W�H�� �O�H�N�W�L�Q�L�� �V�X�� �R�U�J�D�Q�L�]�L�U�D�Q�L�� �X�� �V�Y�D�N�R�P��

�W�N�L�Y�X�� �L�� �V�W�D�Q�L�F�L�� �W�D�N�R�� �G�D�� �R�P�R�J�X�ü�H�� �S�U�D�Y�L�O�Q�X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X�� �J�O�L�N�R�N�R�Q�M�X�J�D�W�D���� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �W�L�P�H��

�V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�H�� �S�R�W�U�H�E�H�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�Wim uvjetima. Sve obitelji glikana su prisutne kod 

eukariota: N-�J�O�L�N�D�Q�L�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L���2-glikani, C-manoze, glikolipidi i glikozaminoglikani. Svaki od 

�Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K���W�L�S�R�Y�D���S�R�V�M�H�G�X�M�H���M�H�]�J�U�X���N�R�M�D���M�H���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�D���V�Y�L�P���V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D���W�R�J�D���W�L�S�D�����1�D�G�R�J�U�D�G�Q�M�D��

�V�U�å�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �M�H���� �W�D�N�R�ÿ�H�U���� �S�R�S�U�D�ü�H�Q�D�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�P�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�H�U�L�I�H�U�Q�L�P��

�G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�� �]�D�Y�U�ã�Q�L�� �G�L�R�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�P�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D���� �D�� �W�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H��

�V�X�� �R�Q�H�� �N�R�M�H���V�X���L�]�O�R�å�H�Q�H���Y�D�Q�M�V�N�R�P�� �R�N�U�X�å�H�Q�M�X�� �W�H���V�X�� �V�H�O�H�N�W�L�U�D�Q�H�� �G�D�� �E�L�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H��
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prilagodb�H���X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����1�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���P�Q�R�J�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D���J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D���X�W�M�H�þ�X���Q�D��

�I�H�Q�R�W�L�S�V�N�X�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�X�� �L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�� �Q�D�P�� �X�Y�L�G�M�H�W�L�� �I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�R�V�W�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �ã�H�ü�H�U�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D4. 

�1�D�Y�H�G�H�Q�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�O�Q�D�� �V�H�O�H�N�F�L�M�D�� �V�H�� �M�D�Y�O�M�D�� �N�U�R�]�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �L�O�L�� �J�X�E�O�M�H�Q�M�H�P�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K��

�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�K���S�X�W�R�Y�D5. 

�*�O�L�N�R�N�R�Q�M�X�J�D�W�L�� �V�H�� �P�R�J�X�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �X�� �V�Y�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�� �W�N�L�Y�L�P�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �L��

�V�U�H�G�L�ã�Q�M�L�� �å�L�Y�þ�D�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y3,6 �J�G�M�H�� �L�J�U�D�M�X�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �Q�M�H�J�R�Y�R�M�� �I�Xnkciji, a osobito u dijelu 

�å�L�Y�R�W�Q�R�J���F�L�N�O�X�V�D���W�L�M�H�N�R�P���N�R�M�H�J���V�W�D�Q�L�F�H���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���S�U�R�O�D�]�H���³�P�H�W�D�P�R�U�I�R�]�H�´���R�G���Q�H�X�U�D�O�Q�L�K��

�P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �G�R�� �]�U�H�O�L�K�� �Q�H�X�U�R�Q�D���� �D�V�W�U�R�F�L�W�D�� �L�� �R�O�L�J�R�G�H�Q�G�U�R�F�L�W�D�� ���L�O�L�� �6�F�K�Z�D�Q�Q�R�Y�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X��

�S�H�U�L�I�H�U�Q�R�P�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X������ �'�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D�� �L funkcija tih stanica ovisi o njihovom 

�R�G�J�R�Y�R�U�X�� �Q�D�� �Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �L�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�H���� �D�� �W�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�L�� �R�Y�L�V�H�� �R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L�� �L��

�R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�V�N�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �6�Y�H�� �Y�L�ã�H�� �S�R�V�W�D�M�H�� �M�D�V�Q�R�� �G�D�� �M�H�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �W�L�K�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D��

�U�H�J�X�O�L�U�D�Q�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�ã�ü�X�� �1-glikanski�K�� �R�V�W�D�W�D�N�D�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D���� �������� �V�H�N�U�H�F�L�M�X���� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �L��

�U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X���O�L�J�D�Q�G�D���U�H�F�H�S�W�R�U�D�������������V�W�D�Q�L�þ�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�����L�Q�W�H�U�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�X���W�H���U�H�F�L�N�O�L�U�D�Q�M�H���L�O�L���W�X�U�Q�R�Y�H�U��

takvih receptora; (3) adheziji neurona i drugih stanica preko receptora koji se nalaze na 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �L�� �Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �P�D�W�U�L�N�V�D���� �������� �L�Q�G�X�N�F�L�M�L�� �L�� �W�U�D�Q�V�G�X�N�F�L�M�L�� �V�L�J�Q�D�O�D���S�U�H�N�R��

faktora rasta te neurotransmitorskih receptora i ionskih kanala. Kod mnogih od navedenih 

�V�O�X�þ�D�M�H�Y�D���� �1-�J�O�L�N�D�Q�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D���� �������� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�� �V�P�D�W�D�Q�M�H�� �O�L�J�D�Q�D�G�D�� �L�O�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D���� ��������topljivost ili 

�S�R�O�D�U�Q�R�V�W�� �O�L�J�D�Q�D�G�D�� �L�O�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D���� �������� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �Q�D�� �Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �L�O�L�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �I�D�N�W�R�U�H�� �N�R�M�L��

�L�Q�G�X�F�L�U�D�M�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�Q�H�� �S�X�W�R�Y�H�� �L�O�L�� �S�R�V�U�H�G�X�M�X�� �G�D�O�M�Q�M�H�� �S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�M�H�� �1-glikoproteina. 

�3�R�V�O�M�H�G�Q�M�H�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�R�� �]�D�R�N�X�S�O�M�D�� �R�V�R�E�L�W�X�� �S�D�å�Q�M�X�� �X�� �S�R�V�O�M�H�G�Q�M�H�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �]�D�W�R�� �M�H�U�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �1-

�J�O�L�N�D�Q�L�� �P�R�J�X�� �U�H�J�X�O�L�U�D�W�L�� �S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �U�H�F�H�S�W�R�U���O�L�J�D�Q�G�� �N�R�P�S�O�H�N�V�L�P�D�� �L�O�L�� �ã�H�ü�H�U-

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�D�� �S�O�D�]�P�D�W�V�N�R�M�� �P�H�P�E�U�D�Q�L�� ���Q�S�U���� �J�D�O�H�N�W�L�Q�L���� �N�R�M�L�� �S�R�V�U�H�G�X�M�X�� �X��

endcitozi i egzocitozi, transportu ili sortiranju, te recikliranju ili turnoveru takvih receptora7�±9. 

�7�D�N�R�ÿ�H�U�����P�X�W�D�F�L�M�H���X���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���N�R�M�L���S�R�V�U�H�G�X�M�X���1-glikozilaciji i procesiranju N-glikana 

mogu dov�H�V�W�L�� �G�R�� �R�]�E�L�O�M�Q�L�K�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �L�� �R�Q�H�� �X�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�P�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�P�� �V�X�V�W�D�Y10. 

�1�D�Y�H�G�H�Q�R�� �Q�L�M�H�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�R�� �V�D�P�R�� �Q�D�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �X�� �J�O�L�N�R�]�L�G�D�]�D�P�D���J�O�L�N�R�]�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D�P�D�� �N�R�M�H��

sudjeluju u obradi i procesiranju glikan�D�����Q�H�J�R���R�E�X�K�Y�D�ü�D���L���S�U�R�W�H�L�Q�H���N�R�M�L���V�X�G�M�H�O�X�M�X���X���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�X��

N-glikoproteina za njihovo daljnje procesiranje u endoplazmatskom retikulumu ili 

�*�R�O�J�L�M�H�Y�R�P�� �D�S�D�U�D�W�X���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R�� �N�R�G�� �K�X�P�D�Q�L�K�� �X�U�R�ÿ�H�Q�L�K�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H��

(CDG, eng. congenital disorders of glycosylation)11. 

�8�� �S�R�V�O�M�H�G�Q�M�H�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�D�� �Q�H�X�U�R�]�Q�D�Q�R�V�W�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�D�� �G�R�O�D�V�N�R�P�� �³omics�´��

tehnologija i profiliranjem genoma, proteoma i metaboloma mozga12�±14. Tradicionalne 
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�P�H�W�R�G�R�O�R�J�L�M�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �L�P�X�Q�R�K�L�V�W�R�N�H�P�L�M�D�� �V�X�� �]�D�P�L�M�H�Q�M�H�Q�H��

�V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�R�P�� �P�D�V�D�� �Y�L�V�R�N�H�� �U�H�]�R�O�X�F�L�M�H�� �L�� �D�X�W�R�P�D�W�V�N�L�P�� �S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �E�D�]�D���� �8�Q�D�W�R�þ�� �W�R�P�H����

relativno malo se zna o glikomu mozga. Iako postoji obilje imunohistokemijskih dokaza koji 

�S�R�Y�H�]�X�M�X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X�� �V�� �N�O�M�X�þ�Q�L�P�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�P�D�� �P�R�]�J�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�V�W�� �V�L�Q�D�S�V�L�� �L��

formiranje memorije15,16���� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �P�D�O�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �M�H�� �E�L�O�R�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �X�� �S�U�L�P�M�H�Q�L�� �Q�R�Y�L�K��

�³omics�´���W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�D���N�R�M�H���E�L���G�D�O�H���E�R�O�M�L���X�Y�L�G���X���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X���P�R�]�J�D17,18�����-�H�G�D�Q���R�G���U�D�]�O�R�J�D���]�D�ã�W�R��

�M�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �P�R�]�J�D�� �W�D�N�R�� �V�O�D�E�R�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�D�� �E�L�� �P�R�J�D�R�� �E�L�W�L�� �X�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�L�� �G�D�� �V�X�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R��

slabo zastupljeni u mozgu, tj. manje od 5 % suhe tvari mozga dolazi od ugljikohidrata, a dok 

preko 80 % dolazi od lipida i proteina3. 

Za definiranje funkcije N-glikana u normalnim �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �N�D�R�� �L�� �R�Q�L�P�D�� �X��

�E�R�O�H�V�W�L�����S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���S�R�]�Q�D�Y�D�W�L���Q�M�L�K�R�Y�X���W�R�þ�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���L���H�Q�]�L�P�V�N�H���N�R�U�D�N�H���N�R�M�L���J�H�Q�H�U�L�U�D�M�X���W�D�N�Y�H��

�V�W�U�X�N�W�X�U�H���� �7�U�H�Q�X�W�D�þ�Q�R�� �M�H�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�� �Y�H�O�L�N�L�� �Q�D�S�U�H�G�D�N�� �X�� �D�Q�D�O�L�]�L�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �X�]�� �S�R�P�R�ü��

spektrometrije masa (MS) za veliki broj uzor�D�N�D�� �W�H�� �M�H�� �W�R�� �R�W�Y�R�U�L�O�R�� �Q�R�Y�R�� �Y�H�O�L�N�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H�� �]�D��

�S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �1-�J�O�L�N�D�Q�D�� �L�� �R�V�W�D�O�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K�� �J�O�L�N�R�N�R�Q�M�X�J�D�W�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �2-glikani i 

proteoglikani19���� �0�6�� �M�H�� �Y�H�ü�� �G�R�V�W�D�� �G�X�J�R�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �X�� �S�R�O�M�X�� �J�O�L�N�R�P�L�N�H���� �D�O�L�� �Q�M�H�Q�D�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D��s 

�W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P�� ���/�&����eng. liquid chromatography) je postala popularna tek 

nedavno. Prednosti nano-LC tehnologije, kombinirane sa stvaranjem glikanskih LC i LC/MS 

�E�D�]�D�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�W�S�R�P�R�J�O�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�� �S�U�R�I�L�O�L�U�D�M�X�ü�L�K��

�P�H�W�R�G�D���� �0�R�J�X�ü�Q�R�V�W���U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �L�]�R�P�H�U�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�� �]�D�K�W�M�H�Y�� �X��

�J�O�L�N�R�P�L�F�L�����]�D�W�R���M�H�U���J�O�L�N�D�Q�V�N�L���L�]�R�P�H�U�L���þ�H�V�W�R���Y�X�N�X���S�R�G�U�L�M�H�W�O�R���R�G���W�R�W�D�O�Q�R���G�U�X�J�D�þ�L�M�H�J���E�L�R�V�L�Q�W�H�W�V�N�R�J��

procesa20 . 

 

1.1. Svrha i cilj rada 
 
N-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �P�R�]�J�D�� �M�H�� �G�R�V�W�D�� �V�O�D�E�R�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�D���� �D�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �L�� �X�O�R�J�D�� �1-glikana u razvoju i 

�I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�X���P�R�]�J�D���N�D�R���L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���1-�J�O�L�N�D�Q�D���N�D�R���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K���P�H�W�D���]�D���O�L�M�H�þ�H�Q�M�H���W�H���U�D�Q�R���L��

�W�R�þ�Q�R�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�F�L�U�D�Q�M�H�� �E�R�O�H�V�W�L�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �Ve zna da N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �L�J�U�D�M�X�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X���� �9�H�ü�L�Q�D��

�S�R�G�D�W�D�N�D�� �N�R�M�H�� �L�P�D�P�R�� �M�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �1-glikana malog broja 

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���W�H���L���G�D�O�M�H���Q�H�G�R�V�W�D�M�H���F�M�H�O�R�N�X�S�D�Q���1-glikom mozga. Problem nepoznavanja 

N-�J�O�L�N�R�P�D�� �S�R�V�W�D�M�H�� �S�X�Q�R�� �L�]�U�D�å�H�Q�L�M�L�� �N�D�G��se govori o nehumanim primatima kao i tijekom 

�þ�R�Y�M�H�þ�M�H�J�� �S�U�H�Q�D�W�D�O�Q�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �J�G�M�H�� �Q�H�G�R�V�W�D�M�H�� �V�N�R�U�R�� �S�D�� �F�L�M�H�O�D�� �V�O�L�N�D�� �R�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D�� �1-glikana. 

Stoga je cilj ove doktorske disertacije analizirati ukupnu N-glikozilaciju kore velikog mozga, 
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hipokampusa, strijatuma �W�H�� �P�D�O�R�J�� �P�R�]�J�D�� �þ�H�W�L�U�L�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�U�V�W�D���� �ã�W�D�N�R�U�D���� �P�D�N�D�N�L�� �P�D�M�P�X�Q�D����

�þ�L�P�S�D�Q�]�H���L���þ�R�Y�M�H�N�D���� �S�U�L�� �þ�H�P�X���ü�H���N�R�G���Y�U�V�W�H Homo sapiens biti analizirani i fetalni uzorci. Na 

�W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �R�Y�R�� �ü�H�� �S�R�V�W�D�W�L�� �S�U�Y�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�M�H�� �ü�H�� �G�D�W�L�� �S�U�H�J�O�H�G�� �1-glikoma navedenih regija 

mozga i vrsta, njihovu evolucijsku usporedbu kao i usporedbu tijekom razvoja. U tu svrhu 

ukupni N-�J�O�L�N�D�Q�L���X�]�R�U�N�D���ü�H���E�L�W�L���S�U�R�I�L�O�L�U�D�Q�L���L���U�D�]�G�L�M�H�O�M�H�Q�L���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P���N�R�M�D���V�H��

temelji na hidrofilnim interakcijama (HILIC, eng. hydrophilic interaction liquid 

chromatography���� �X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L�� �V�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P�� �X�O�W�U�D�Y�L�V�R�N�H�� �G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�R�V�W�L��

(UPLC, eng. ultra performance  liquid chromatography������ �6�W�U�X�N�W�X�U�H�� �� �X�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P��

�I�U�D�N�F�L�M�D�P�D�� �ü�H�� �E�L�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�D�W�U�L�F�R�P�� �S�R�W�S�R�P�R�J�Q�X�W�H�� �O�D�V�H�U�V�N�H�� �G�H�V�R�U�S�F�L�M�H���L�R�Q�L�]�Dcije 

(MALDI, eng. matrix-assisted laser desorption/ionization���� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�H�� �P�D�V�D�� �W�H�� �R�S�ü�H�J��

poznavanja glikobiologije.  

�7�D�N�R�ÿ�H�U�����]�E�R�J���Q�H�S�R�V�W�R�M�D�Q�M�D���S�U�L�N�O�D�G�Q�H���P�H�W�R�G�H���]�D���D�Q�D�O�L�]�X���1-glikoma mozga iz relativno 

�Y�H�ü�H�J�� �E�U�R�M�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� �X�� �N�U�D�W�N�R�P�� �Y�U�H�P�H�Q�X���� �D�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R uz dobivanje pouzdanijih rezultata, 

�G�L�R�� �R�Y�H�� �G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�H�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�� �U�D�]�Y�R�M���� �R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�X�� �L�� �Y�D�O�L�G�D�F�L�M�X�� �P�H�W�R�G�H�� �N�R�M�D�� �ü�H�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �]�D��

analizu prethodno navedenih uzoraka.  
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§ 2. LITERATURNI PREGLED  

2.1. Glikozilacija  
 
�8�J�O�M�L�N�R�K�L�G�U�D�W�L�� �V�X�� �Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�L���� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �R�U�J�D�Q�V�N�L��

�V�S�R�M�H�Y�L���� �2�Q�L���R�E�X�K�Y�D�ü�D�M�X���P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�H�����Q�S�U���� �J�O�X�N�R�]�D������ �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�H�����Q�S�U����saharoza, laktoza) 

�W�H���S�R�O�L�V�D�K�D�U�L�G�H�����Q�S�U�����ã�N�U�R�E�����F�H�O�X�O�R�]�D�����S�R�O�L�V�D�K�D�U�L�G�L���E�L�O�M�Q�R�J���L���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�J���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���]�L�G�D�����K�L�W�L�Q���W�H��

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�� �J�O�L�N�R�]�D�P�L�Q�R�J�O�L�N�D�Q�L������ �2�V�L�P�� �ã�W�R�� �P�R�J�X�� �S�R�V�W�R�M�D�W�L�� �N�D�R�� �V�D�P�R�V�W�D�O�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H���� �R�Q�L�� �V�H��

mogu vezati s proteinima i lipidima, pritom stva�U�D�M�X�ü�L�� �J�O�L�N�R�N�R�Q�M�X�J�D�W�H�� ���J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�L����

proteoglikani i glikolipidi)1,6. Oligo- i polisaharidi koji su kovalentno vezani za proteine ili 

lipide nazivaju se glikanima, a enzimski proces kovalentnog vezanja glikana na 

p�U�R�W�H�L�Q�H���O�L�S�L�G�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���� �9�H�ü�L�Q�D�� �G�R�E�U�R�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�L�K�� �E�L�R�V�L�Q�W�H�W�V�N�L�K�� �S�X�W�H�Y�D�� �J�O�D�Y�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Q�D��

�J�O�L�N�D�Q�D�� �M�H�� �S�U�R�V�W�R�U�Q�R�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D�� �Q�D�� �H�Q�G�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�L�� �U�H�W�L�N�X�O�X�P�� ���(�5���� �L�� �*�R�O�J�L�M�H�Y�� �D�S�D�U�D�W�� ���*�$������

�7�D�N�R�� �V�X�� �Q�R�Y�R�V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�R�M�X�� �S�R�W�M�H�þ�X�� �L�]�� �(�5�� �N�R�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�L�� �L�O�L�� �S�Rsttranslacijski 

�S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�L�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�� �ã�H�ü�H�U�Q�R�J�� �O�D�Q�F�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�X�S�Q�M�H�Y�D�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �S�X�W�R�Y�D�Q�M�D��

�S�U�H�P�D�� �N�R�Q�D�þ�Q�R�P�� �R�G�U�H�G�L�ã�W�X���� �*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�V�N�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �R�E�L�þ�Q�R�� �N�R�U�L�V�W�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �R�E�O�L�N�H��

�P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�D�� ���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�� �ã�H�ü�H�U�L���� �N�D�R�� �G�R�Q�R�U�H�� �X�� �U�H�D�N�F�L�M�D�P�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �N�D�Walizirane 

�J�O�L�N�R�]�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D�P�D���� �8�� �V�N�R�U�R�� �V�Y�L�P�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�� �G�R�Q�R�U�L�� �V�X�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�L�� �X�Q�X�W�D�U��

citoplazmatskog ili nuklearnog dijela stanice od monosaharidnih prekusora endogenog ili 

egzogenog podrijetla, te kao takvi trebaju biti aktivno transportirani kroz membranski dvosloj 

�X�� �(�5�� �L�� �*�$�� �G�D�� �E�L�� �E�L�O�L�� �G�R�V�W�X�S�Q�L�� �]�D�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �Y�D�å�Q�R�� �M�H�� �Q�D�J�O�D�V�L�W�L�� �G�D�� �]�D��

�U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K�� �V�O�M�H�G�R�Y�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�� �S�U�R�G�X�N�W�L�� �J�H�Q�D���� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �O�D�Q�þ�D�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H��

nisu direktno kodirane genomom te su sekundarni produkti gena. Glikanski lanci se mogu 

�S�R�M�D�Y�L�W�L�� �X�� �E�U�R�M�Q�L�P�� �P�R�J�X�ü�L�P�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D�P�D�� �M�H�U�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �N�D�R�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �N�R�P�S�H�W�L�F�L�M�V�N�L�K�� �L��

�V�H�N�Y�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���G�M�H�O�X�M�X�ü�L�K�� �J�O�L�N�R�]�L�G�D�]�D���L�� �J�O�L�N�R�]�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D���� �7�D�N�R���G�D���X�Q�D�W�R�þ�� �S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�X���U�D�]�L�Q�D��

ekspresije svih relevantnih genskih produkata, mi i dalje ne razumijemo dovoljno strukture i 

�E�L�R�V�L�Q�W�H�W�V�N�H�� �S�X�W�R�Y�H�� �G�D�� �E�L�� �P�R�J�O�L�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�� �S�U�H�G�Y�L�G�M�H�W�L�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P�� �W�L�S�X��

�V�W�D�Q�L�F�D�����â�W�R�Y�L�ã�H�����P�D�O�H���S�U�R�P�L�M�H�Q�H���X���R�N�R�O�L�ã�X���P�R�J�X���X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L���G�U�D�P�D�W�L�þ�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���J�O�L�N�D�Q�L�P�D��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�����W�R�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �W�Y�R�U�L�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�X�� �L�� �G�L�Q�D�P�L�þ�Q�X�� �S�U�L�U�R�G�X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �ã�W�R�� �M�H�� �þ�L�Q�L��

�P�R�ü�Q�L�P�� �E�L�R�V�L�Q�W�H�W�V�N�L�P�� �S�X�W�R�P�� �N�R�M�L�� �V�W�Y�D�U�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�X�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �L�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�R�V�W���� �1�D�U�D�Y�Q�R���� �W�R����

�W�D�N�R�ÿ�H�U�����þ�L�Q�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���J�O�L�N�D�Q�D���S�X�Q�R���]�D�K�W�M�H�Y�Q�L�M�L�P���L���W�H�å�L�P���R�G���Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���L���S�U�R�W�Hina.  
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2.1.1. �9�D�å�Q�R�V�W���L���I�X�Q�N�F�L�M�D���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H 

 
�*�O�L�N�D�Q�V�N�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���J�O�L�N�R�N�R�Q�M�X�J�D�W�D���V�X���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���N�R�P�S�O�H�N�V�Q�H���W�H���V�X���X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���X���E�U�R�M�H���I�X�Q�N�F�L�M�H��

�N�R�M�H���V�X���N�O�M�X�þ�Q�H���X���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�L�����U�D�]�Y�R�M�X���W�H���V�Y�L�P���R�V�W�D�O�L�P���S�R�J�O�H�G�L�P�D���Q�R�U�P�D�O�Q�R�J���I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�D��

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���� �7�D�N�R�� �Q�S�U���� �R�Q�L�� �þ�L�Q�H �J�O�D�Y�Q�H�� �N�U�Y�Q�H�� �J�U�X�S�H�� �L�� �R�V�W�D�O�H�� �D�Q�W�L�J�H�Q�H���� �V�O�X�å�H�� �N�D�R�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�H��

molekule u interakcijama stanica �± stanica i stanica �± molekula, funkcioniraju kao receptori za 

�E�L�R�O�R�ã�N�H���S�U�R�F�H�V�H���W�H���S�R�P�D�å�X���V�P�D�W�D�Q�M�H�����X�V�P�M�H�U�D�Y�D�Q�M�H���L���V�H�N�U�H�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U���V�X���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L��

u or�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�X�� �W�N�L�Y�D���� �N�U�H�W�D�Q�M�H�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �L�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J��

�V�X�V�W�D�Y�D���� �8�� �G�R�V�W�D�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D���� �S�U�D�Y�D�� �X�O�R�J�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �Q�L�M�H�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q�D���� �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X��

�S�R�V�O�M�H�G�Q�M�L�K���Q�H�N�R�O�L�N�R���G�H�V�H�W�O�M�H�ü�D���]�D�M�H�G�Q�R���V���W�H�K�Q�R�O�R�ã�N�L�P���Q�D�S�U�H�W�N�R�P���V�X���R�W�N�U�L�O�L���Vtrukture velikog 

�E�U�R�M�D���J�O�L�N�D�Q�D���W�H���]�Q�D�W�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�O�L���Q�D�ã�H���]�Q�D�Q�M�H���R���Q�M�L�K�R�Y�R�M���E�L�R�O�R�ã�N�R�M���X�O�R�]�L�����D�O�L���L���G�D�O�M�H���M�H���W�R���V�D�P�R��

�Ä�Y�U�K�� �O�H�G�H�Q�R�J�� �E�U�L�M�H�J�D�³���� �� �*�O�L�N�R�N�R�Q�M�X�J�D�W�L�� �V�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�� �X�� �V�Y�L�P�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L��

�W�N�L�Y�L�P�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �L�� �R�Q�H�� �X�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X1,6���� �2�Q�L�� �V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L�� �X�� �W�N�L�Y�Q�R�P�� �P�D�W�U�L�N�V�X�� �L��

�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �W�H�N�X�ü�L�Q�D�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �V�H�U�X�P���� �V�S�L�Q�D�O�Q�D�� �W�H�N�X�ü�L�Q�D�� ���O�L�N�Y�R�U������ �V�O�L�Q�D�� �W�H�� �V�X�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�� �X��

�L�]�U�D�]�L�W�R���Y�H�O�L�N�L�P���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���X���U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�R�M�����J�D�V�W�U�R�L�Q�W�H�V�W�L�Q�D�O�Q�R�M���L���X�U�R�J�H�Q�L�W�D�O�Q�R�M���V�O�X�]�L�����0�H�ÿ�X�W�L�P����

�J�O�D�Y�Q�L�� �U�D�]�O�R�J�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J�� �]�D�Q�L�P�D�Q�M�D�� �]�D�� �J�O�L�N�D�Q�H�� �M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�R�� �S�R�M�D�Y�O�M�L�Y�D�Q�M�H�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D�� �J�G�M�H�� �L�P�D�M�X�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �E�U�R�M�Q�L�P�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �S�U�R�F�H�V�L�P�D���� �*�O�L�N�D�Q�L�� �J�O�L�N�R�N�R�Q�M�X�J�D�W�D��

�N�R�M�L���V�H���Q�D�O�D�]�H���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L���V�X���R�N�U�H�Q�X�W�L���S�U�H�P�D���Y�D�Q�M�V�N�R�M���V�W�U�D�Q�L�����ã�L�U�R�N�R���L���G�D�O�H�N�R�����þ�L�P�H��

�S�R�V�W�D�M�X���G�R�V�W�X�S�Q�L���]�D���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�����$�Q�L�R�Q�V�N�L���ã�H�ü�H�U�Q�L���R�V�W�D�W�F�L���J�O�L�N�D�Q�D���N�R�M�L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X��

�K�L�G�U�R�I�L�O�Q�R�V�W���L���G�R�S�U�L�Q�R�V�H���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�P���Q�D�E�R�M�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����V�X���Y�D�å�Q�H���R�G�U�H�G�Q�L�F�H���V�R�F�L�M�D�O�Q�R�J��

�S�R�Q�D�ã�D�Q�M�D���V�W�D�Q�L�F�H1,6,21�±23.  

 

2.1.2. Vrste glikozilacije 

 

�'�Y�D���Q�D�M�þ�H�ã�ü�D���L���Q�D�M�Y�L�ã�H���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�D���W�L�S�D���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���V�X�� 

a) N-glikozilacija �± glikan je kovalentno vezan ��-glikozidnom vezo�P�� �]�D�� �G�X�ã�L�N�R�Y�� �D�W�R�P��

asparaginskiog ostataka proteina u slijedu aminokiselina Asn �± Xaa �± Ser/Thr (gdje je 

�;�D�D�� �E�L�O�R�� �N�R�M�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �R�V�L�P�� �3�U�R���� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �S�U�H�N�R��N-acetilglukozamina 

(GlcNAc��1-Asn). Iako rijetko, N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �V�H�� �P�R�J�X�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �Y�H�]�D�Q�L�� �]�D�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�� �X��

slijedu Asn�± Xaa�±�&�\�V���� �J�G�M�H�� �V�H�� �F�L�V�W�H�L�Q�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �U�H�G�X�F�L�U�D�Q�R�M�� �I�R�U�P�L���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �N�R�G��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �Y�H�]�D�Q�L�� �]�D�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�� �S�U�H�N�R�� �J�O�X�N�R�]�H����N-

acetilgalaktozamina i ramnoze; dok glikoproteini slatkog kukuruza imaju vezanu 

glukozu na arginin.   
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b) O-glikozilacija �± glikan je kovalentno vezan �.-glikozidnom vezom za kisikov atom 

hidroksilne skupine serina ili treonina preko N-actilgalaktozamina (GalNAc) te se 

takve strukture nazivaju mucinima. Ostali nemucinski tipovi O-glikana mogu imati 

fukozu, manozu, galaktozu i glukozu vezanu �.-glikozidnom vezom ili ksilozu, 

GlcNAc, galaktozu i glukozu vezanu ��-glikozidnom vezom.  

 

�9�U�V�W�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �N�R�M�H�� �Q�L�V�X�� �W�R�O�L�N�R�� �X�þ�H�V�W�D�O�H�� �N�D�R�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�H���� �D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�U�R�O�D�]�H��

ER/GA sintetski put su: 

c) C-manozilacija �± C-1 atom manoze je vezan �.-glikozidnom vezom za C-2 atom 

indolskog prstena prvog triptofana u W-X-X-W (gdje je X bilo koja aminokiselina) 

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R�P�� �V�O�L�M�H�G�X���� �,�D�N�R�� �M�H�� �R�Y�D�M�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�� �V�O�L�M�H�G�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �þ�H�V�W�� �X��

proteinima, C-�P�D�Q�R�]�L�O�D�F�L�M�D���M�H���X�R�þ�H�Q�D���N�R�G���W�H�N���Q�H�N�R�Oiko protein, a njena uloga je i dalje 

nepoznata. 

d) Glikozilfosfatidilinozitolna (GPI) sidra �± �E�L�R�V�L�Q�W�H�W�V�N�L���S�X�W���V�L�Q�W�H�]�H���*�3�,�� �V�L�G�U�D���M�H���S�R�þ�L�Q�M�H��

prijenosom GlcNAc-�D�� �Q�D�� �I�R�V�I�R�L�Q�R�]�L�O�W�R�O���� �*�3�,�� �V�L�G�U�D�� �V�O�X�å�H�� �]�D�� �X�V�L�G�U�D�Y�D�Q�M�H�� �E�U�R�M�Q�L�K��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���]�D���S�O�D�]�P�D�W�V�N�X membranu; C-kraj proteina je povezan preko 

glikana za lipide membrane24.  

e) Fosfoglikozilacija�± �J�O�L�N�D�Q�L���� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �S�U�H�N�R�� �P�D�Q�R�]�H�� �L�� �*�O�F�1�$�F-a, su vezani za kisik 

�I�R�V�I�D�W�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �V�H�U�L�Q�D���� �D�� �X�� �U�L�M�H�W�N�L�P�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �W�U�H�R�Q�L�Q�D���� �.�R�O�L�N�R�� �M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��

modificirano ovom vrstom glikozilacije te koja je njena uloga i dalje je nepoznato25.  

 

2.2. N-glikozilacija proteina 
 

�%�U�R�M�Q�L���P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L���N�D�R���L���R�Q�L���V�H�N�U�H�F�L�M�V�N�L���S�U�R�W�H�L�Q�L�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���I�D�N�W�R�U�H���U�D�V�W�D���L���Q�M�L�K�R�Y�H���U�H�F�H�S�W�R�U�H����

su N-�J�O�L�N�R�]�L�O�L�U�D�Q�L���� �3�R�þ�H�W�Q�D�� �1-glikanska struktura sintetizira se u ER-u kao razgranata 

�V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �Q�D�� �O�L�S�L�G�Q�R�P�� �V�L�G�U�X�� ���G�R�O�L�N�R�O�S�L�U�R�I�R�V�I�D�W�X���� �W�H�� �N�R�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�L���� �Ä�H�Q �E�O�R�F�³�� �S�U�H�Q�R�V�L�� �L�� �Y�H�å�H��

preko GlcNAc-�D���]�D���D�V�S�D�U�D�J�D�L�Q���X�Q�X�W�D�U���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���]�D���1-glikozilaciju aminokiselinskog slijeda 

proteina. U ER i kasnije GA, N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �S�R�G�O�L�M�H�å�X�� �K�L�G�U�R�O�L�W�L�þ�N�R�P�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �ã�H�ü�H�U�D��

nakon kojih slijedi ponovna glikozilacija dodavanje�P���ã�H�ü�H�U�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���J�D�O�D�N�W�R�]�D���� �I�X�N�R�]�D���L�O�L��

�V�L�D�O�L�Q�V�N�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�H�� �1-glikoproteine. Dok je slijed reakcija 

�N�R�M�H���G�R�Y�R�G�H���G�R���E�L�R�V�L�Q�W�H�]�H�����Ä�H�Q���E�O�R�F�³���S�U�L�M�H�Q�R�V�D���L���S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�M�D���1-�J�O�L�N�D�Q�D���G�R�V�W�D���L�V�W�U�D�å�H�Q�����L���G�D�O�M�H��
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nije u potpunosti poznat�R�� �Q�D�� �N�R�M�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �1-�J�O�L�N�D�Q�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�X�� �V�X�G�E�L�Q�X�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �1-

glikoproteina.  

 

2.2.1. Vrste N-glikana i stupnjevi njihove biosinteze 

 
�.�R�G�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �ã�H�ü�H�U�� �N�R�M�L�� �M�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�� �]�D�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�V�N�L�� �R�V�W�D�W�D�N�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �M�H�� �V�N�R�U�R��

�X�Y�L�M�H�N���*�O�F�1�$�F���N�R�M�L���M�H���X�Y�L�M�H�N���X�������N�Rnfiguraciji  (slika 1).  Uz prvi GlcNAc svim N-glikanima 

�V�X�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�� �M�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �*�O�F�1�$�F�� �W�H�� �W�U�L�� �P�D�Q�R�]�H�� ���0�D�Q���� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�U�å�Q�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X��

svih N-glikan: Man�.1�±6(Man�.1�±3)Man��1�±4GlcNAc��1�±4GlcNAc��1-�$�V�Q���� �9�U�V�W�H�� �ã�H�ü�H�U�D�� �L��

�Q�D�þ�L�Q���J�U�D�Q�D�Q�M�D���ã�H�ü�H�U�D���G�R�G�D�Q�L�K���Q�D���V�U�å�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���G�D�M�X���W�U�L���Y�U�V�W�H���1-glikana: 

1. Oligomanozni �± �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���V�X���P�D�Q�R�]�H���Y�H�]�D�Q�H���Q�D���V�U�å�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X 

2. Kompleksni �± �Q�D���V�Y�D�N�R�M���R�G���N�U�D�M�Q�M�L�K���P�D�Q�R�]�D���V�U�å�Q�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���M�H���Y�H�]�D�Q���*�O�F�1�$�F���N�R�M�L���M�H��

�S�R�þ�H�W�Q�L���ã�H�ü�H�U���Ä�D�Q�W�H�Q�D�³�� 

3. Hibridni �± na Man�.1�±�����U�X�N�X���V�U�å�Q�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���Vu vezane jedna ili dvije antene, dok su na 

Man�.1�±6 ruku vezane samo manoze 

 

 
 
 
 
 
�2�S�ü�H�Q�L�W�R���E�L�R�V�L�Q�W�H�]�D���1-�J�O�L�N�D�Q�D���V�H���P�R�å�H���S�R�G�L�M�H�O�L�W�L���Q�D���W�U�L���V�W�X�S�Q�M�D26 (slika 2):  

1. Sinteza lipid vezanog oligosaharidnog prekusora 

2. �Ä�(�Q���E�O�R�F�³���S�U�L�M�H�Q�R�V���R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�D���Q�D���S�R�O�L�S�H�S�W�L�G 

3. Procesiranje oligosaharida 

�3�R�V�O�M�H�G�Q�M�L�� �N�R�U�D�N�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �Q�H�N�L�K�� �ã�H�ü�H�U�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �Q�D�� �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�Q�R�P��

prekusoru nakon kojeg s�O�L�M�H�G�L���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H���Q�R�Y�L�K���ã�H�ü�H�U�D���Q�D���Q�H�U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�L�� �N�U�D�M���J�O�L�N�D�Q�D���� �8�Q�X�W�D�U��

Slika 1. Vrste N-glikana. N-glikani vezani za protein u Asn �± Xaa �± Ser/Thr slijedu mogu se 
podijeliti na tri vrste kod zrelih glikoproteina: oligomanozni, kompleksni i hibridni. Svaka vrsta N-
�J�O�L�N�D�Q�D���L�P�D���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�X���V�U�å�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���0�D�Q3GlcNAc2Asn. Zeleni krug �± manoza, plavi kvradrat �± N-
acetilgl�X�N�R�]�D�P�L�Q�����O�M�X�E�L�þ�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-�D�F�H�W�L�Q�H�X�U�D�P�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�����å�X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut 
�± �I�X�N�R�]�D�������3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���9�D�U�N�L���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L1) 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q���� �U�X� �L�™�D�Vti romb �± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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�V�W�D�Q�L�F�H���� �V�L�Q�W�H�]�D�� �J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �M�H�� �S�U�R�V�W�R�U�Q�R�� �R�G�Y�R�M�H�Q�D���� �V�L�Q�W�H�]�D�� �S�U�H�N�X�V�R�U�D�� �Y�H�]�D�Q�R�J�� �]�D�� �O�L�S�L�G���� �Ä�H�Q��

�E�O�R�F�³�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �W�H�� �S�R�þ�H�W�Q�R�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �ã�H�ü�H�U�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �V�H�� �R�G�Y�L�M�D�� �X��

hrapavom ER-�X�����G�R�N���V�H���S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�M�H���G�R�J�D�ÿ�D���N�D�N�R���J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q���S�X�W�X�M�H���N�U�R�]���*�$���� 

 

 
 
 
 
 
2.2.1.1. Sinteza oligosaharidnig prekusora na dolikol pirofosfatu 

 

Dolikol, na kojem se sintetizira Glc3Man6GlcNac struktura, nastaje kondenzacijom 

�L�]�R�S�U�H�Q�V�N�L�K�� �M�H�G�L�Q�L�F�D�� �ã�W�R�� �M�H�� �L�V�W�R�Y�M�H�W�Q�R�� �V�L�Q�W�H�]�L�� �N�R�O�H�V�W�H�U�R�O�D�� �L�� �G�U�X�J�L�K�� �V�W�H�U�R�O�D�� �V�� �U�D�]�O�L�N�R�P�� �G�D�� �N�R�G��

dolikola izoprenske jedinice su vezane kraj jedne za kraj druge i nisu ciklizirane. S obzirom 

�G�D�� �G�R�O�L�N�R�O�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �R�G�� �Y�H�O�L�N�R�J�� �E�U�R�M�D���L�]�R�S�U�H�Q�V�N�L�K�� �M�H�G�L�Q�L�F�D���� �Q�M�H�J�R�Y�� �K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L�� �G�L�R�� �M�H�� �G�R�V�W�D�� �Y�H�ü�L��

od repova masnih kiselina membranskih fosfolipida te se zbog toga ova hidrofobna regija 

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

dvije faze. Prva faza se odvija na citoplazmatskoj strani ER-a dok druga faza u lumenu. 

Enzimi koji kataliziraju vezanje dva GlcNAc-a i prvih pet manoza koriste izravno UDP-

GlcNAc i GDP-�0�D�Q���N�D�R���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�H���G�R�Q�R�U�H���ã�H�ü�H�U�D�����1�D�N�R�Q���W�R�J�D�����G�R�O�L�N�R�O-PP-glikan se prenosi 

preko membrane i postaje nedostupan citoplazmatskim enzimima. Navedeni prijenos preko 

Slika 2. Biosinteza N-glikana. Biosinteza N-�J�O�L�N�D�Q�D���V�H���P�R�å�H���S�R�G�L�M�H�O�L�W�L���X���W�U�L���V�W�X�S�Q�M�D����������Sinteza lipid 
vezanog �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�Q�R�J�� �S�U�H�N�X�V�R�U�D���� ������ �Ä�(�Q�� �E�O�R�F�³�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�D�� �Q�D�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G���� ������
Procesiranje oligosaharida ���3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���7�\�O�R�U���L���'�U�L�F�N�D�P�H�U6) 
 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q���� �U�X� �L�™�D�V�W�L�� �U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �L�� �G�D�O�M�H�� �Q�L�M�H�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q���� �-�H�G�Q�R�P�� �N�D�G�� �V�H�� �J�Oikan nalazi na luminalnoj 

strani ER-�D���R�Q���S�R�V�W�D�M�H���G�R�V�W�X�S�D�Q���]�D���Q�D�V�W�D�Y�D�N���V�L�Q�W�H�]�H�����W�M�����G�R�G�D�W�D�N���S�R�V�O�M�H�G�Q�M�H���þ�H�W�L�U�L���P�D�Q�R�]�H���L���W�U�L��

�J�O�X�N�R�]�H���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �G�R�Q�R�U�L�� �P�D�Q�R�]�H�� �L�� �J�O�X�N�R�]�H�� �Q�H�� �G�R�O�D�]�H�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �R�G��

�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K�� �G�R�Q�R�U�D�� �Y�H�ü�� �P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�D�� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �Q�D�� �G�R�O�L�N�R�O koji su sintetizirani na 

citoplazmatskoj strani ER-a reakcijom dolikol fosfata s UDP-Glc ili GDP-Man te se prenose 

na luminalnu stranu ER-a. Ovaj prijenos je analogan prethodno spomenutom prijenosu preko 

membrane ER-a te jednako kao i prethodni  niti ovaj prijenos dolikol fosfomonosaharida 

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

veza dolazi od saharid-fosfat veze preko koje je monosaharid vezan za dolikol fosfat. Prijenos 

�]�D�Y�U�ã�H�Q�R�J�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �Q�D�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�� �V�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U���� �G�R�J�D�ÿ�D�� �Q�D�� �O�X�P�L�Q�D�O�R�M�� �V�W�U�D�Q�L�� �(�5-a. Energija 

potrebna za sintezu GlcNAc-asparagin veze dolazi od energije kidanja glikan-fosfat veze. S 

obzirom da je glikan vezan za dolikol pirofosfatnom skupinom, nakon prijenosa glikana 

fosfataza uklanja jednu fos�I�D�W�Q�X�� �V�N�X�S�L�Q�X�� �W�H�� �M�H�� �W�R�P�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P�� �G�R�O�L�N�R�O�� �V�S�U�H�P�D�Q�� �]�D�� �V�O�M�H�G�H�ü�L��

ciklus (slika 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Slika 3. Sinteza oligosaharidnog prekusora na dolikol pirofosfatu. Man �± manoza, GlcNAc �± N-
acetilglukozaim, Glc �± glukoza ���3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���7�\�O�R�U���L��Drickamer6) 
 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q���� �U�X� �L�™�D�V�W�L�� �U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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2.2.1.2. Prijenos oligosaharidnog prekusora na polipeptid 

 
�2�S�ü�H�Q�L�W�R�����D�V�S�D�U�D�J�L�Q�V�N�L���R�V�W�D�F�L���Q�D���N�R�M�H���V�H���J�O�L�N�D�Q�L���P�R�J�X���Y�H�]�D�W�L trebaju ispuniti tri uvjeta: 

1. �7�U�H�E�D�M�X�� �E�L�W�L�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�L�� �X�Q�X�W�D�U�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R�J�� �V�O�L�M�H�G�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �S�U�L�P�D�U�Q�H��

proteinske strukture 

2. �7�U�H�E�D�M�X���E�L�W�L���S�U�D�Y�L�O�Q�R���V�P�M�H�ã�W�H�Q�L���X���W�U�R�G�L�P�H�Q�]�L�M�R�Q�D�O�Q�R�M���V�W�U�X�N�W�X�U�L���S�U�R�W�H�L�Q�D 

3. �7�U�H�E�D�M�X���V�H���Q�D�O�D�]�L�W�L���X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���R�Gjeljku 

�*�O�L�N�R�]�L�O�L�U�D�Q�L�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�V�N�L�� �R�V�W�D�F�L�� �V�X�� �V�N�R�U�R�� �X�Y�L�M�H�N�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�� �X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R�P��

�V�O�L�M�H�G�X�����3�R�J�O�D�Y�O�M�H�����������������������7�D�N�R�ÿ�H�U�����1-�J�O�L�N�D�Q�L���V�X���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�D�����D���Q�H���X�Q�X�W�D�U��

�Q�M�L�K���W�H���V�H���Q�M�L�K�R�Y�D���V�L�Q�W�H�]�D���L�Q�L�F�L�U�D���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���X���O�X�P�H�Q�X���(�5-a. Zbog toga se asparaginski ostaci 

�N�R�M�L�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �S�R�G�O�R�å�Q�L�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X�� �P�R�J�X�� �Q�D�ü�L�� �N�R�G�� �V�H�N�U�H�W�R�U�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�D�R�� �L�� �Q�D�� �G�L�M�H�O�X��

transmembranskog proteina koji je okrenut prema lumenu. Enzim koji katalizira prijenos 

�G�R�Y�U�ã�H�Q�R�J�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�R�J�� �S�U�H�N�X�V�R�U�D�� �Y�H�]�D�Q�R�J�� �]�D�� �G�R�O�L�N�R�O�� �Qa polipeptidni akceptor je 

oligosahariltransferaza (slika 4). Svojstva ovog enzima mogu objasniti prethodno navedene 

uvjete glikozilacije. Uvjet za Asn-Xaa-�6�H�U���7�K�U�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�� �V�O�L�M�H�G�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�ã�ü�X�� �H�Q�]�L�P�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D�� �G�D�� �V�X�� �1-vezani gl�L�N�D�Q�L�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �Q�D��

�O�X�P�L�Q�D�O�Q�R�P���G�L�M�H�O�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���M�H���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D���O�X�P�L�Q�D�O�Q�R�J���V�P�M�H�ã�W�D�M�D���H�Q�]�L�P�D�� 

 

 

  

Slika 4. Prijenos oligosaharidnog prekusora na polipeptid. Man �± manoza, GlcNAc �± N-
acetilglukozaim, Glc �± glukoza ���3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���7�\�O�R�U���L���'rickamer6) 
 
 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q���� �U�X� �L�™�D�V�W�L�� �U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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�'�U�X�J�L�� �X�Y�M�H�W�� �]�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X���� �W�M���� �G�D�� �V�H�� �G�R�J�D�ÿ�D�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� postoji zbog 

�H�Q�H�U�J�H�W�V�N�L�K�� �X�Y�M�H�W�D���� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �S�R�O�D�U�Q�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �ã�H�ü�H�U�D�� �V�X�� �Q�H�N�R�P�S�D�W�L�E�L�O�Q�D�� �V�� �K�L�G�U�R�I�R�E�Q�R�P��

�X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �]�E�R�J�� �N�R�M�H�J�� �V�H�� �W�R�� �V�W�Y�D�U�Q�R�� �G�R�J�D�ÿ�D�� �L�� �G�D�O�M�H�� �M�H��

�Q�H�S�R�]�Q�D�W�����,�D�N�R���V�H���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���þ�H�V�W�R���Q�D�]�L�Y�D���S�R�V�W�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�R�P���P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�R�P�����R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���Y�U�V�W�D��

oligosahariltransferaze je povezana s dijelovima membrane ER-a koji su vezani za ribosom i 

translociraju polipetid kroz membranu na luminalnu stranu. Tako da se prijenos glikana 

�G�R�J�D�ÿ�D�� �X�� �W�U�H�Q�X�W�N�X�� �N�D�G�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�� �X�O�D�]�L�� �X�� �O�X�P�H�Q�� �(�5-a te �M�H�� �N�R�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�L�� �G�R�J�D�ÿ�D�M���� �'�U�X�J�D��

�Y�U�V�W�D�� �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�L�U�D�� �Ä�S�U�R�P�D�ã�H�Q�H�³�� �P�H�W�H�� �S�R�V�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�L���� �.�R�G�� �R�E�D�� �Q�D�þ�L�Q�D��

�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�����R�Q�D���V�H���G�R�J�D�ÿ�D���Q�D���Q�H�V�P�R�W�D�Q�R�P���S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�X���W�H���V�H���P�R�å�H���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�W�L���G�D���E�L�O�R���N�R�M�L��

Asn- Xaa- Ser/Thr aminokiselinski sl�L�M�H�G���P�R�å�H���E�L�W�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D���P�H�W�D���]�D���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X�����,�D�N�R���M�H��

�S�R�]�Q�D�W�R���G�D���V�H���W�D�N�D�Y���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���S�R�O�D�U�D�Q���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L���V�O�L�M�H�G���þ�H�V�W�R���Q�D�O�D�]�L���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�D����

�S�R�V�W�R�M�H���S�U�L�P�M�H�U�L���N�D�G�D���V�H���Q�D�Y�H�G�H�Q�L���V�O�L�M�H�G���Q�D�O�D�]�L���X���X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�R�V�W�L���S�U�R�W�H�L�Q�D�����D�O�L���X���W�R�P�H���V�O�X�þ�D�M�X���Q�L�M�H��

gli�N�R�]�L�O�L�U�D�Q���� �3�R�V�W�R�M�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �M�D�N�R�� �E�U�]�R�J�� �V�P�D�W�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �W�H�� �X�� �W�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X��

�þ�L�Q�L�� �P�M�H�V�W�R�� �Q�H�G�R�V�W�X�S�Q�L�P�� �]�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X���� �1�D�N�R�Q�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�D���Q�D�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G���� �V�O�L�M�H�G�L�� �S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�M�H��

N-�Y�H�]�D�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D���� �3�U�Y�R�� �V�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�M�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �ã�H�ü�H�U�L�� �S�R�P�R�ü�X�� �J�O�L�N�R�]�L�G�D�]�D���� �Hnzimi koji 

�N�D�W�D�O�L�]�L�U�D�M�X�� �H�Q�H�U�J�H�W�V�N�L�� �S�R�Y�R�O�M�Q�R�� �N�L�G�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�R�]�L�G�Q�H�� �Y�H�]�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �Y�R�G�H���� �1�D�Y�H�G�H�Q�L��

enzimi su egzoglikozidaze koje mogu ukloniti samo monosaharide koji se nalaze na 

�Q�H�U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�H�P�� �N�U�D�M�X�� �J�O�L�N�D�Q�D���� �3�U�Y�L�� �N�R�U�D�N�� �M�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �W�U�L�� �J�O�X�N�R�]�H�� �N�R�M�L�� �V�H���G�R�J�D�ÿ�D�� �G�R�N�� �M�H��

�J�O�L�N�R�]�L�O�L�U�D�Q�L���S�R�O�L�S�H�S�W�L�G���M�R�ã���X�Y�L�M�H�N���X���(�5-u. Glukozidaza I je odgovorna za uklanjanje krajnjih 

�.��-���� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �J�O�X�N�R�]�D���� �G�R�N�� �J�O�X�N�R�]�L�G�D�]�D�� �,�,�� �X�N�O�D�Q�M�D�� �G�Y�L�M�H�� �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�H�� �.��-3 vezane glukoze 

jednom kad je krajnja uklonjena. Uklanjanje posljednje glukoze je znak da je novosintetizirani 

glikoprotein spreman za prijenos iz ER-a. Sustav kontrole kvalitete koji kontrolira pravilno 

smatanje proteina je povezan s navedenim procesom. 

 
2.2.1.3. Procesiranje prekusora glikozidazama i glikoziltransferazama 

 

Struktura koja ostaje nakon obrade glukozidazom I i II je supstrat za niz manozidaza koje 

�X�N�O�D�Q�M�D�M�X�� �V�Y�H�� �L�O�L�� �V�D�P�R�� �Q�H�N�H�� �P�D�Q�R�]�H�� �Y�H�]�D�Q�H�� �.��-2 vezom (slika 5). Prva manozidaza �± �.-

manozidaza I se nalazi u lumenu ER-�D�� �W�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�� �W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�X�� �P�D�Q�R�]�X�� �V�D�� �V�U�å�Q�H�� �U�X�N�H��

Man9GlcNAc2���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�D�Y�H�G�H�Q�D�� �P�D�Q�R�]�L�G�D�]�D�� �Q�H�� �R�E�U�D�ÿ�X�M�H�� �V�Y�H�� �J�O�L�N�D�Q�H���� �W�D�N�R�� �G�D�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R��

�W�R�P�H�� �M�H�V�X�� �O�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �E�L�O�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �.-manozidaze I ili ne, u GA dolaze Man9GlcNAc2 ili 

Man8GlcNAc2 �J�G�M�H�� �S�R�V�W�D�M�X�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �]�D�� �.-�P�D�Q�R�]�L�G�D�]�H�� �,�$���� �,�%�� �L�� �,�&�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�H�� �X�� �F�L�V-GA-u te 

�Q�D�V�W�D�M�H�� �P�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�W�� �K�L�E�U�L�G�Q�L�K�� �L�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �0�D�Q5GlcNAc2. Glikani koji su vezani 
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�]�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �R�V�W�D�M�X�� �Q�H�S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�L�� �Q�D�N�R�Q�� �S�R�þ�H�W�Q�L�K�� �N�R�U�D�N�D�� �G�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H����

Takvi �J�O�L�N�D�Q�L�����N�R�M�L���V�D�G�U�å�D�Y�D�M�X���S�H�W���G�R���G�H�Y�H�W���P�D�Q�R�]�D���V�H���Q�D�]�L�Y�D�M�X���R�O�L�J�R�P�D�Q�R�]�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L�����G�R�N���V�X��

�R�V�W�D�O�L���J�O�L�N�D�Q�L���S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�L���X���V�O�R�å�H�Q�L�M�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���X���P�H�G�L�D�O-GA-u.  

�3�R�þ�H�W�D�N�� �E�L�R�V�L�Q�W�H�]�H�� �K�L�E�U�L�G�Q�L�K�� �L�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �S�R�þ�L�Q�M�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �1-

acetilglukozaminiltransferaze GlcNAcT-I koja dodaje GlcNAc na C-���� �.��-3 vezane manoze 

�V�U�å�Q�R�J�� �G�L�M�H�O�D�� �0�D�Q5GlcNAc2���� �1�D�N�R�Q�� �R�Y�R�J�� �N�R�U�D�N�D���� �N�R�G�� �Y�H�ü�L�Q�H�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �V�O�L�M�H�G�L�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H��

�N�U�D�M�Q�M�L�K�� �.��-���� �L�� �.��-���� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �P�D�Q�R�]�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �.-�P�D�Q�R�]�L�G�D�]�H�� �,�,�� �N�R�M�D�� �V�H���� �W�D�N�R�ÿ�H�U���� �Q�D�O�D�]�L�� �X��

medial-GA-�X���� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �Q�D�V�W�D�M�H��GlcNAcMan3GlcNAc2. Na nastali glikan GlcNAcT-II 

dodaje GlcNAc na C-���� �.���±���� �Y�H�]�D�Q�H�� �P�D�Q�R�]�H�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �S�U�H�N�X�V�R�U�D�� �]�D�� �V�Y�H�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�H�� �1-

�J�O�L�N�D�Q�H���� �+�L�E�U�L�G�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �N�D�G�D�� �Q�H�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D�� �.��-���� �L�� �.��-6 

�Y�H�]�D�Q�L�K���P�D�Q�R�]�D���S�R�P�R�ü�X���.-manozidaze II �G�D�M�X�ü�L���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���*�O�F�1�$�F�0�D�Q4GlcNAc2 strukturu. 

Kompleksni N-glikani koji nastaju u medial-GA-�X�� �L�P�D�M�X�� �G�Y�L�M�H�� �J�U�D�Q�H�� �L�O�L�� �Ä�D�Q�W�H�Q�H�³�� �Q�D�V�W�D�O�H��

dodatkom dva krajnja GlcNAc-a. Dodatne grane nastaju djelovanjem GlcNAcT-IV na C-4 

�.���±3 vezane manoze ili GlcNAcT-V na C-���� �.���±���� �Y�H�]�D�Q�H�� �P�D�Q�R�]�H�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �W�U�L- i tetra- 

antenarene N-glikane. Uz navedene enzime postoje i druge N-acetilglukozaminiltransferaze 

�V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�U�X�J�D�þ�L�M�H�� �Y�H�]�D�Q�H�� �D�Q�W�H�Q�H�� �L�O�L�� �Y�H�ü�L�� �E�U�R�M�� �Q�M�L�K���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�� �L��

hibridni glikani mogu imati ra�þ�Y�D�M�X�ü�L���*�O�F�1�$�F���N�R�M�L���M�H���Y�H�]�D�Q���]�D����-�P�D�Q�R�]�X���V�U�å�Q�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���N�R�M�L��

nastaje djelovanjem GlcNAcT-�,�,�,���� �3�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �U�D�þ�Y�D�M�X�ü�H�J��GlcNAc-a blokira djelovanje �.-

�P�D�Q�R�]�L�G�D�]�H���,�,���W�H�����W�D�N�R�ÿ�H�U�����V�S�U�M�H�þ�D�Y�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H��N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�H�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����G�L-, 

tri- i tetra-antenarni kompleksni N-�J�O�L�N�D�Q�L���V���U�D�þ�Y�D�M�X�ü�L�P���*�O�F�1�$�F-om nastaju nakon djelovanja 

�.-�P�D�Q�R�]�L�G�D�]�H�� �,�,�� �W�H�� �N�D�G�� �M�H�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�� �S�R�þ�H�W�D�N�� �J�U�D�Q�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P N-

�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D�P�D���� �W�D�N�R�� �G�D�� �Q�L�M�H�� �Q�H�R�E�L�þ�Q�R�� �Y�L�G�M�H�W�L�� �1-�J�O�L�N�D�Q�H�� �V�� �Y�L�ã�H�� �J�U�D�Q�D�� �L��

�U�D�þ�Y�D�M�X�ü�L�P���*�O�F�1�$�F-om. 



§ 2. Literaturni pregled  14 

Ivan Gudelj  Doktorska disertacija 

 

 

 

2.2.1.4. �=�D�Y�U�ã�Q�D���R�E�U�D�G�D���J�O�L�N�D�Q�D 

 

�'�D�O�M�Q�M�D���G�R�G�D�Y�D�Q�M�D���ã�H�ü�H�U�D�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�X�� �X�� �W�U�D�Q�V-GA-�X�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �W�D�N�R�� �Y�L�ã�H�� �V�O�R�å�H�Q�H�� �1-

�J�O�L�N�D�Q�H�����2�Y�D�M���G�L�R���E�L�R�V�L�Q�W�H�W�V�N�R�J���S�X�W�D���V�H���P�R�å�H���S�R�G�L�M�H�O�L�W�L���Q�D���W�U�L���G�L�M�H�O�D�� 

1. �6�U�å�Q�R�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�� �ã�H�ü�H�U�D���± �Q�D�M�þ�H�ã�ü�D�� �V�U�å�Q�D�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �1-�J�O�L�N�D�Q�D�� �N�R�G�� �N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�N�D�� �M�H��

�G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�� �.���±���� �Y�H�]�D�Q�H�� �I�X�N�R�]�H�� �Q�D�� �*�O�F�1�$�F�� �Y�H�]�D�Q�� �]�D�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q���� �.�R�G�� �E�H�V�N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�N�D��

�I�X�N�R�]�D���P�R�å�H���E�L�W�L���Y�H�]�D�Q�D���.���±�����L���L�O�L���.���±�����Y�H�]�R�P���]�D���L�V�W�L���*�O�F�1�$�F���N�D�R���L���N�R�G���N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�N�D����

dok je ko�G���E�L�O�M�D�N�D���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���Y�H�]�D�Q�D���.���±�����Y�H�]�R�P�����=�D���S�U�L�M�H�Q�R�V���I�X�N�R�]�H���Q�D���V�U�å�Q�L���*�O�F�1�$�F��

potreban je prvo prijenos GlcNAc-�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �*�O�F�1�$�F�7-I. Kod biljaka i helminta je 

�S�U�L�V�X�W�D�Q�� �L�� �G�R�G�D�W�D�N�� �N�V�L�O�R�]�H�� �Y�H�]�D�Q�H�� �����±���� �Y�H�]�R�P�� �]�D�� ��-�P�D�Q�R�]�X�� �V�U�å�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H����

�N�V�L�O�R�]�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�H�� �E�D�ã�� �N�D�R��i fukoziltransferaze zahtijevaju prethodno djelovanje 

GlcNAcT-I.   

2. �3�U�R�G�X�å�H�W�D�N���D�Q�W�H�Q�D���G�R�G�D�W�N�R�P���ã�H�ü�H�U�D���Q�D���*�O�F�1�$�F���± �Y�H�ü�L�Q�D���N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�K���L�� �K�L�E�U�L�G�Q�L�K���1-

�J�O�L�N�D�Q�D�� �L�P�D�� �S�U�R�G�X�å�H�Q�H�� �D�Q�W�H�Q�H�� �Q�D�V�W�D�O�H�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� ��-�Y�H�]�D�Q�H�� �J�D�O�D�N�W�R�]�H�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L��

�*�O�F�1�$�F�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �*�D�O����-���*�O�F�1�$�F���� �þesto nazivan tip-2 N-acetillaktozamin 

���/�D�F�1�$�F������ �$�Q�W�H�Q�H�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �G�D�O�M�H�� �S�U�R�G�X�å�L�Y�D�Q�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�� �*�O�F�1�$�F-a i galaktoze 

Slika 5. Procesiranje prekusora N-glikana glikozidazama i glikoziltransferazama. GlcNAc �± N-
acetilglukozamin ���3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���7�\�O�R�U���L���'�U�L�F�N�D�P�H�U6) 
 
 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q���� �U�X� �L�™�D�V�W�L�� �U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
(sijalinska k�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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�G�D�M�X�ü�L�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�H�� �/�D�F�1�$�F�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H���� �Q�D�]�Y�D�Q�H�� �S�R�O�L-N-acetillaktozamin ili 

�S�R�O�\�/�D�F�1�$�F�����7�D�N�R�ÿ�H�U���� �J�D�O�D�N�W�R�]�D���P�R�å�H���E�L�W�L���Y�H�]�D�Q�D����-vezom za C-3 GlcNAc-�D���G�D�M�X�ü�L��

�*�D�O�����±3GlcNAc (tip-���� �/�D�F�1�$�F���� �V�W�U�X�N�W�X�U�X���� �.�R�G�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�D�� ��-vezani N-

�D�F�H�W�L�O�J�D�O�D�N�W�R�]�D�P�L�Q���M�H���Y�H�]�D�Q���]�D���*�O�F�1�$�F���X�P�M�H�V�W�R����-�Y�H�]�D�Q�R���J�D�O�D�N�W�R�]�H���V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L���D�Q�W�H�Q�H��

�V���*�D�O�1�$�F�����±4GlcNAc (LacDiNAc) strukturama. Suprotno od polyLacNAc-a koje je 

relati�Y�Q�R���þ�H�V�W�D���V�W�U�X�N�W�X�U�D�����S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D���/�D�F�'�L�1�$�F-a ili tipa-1 LacNAc-a su rijetke, iako 

�S�R�Q�H�N�D�G���S�R�O�\�/�D�F�1�$�F���]�D�Y�U�ã�D�Y�D���W�L�S�R�P-1 LacNAc-a.  

3. �=�D�Y�U�ã�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �ã�H�ü�H�U�D�� �Q�D�� �S�U�R�G�X�å�H�Q�H�� �D�Q�W�H�Q�H���± dodaci sialinske kiseline, fukoze, 

galaktoze, N-acetilgalaktozamina i sulfata produ�å�H�Q�L�P�� �D�Q�W�H�Q�D�P�D�� �S�U�L�S�D�G�D�M�X�� �X��

�Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �]�D�Y�U�ã�Q�H�� �R�E�U�D�G�H�� �J�O�L�N�D�Q�D���� �=�D�Y�U�ã�Q�L�� �ã�H�ü�H�U�L�� �V�X�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �.-vezani, za 

�U�D�]�O�L�N�X���R�G����-vezanih antena polyLacNAc-�D�����W�D�N�R���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�ü�L���S�U�H�]�H�Q�W�D�F�L�M�X���]�D�Y�U�ã�Q�L�K��

�ã�H�ü�H�U�D���O�H�N�W�L�Q�L�P�D���L���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�L�P�D�����Y�H�ü�L�Q�D���R�G���W�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D���M�H���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�D���J�O�L�N�R�O�L�S�L�G�L�P�D�����2- 

i N-vezanim glikanima. 

 
2.2.2. N-�J�O�L�N�D�Q�L���L���Q�M�L�K�R�Y�D���X�O�R�J�D���X���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�P���å�L�Y�þ�D�Q�R�P�����V�X�V�W�D�Y�X 

 
Raznovrsnost N-�J�O�L�N�D�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �P�R�J�X�� �Q�D�O�D�]�L�W�L�� �Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�X�� �M�H�� �Y�H�O�L�N�D�� �W�H�� �V�H�� �P�R�å�H��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L��tkiva, te utjecati na njihov razvoj i 

�I�X�Q�N�F�L�M�X���S�U�L���þ�H�P�X���å�L�Y�þ�D�Q�L���V�X�V�W�D�Y���Q�L�M�H���L�]�Q�L�P�N�D27.  

 
2.2.2.1. N-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���L���U�D�]�Y�R�M���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D 

 
�9�D�å�Q�R�V�W�� �1-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �V�H�� �Y�L�G�L�� �N�R�G�� �K�X�P�D�Q�L�K�� �N�R�Q�J�H�Q�L�W�D�O�Q�L�K��

�S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���� �.�R�G�� �Q�M�L�K�� �V�H�� �M�D�V�Q�R�� �R�þ�L�W�X�M�H�� �G�D�� �M�H�� �J�H�Q�H�W�V�N�L�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�� �X�� �1-

�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�V�N�R�P�� �S�X�W�X�� �V�N�R�U�R�� �X�Y�L�M�H�N�� �S�R�Y�H�]�D�Q�� �V�� �R�]�E�L�O�M�Q�L�P�� �Q�H�X�U�R�O�R�ã�N�L�P�� �D�E�Q�R�U�P�D�O�Q�R�V�W�L�P�D28. 

�7�D�N�R�ÿ�H�U���� �L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �J�H�Q�D�� �N�R�G�� �P�L�ã�H�Y�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H��in vivo �X�O�R�J�X�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �J�H�Q�D��

�J�O�L�N�R�]�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D�� �L�� �Q�M�K�R�Y�L�K�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �X�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X29���� �7�D�N�R���� �Q�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �P�R�å�G�D�Q�R 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �*�O�F�1�$�F�7-I, glikoziltransferaze koja je bitna za sintezu hibridnih i 

kompleksnih N-�J�O�L�N�D�Q�D���� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �R�]�E�L�O�M�Q�L�P�� �Q�H�X�U�R�O�R�ã�N�L�P�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L�P�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��

abnormalnu lokomotoriku, tremore i paralizu30�����0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�O�H�L�R�W�U�R�S�Q�L���X�þ�L�Q�D�N���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���Q�D��

�U�D�]�Y�R�M�� �L�� �I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�X�� �þ�H�V�W�R�� �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�� �G�X�Elje analize i interpretaciju fenotipova nastalih 

�Ä�N�Q�R�F�N�R�X�W�R�P�³�� �J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�X�G�M�H�O�X�M�X�� �X�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�X�� �V�U�å�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �1-glikana. Za razliku od ovih 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �X�W�M�H�F�D�O�H�� �Q�D�� �W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �V�X�� �V�H�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �G�R�V�W�D��
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�E�R�O�M�L�P�D���]�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�����)�H�Q�R�W�L�S�R�Y�L���W�D�N�Y�L�K���P�X�W�D�F�L�M�D���S�R�N�D�]�X�M�X���Y�D�å�Q�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���1-glikanskih 

�V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �]�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�H���� �7�D�N�R���� �J�H�Q�H�W�V�N�D�� �L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �6�7���6�L�D�� �,�,�� �L�� �6�7���6�L�D�� �,�9�� �M�H��

�S�R�N�D�]�D�O�D�� �L�]�X�]�H�W�Q�X�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �S�R�O�L�V�L�D�O�L�Q�V�N�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� ���3�6�$���� �H�Q�J����polysialic acid)31�±33. PSA je 

�G�X�J�D�þ�N�L���S�R�O�L�P�H�U���.������-vezane sialinske kiseline koji se nalazi na kra�M�H�Y�L�P�D���J�O�L�N�D�Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K��

�J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �1-glikane �D�G�K�H�]�L�M�V�N�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �å�L�Y�þ�D�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D (NCAM, eng. 

neural cell adhesion molecule), za koje je pokazano da reguliraju razvoj mozga, rast neurita te 

�X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�V�W���� �X�þ�H�Q�M�H�� �L�� �S�D�P�ü�H�Qje31,34,35���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �I�H�Q�R�W�L�S�R�Y�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�� �V��

�Q�H�G�R�V�W�D�W�N�R�P�� �3�6�$�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �U�D�Q�X�� �S�R�V�W�Q�D�W�D�O�Q�X�� �V�P�U�W�Q�R�V�W���� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H�� �X�� �J�O�D�Y�Q�L�P�� �W�U�D�N�W�R�Y�L�P�D��

aksona, progresivni hidrocefalus31. Drugi primjer N-�J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �N�R�M�D�� �L�P�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�X��

ulogu u neuralnom razvoju je poli-N-acetillaktozamin (PLN). Sinteza PLN u razvoju 

�R�O�I�D�N�W�R�U�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���R�Y�L�V�L���R���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L����������- N �± �D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�H���������*�Q�7�������N�R�M�D��

inicira i prolongira PLN na ter�P�L�Q�D�O�Q�L�� ����-vezani galaktozni ostatak36. Inaktivacija gena 

�����*�Q�7���� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �D�E�Q�R�U�P�D�O�Q�R�V�W�L�P�D�� �R�O�I�D�N�W�R�U�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H��

�Y�R�ÿ�H�Q�M�D�� �D�N�V�R�Q�D�� �L�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�D�� �J�O�R�P�H�U�X�O�D���� �ý�L�Q�L�� �V�H�� �G�D�� �M�H�� �J�O�D�Y�Q�L�� �X�]�U�R�N�� �W�D�N�Y�R�J�� �I�H�Q�R�W�L�S�D��

�K�L�S�R�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �D�G�H�Q�L�O�L�O�� �F�L�N�O�D�]�H�� ������ �H�Q�]�L�P�D�� �N�R�M�L�� �J�H�Q�H�U�L�U�D�� �F�$�0�3�� �N�R�M�L�� �M�H�� �N�O�M�X�þna signalna 

�P�R�O�H�N�X�O�D���R�O�I�D�N�W�R�U�Q�L�K���D�N�V�R�Q�D���W�H���J�X�E�L�W�D�N���3�/�1���G�U�D�P�D�W�L�þ�Q�R���V�P�D�Q�M�X�M�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���D�G�H�Q�L�O�L�O���F�L�N�O�D�]�H���L��

produkciju cAMP-a37�����1�D�Y�H�G�H�Q�L���S�U�L�P�M�H�U�L���V�X���V�D�P�R���Ä�Y�U�K���O�H�G�H�Q�R�J���E�U�L�M�H�J�D�³���E�U�R�M�Q�L�K���Q�H�S�R�]�Q�D�W�L�K���L��

�Y�D�å�Q�L�K���X�O�R�J�D���1-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���X���U�D�]�Y�R�M�X���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���� 

 

2.2.2.2. N-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���X���I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�L���å�L�Y�þ�D�Q�Rg sustava 

 
�9�D�å�Q�R�V�W���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���]�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���D�V�S�H�N�W�H���V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�H���W�U�D�Q�V�P�L�V�L�M�H���M�H���S�R�N�D�]�D�Q�D���E�U�R�M�Q�L�P��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D38�±40���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�� �L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �X�W�M�H�F�D�M�L�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �Q�D�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�X��

transmisiju su �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L���L���Q�L�V�X���X���S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L���U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q�L�����D�O�L���N�D�G���V�H���S�R�J�O�H�G�D�M�X���V�Y�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

�N�D�R�� �F�M�H�O�L�Q�D�� �R�Q�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �M�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �Q�H�R�S�K�R�G�Q�D�� �]�D�� �Q�R�U�P�D�O�Q�X�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X���� �1-

�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �E�U�R�M�Q�L�K�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�R�P�� �S�U�R�F�H�V�X�� �L njezini 

�X�W�M�H�F�D�M�L�� �Q�D�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�X�� �I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�X�� �V�X�� �Y�L�ã�H�V�O�R�M�Q�L���� �7�D�N�R�� �M�H���� �Q�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�R�J��

�Y�H�]�L�N�X�O�D�U�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D������ ���6�9�������N�R�M�L���V�H���Q�D�O�D�]�L���X���V�L�Q�D�S�V�D�P�D���N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�N�D�����R�Y�L�V�Q�D���R���Q�M�H�J�R�Y�R�M���1-

glikozilaciji. Njegovom inaktivacijom dolazi do smrtnosti zbog n�H�X�U�R�O�R�ã�N�L�K�� �Q�D�S�D�G�D�M�D���� �G�R�N��

�Q�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L�� �Q�L�N�D�N�Y�L�� �U�D�]�Y�R�M�Q�L�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�L�� �ã�W�R�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �X��

�V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�R�M�� �I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�L41. Osim SV2, poznato je da su N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�� �Q�D�� �Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M��

�G�R�P�H�Q�L�� �Q�H�X�U�R�W�U�D�Q�V�P�L�W�R�U�V�N�L�K�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �X�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�R�M�� �W�U�D�Q�V�P�L�V�L�M�L�� �W�H��

�R�P�R�J�X�ü�X�M�X�� �N�R�P�X�Q�L�N�D�F�L�M�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�H�X�U�R�Q�D�� �L�O�L�� �Q�H�X�U�R�Q�D�� �L�� �P�L�ã�L�ü�D�� �X�� �Q�H�X�U�R�P�X�V�N�X�O�D�U�Q�L�P��
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�V�S�R�M�H�Y�L�P�D���� �6�Y�H�� �M�H�� �Y�L�ã�H�� �G�R�N�D�]�D�� �N�R�M�L�� �X�S�X�ü�X�M�X�� �Q�D�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�X�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �J�O�L�N�D�Q�D���� �W�D�N�R�� �M�H��

pokazano da su N-�J�O�L�N�D�Q�L���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���X���I�X�Q�N�F�L�M�X���Q�L�N�R�W�L�Q�V�N�L�K���D�F�H�W�L�O�N�R�O�L�Q�V�N�L�K���U�H�F�H�S�W�R�U�D�����D���R�Q�L���V�X��

�V�D�P�R�� �M�H�G�D�Q�� �þ�O�D�Q�� �V�X�S�H�U�� �R�E�L�W�H�O�M�L�� �L�R�Q�V�N�L�K�� �N�D�Q�D�O�D�� �N�R�M�D�� �M�R�ã�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �V�H�U�R�W�R�Q�L�Q�V�N�H���� ��-

�D�P�L�Q�R�P�D�V�O�D�þ�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �L�� �J�O�L�F�L�Q�V�N�H�� �U�H�F�H�S�W�R�U�H42���� �2�S�ü�H�Q�L�W�R���� �J�O�L�N�D�Q�L�� �P�R�J�X�� �U�H�J�X�O�L�U�D�W�L�� �L�R�Q�V�N�H��

�N�D�Q�D�O�H�� �Q�D�� �Q�D�M�P�D�Q�M�H�� �W�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �Q�D�þ�L�Q�D���� �������� �S�U�R�P�R�Y�L�U�D�M�X�ü�L�� �Q�M�L�K�R�Y�R�� �V�P�D�W�D�Q�M�H�� �L�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �Q�D��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�X���S�R�Y�U�ã�L�Q�X�������������X�W�M�H�þ�X�ü�L���Q�D���Q�M�L�K�R�Y�X���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���L���G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�X���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���S�R�Y�U�ã�L�Q�L�����Q�S�U������

�N�U�R�]�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �H�Q�G�R�F�L�W�R�]�H�� �L���L�O�L�� �U�H�F�L�N�O�L�U�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �P�H�P�E�U�D�Q�L������ �������� �P�L�M�H�Q�M�D�M�X�ü�L��

�Q�M�L�K�R�Y�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �L�� �W�D�N�R�� �S�R�W�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�L�� �N�D�Q�D�O�Q�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� ���Q�S�U���� �X�W�M�H�þ�X�ü�L�� �Q�D��

biofizikalne karakteristike i/ili funkcionalne interakcije s drugim molekulama). Posljedice 

�S�U�Y�L�K���G�Y�D�M�X���P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D���M�H���N�R�Q�W�U�R�O�D���E�U�R�M�D���N�D�Q�D�O�D���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���S�R�Y�U�ã�L�Q�L�����X�W�M�H�F�D�M���1-glikozilacije 

�Q�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �N�D�Q�D�O�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�� �]�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�L�S�R�Y�D�� �Q�H�X�U�D�O�Q�L�K��

kanala (npr. kanali osjetljivi na kiselinu ASIC1a i 1b, kalijevi ionski kanali kontrolirani 

naponom Kv1.3, Kv1.4 i HERG, te kalcijevi kanali Csv3.2)43�±47���� �8�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �E�L�R�I�L�]�L�þ�N�D��

�V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �M�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�� �Y�H�]�D�Q�M�H�P�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �]�D�� �S�R�U�X�� �N�D�Q�D�O�D�� �J�G�M�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D��

�R�W�Y�D�U�D�Q�M�H���]�D�W�Y�D�U�D�Q�M�H���N�D�Q�D�O�D�����1�D�Y�H�G�H�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���Q�L�V�X���M�H�G�L�Q�L���Q�D�þ�L�Q�L���Q�D���N�R�M�H���V�Y�H���J�O�L�N�D�Q�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D��

�I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�X�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �D�O�L�� �Q�D�P�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �X�O�R�J�D�� �P�R�å�H�� �Y�D�U�L�U�D�W�L�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R��

�P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�P�� �L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �N�R�Q�W�H�N�V�W�X���� �W�H�� �G�D�� �Y�D�U�L�U�D�� �R�G�� �Q�H�H�V�H�Q�F�L�M�D�Q�L�K�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �G�R�� �Q�H�R�S�K�R�G�Q�L�K��

zahtjeva za funkciju proteina. 

 
2.2.3. Evolucija N-glikozilacije  

 

Za razliku od proteina i RNA, glik�D�Q�L�� �Q�H�P�D�M�X�� �S�U�H�G�O�R�å�D�N�� �S�U�H�P�D�� �N�R�M�H�P�� �E�L�� �E�L�O�L�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�L����

�1�M�L�K�R�Y�D�� �V�L�Q�W�H�]�D�� �M�H�� �V�O�R�å�H�Q�L�� �S�U�R�F�H�V�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�D���� �P�L�F�D�Q�M�D�� �L�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�M�D�� �ã�H�ü�H�U�Q�L�K�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D������

�2�E�O�L�N�� �L�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���� �D�O�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �S�U�H�K�U�D�Q�L�� �L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P��

uvjetima. Zbog to�J�D�� �ã�W�R�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �Q�L�V�X�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �N�R�G�L�U�D�Q�L�� �J�H�Q�R�P�R�P���� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�D���V�H�� �P�R�å�H��

�S�U�D�W�L�W�L�� �M�H�G�L�Q�R�� �L�Q�G�L�U�H�N�W�Q�R���� �Q�S�U���� �H�Y�R�O�X�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �R�W�N�U�L�Y�D��

�W�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�H���� �1�D�V�W�D�Q�D�N�� �L�O�L�� �J�X�E�L�W�D�N�� �ã�H�ü�H�U�Q�L�K�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�H�Ua, 

transferaza i glikozidaza ima direktan utjecaj na sintezu ili razgradnju glikana organizma. N-

�J�O�L�N�D�Q�L���P�R�J�X���M�D�N�R���Y�D�U�L�U�D�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D�����1-�J�O�L�N�D�Q�L���V�L�V�D�Y�D�F�D���þ�H�V�W�R���]�D�Y�U�ã�D�Y�D�M�X��

�V�L�D�O�L�Q�V�N�R�P�� �N�L�V�H�O�L�Q�R�P���� �G�R�N�� �W�R�� �Q�L�M�H�� �Q�L�N�D�G�� �V�O�X�þ�D�M�� �N�R�G�� �1-glikana biljaka. Kod gljiva, N-glikani 

�V�D�G�U�å�H�� �G�R�V�W�D�� �P�D�Q�R�]�D���� �D�� �E�H�V�N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�F�L�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�M�X�� �P�D�Q�M�H�� �U�D�]�J�U�D�Q�D�W�H�� �K�L�E�U�L�G�Q�H�� �1-glikane od 

sisavaca i s modifikacijama koje se mogu vidjeti kod biljaka48���� �2�S�ü�H�Q�L�W�R�� �V�H�� �P�R�å�H �U�H�ü�L�� �G�D��

�Y�L�ã�H�V�W�D�Q�L�þ�Q�L���R�U�J�D�Q�L�]�P�L���S�U�R�L�]�Y�R�G�H���Y�L�ã�H���1-�J�O�L�N�D�Q�D���W�H���V�X���R�Q�L���V�O�R�å�H�Q�L�M�L���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D���L��
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arheama. Raznolikost N-�J�O�L�N�D�Q�D�� �Y�L�ã�H�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D�� �S�R�P�D�å�H�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�M�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J��

�L�G�H�Q�W�L�W�H�W�D�� �N�D�R�� �L�� �P�R�G�X�O�D�F�L�M�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �V�L�J�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �U�D�]�Y�Rja. Dodatno, spektar 

�I�H�Q�R�W�L�S�V�N�H�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �Q�D�V�W�D�O�H�� �P�X�W�D�F�L�M�D�P�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �V�L�Q�W�H�]�X�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �P�R�å�H��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�D�U�L�U�D�W�L���� �Q�H�N�L�� �N�R�U�D�F�L�� �V�L�Q�W�H�]�H�� �L�P�D�M�X�� �W�U�H�Q�X�W�D�þ�Q�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �X�W�M�H�F�D�M�H�� �N�R�M�L�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L��

vremenski ili prostorni, dok drugi imaju utjecaje na cijeli organizam. Tako su, npr. genetske 

manipulacije sinteze N-�J�O�L�N�D�Q�D�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �G�D�� �V�X�� �U�D�Q�L�� �N�R�U�D�F�L�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �V�L�Q�W�H�]�H�� �Y�L�ã�H�� �N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�L��

�Q�H�J�R���ã�W�R���M�H���W�R���V�O�X�þ�D�M���V���N�D�V�Q�L�M�L�P���N�R�U�D�F�L�P�D29. Jedan od primjera promjena n�D���N�U�D�M�H�Y�L�P�D���M�H���.-gal 

�H�S�L�W�R�S�� �N�R�M�L�� �M�H�� �þ�H�V�W�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �Q�D�� �D�Q�L�P�D�O�Q�L�P�� �J�O�L�N�D�Q�L�P�D�� ���S�U�L�V�X�W�D�Q�� �N�R�G�� �Y�H�ü�L�Q�H�� �V�L�V�D�Y�D�F�D�� �R�V�L�P��

�S�U�L�P�D�W�D�� �6�W�D�U�R�J�� �V�Y�L�M�H�W�D������ �D�� �þ�L�Q�L�� �J�D�� �W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�D�� �J�D�O�D�N�W�R�]�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�D�� �.�������� �Y�H�]�R�P�� �]�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�X��

�J�D�O�D�N�W�R�]�X���� �(�Q�]�L�P���� �.�������� �J�D�O�D�N�W�R�]�L�O�D�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D�� ���.�������*�7������ �N�R�M�L�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�� �.-gal je inaktiviran 

�N�R�G�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�R�J�� �S�U�H�W�N�D�� �S�U�L�P�D�W�D���6�W�D�U�R�J�� �V�Y�L�M�H�W�D���� �-�H�G�D�Q�� �R�G�� �P�R�J�X�ü�L�K�� �V�F�H�Q�D�U�L�M�D���N�R�M�L�� �M�H�� �G�R�Y�H�R�� �G�R��

�L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���.�������*�7�� �J�H�Q�D���M�H���S�R�M�D�Y�D���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�R�J���D�J�H�Q�W�D���N�R�M�L���M�H���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�R���.-gal epitop i bio 

�G�H�W�H�U�P�L�Q�L�U�D�M�X�ü�L�� �]�D�� �S�U�L�P�D�W�H�� �W�H�� �S�U�L�V�X�W�D�Q�� �V�D�P�R�� �X�� �6�W�D�U�R�P�� �V�Y�L�M�H�W�X�� ���Q�S�U���� �Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �Q�M�H�J�R�Y�R�J��

�U�D�V�S�U�R�V�W�U�D�Q�M�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�� �-�X�å�Q�R�M�� �$�P�H�U�L�F�L������ �7�D�N�D�Y�� �L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�L�� �D�J�H�Q�W���P�R�J�D�R�� �M�H�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�L��

�S�U�L�W�L�V�D�N���Q�D���H�Y�R�O�X�F�L�M�X���S�U�L�P�D�W�D���N�R�M�L���V�X���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�O�L���.-�J�D�O���H�S�L�W�R�S�����Q�S�U�����L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���.�������*�7���J�H�Q�D����

i proizvodnj�X���.-gal protutijela kao sredstvo obrane49. Drugi primjer evolucije koja se dogodila 

na krajevima N-glikana je inaktivacija gena koji kodira za hidroksilazu citidin monofosfat-N-

acetilneraminske kiseline (CMAH, eng. cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid 

hydroxylase) protein koji hidroksilira terminalnu metilnu skupinu N-acetilneuraminske 

�N�L�V�H�O�L�Q�H�����1�H�X���$�F�����S�U�L���W�R�P�H���V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L���1-glikolilneuraminsku kiselinu (Neu5Gc). Kod ljudi je 

�G�R�ã�O�R���G�R���L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���Q�D�Y�H�G�H�Q�R�J���J�H�Q�D���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L���J�O�H�G�D�Q�R���Q�H�G�D�Y�Q�R�����S�U�L�M�H���R�W�S�U�L�O�L�N�H�������P�L�O�L�M�X�Q�D��

godina), a �Y�M�H�U�X�M�H�� �V�H�� �G�D�� �M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �V�H�O�H�N�F�L�M�H�� �]�E�R�J�� �L�]�E�M�H�J�D�Y�D�Q�M�D�� �S�D�W�R�J�H�Q�D���� �V�H�N�V�X�D�O�Q�R�J��

konflikta ili kombinacije tog dvoje50,51���� �3�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�� �J�X�E�L�W�F�L�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �&�0�$�+�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �V�X��

�S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q���N�R�G���S�U�L�P�D�W�D���1�R�Y�R�J���V�Y�L�M�H�W�D���L���N�X�Q�D52,53.  

 

2.3. Analiza glikozilacije proteina 
 

�,�D�N�R�� �M�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �M�H�G�Q�D�� �R�G�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L�K�� �S�R�V�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�L�K�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �R�Q�D�� �M�H��

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �V�O�D�E�R�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�D���� �6�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �L�� �U�D�]�Q�R�Y�U�V�Q�R�V�W�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �L�]�D�]�R�Y�� �]�D��

�S�U�R�Q�D�O�D�]�D�N�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�K�� �P�H�W�R�G�D�� �N�R�M�H�� �E�L�� �V�� �S�R�G�M�H�G�Q�D�N�R�P�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�ã�ü�X�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�H�� �L�V�W�R�Y�U�Hmenu 

�D�Q�D�O�L�]�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� ���U�D�]�O�L�þ�L�W�R�J�� �Q�D�E�R�M�D�� �L�� �K�L�G�U�R�I�L�O�Q�R�V�W�L������ �D�� �E�H�]�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H�� �V�O�R�å�H�Q�L�K��

�J�O�L�N�D�Q�D���Q�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���ã�H�ü�H�U�H���� 
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2.3.1. Analiza N- i O-glikozilacije proteina  

 

�3�R�V�W�R�M�L�� �Y�H�O�L�N�R�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� ���3�R�J�O�D�Y�O�M�H�� ���������������� �So svojim 

�N�H�P�L�M�V�N�L�P���V�Y�R�M�V�W�Y�L�P�D���L���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���ã�W�R���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���Y�H�O�L�N�L���L�]�D�]�R�Y���]�D���S�D�U�D�O�H�O�Q�X���D�Q�D�O�L�]�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

tipova glikozilacije (uglavnom N- i O-�Y�H�]�D�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D�������,�D�N�R���S�R�V�W�R�M�H���P�H�W�R�G�H���N�R�M�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�X��

istovremenu analizu obje vrste �J�O�L�N�D�Q�D���X���Q�H�N�R�P���X�]�R�U�N�X�����W�H���V�X���P�H�W�R�G�H���þ�H�V�W�R���Q�H�U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�L�O�Q�H����

�Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �Q�L�V�X�� �S�R�W�S�X�Q�H���� �W�H�� �]�D�K�W�L�M�H�Y�D�M�X�� �P�Q�R�J�R�� �N�R�U�D�N�D�� �S�U�L�S�U�D�Y�H�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �R�E�M�H�� �V�N�X�S�L�Q�H��

�J�O�L�N�D�Q�D�����.�H�P�L�M�V�N�L���S�R�V�W�X�S�F�L���R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�D���J�O�L�N�D�Q�D���V���S�U�R�W�H�L�Q�D���V�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���S�U�L�P�M�H�Q�M�X�M�X���X���D�Q�D�O�L�]�L���2-

glikana pri �þ�H�P�X���V�X���P�R�J�X�ü�H���V�S�R�U�H�G�Q�H���U�H�D�N�F�L�M�H���� �ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���S�U�R�E�O�H�P�D���V�O�D�E�L�M�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L��

�R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�D��O-�J�O�L�N�D�Q�D�� �L�� �O�R�ã�L�M�H�� �U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�L�O�Q�R�V�W�L���� �2�V�L�P�� �W�R�J�D���� �P�D�Q�M�D�� �N�H�P�L�M�V�N�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W��O-

vezanih glikana u odnosu na  N-�J�O�L�N�D�Q�H���]�E�R�J���S�U�R�F�H�V�D���X���N�R�M�H�P���V�H���S�R�V�W�H�S�H�Q�R���U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�X�����N�Rji 

�V�H���Q�D�]�L�Y�D���Ä�O�M�X�ã�W�H�Q�M�H�³�����H�Q�J����peeling�������G�R�G�D�W�Q�R���R�W�H�å�D�Y�D���Q�M�L�K�R�Y�X���W�R�þ�Q�X���L���U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�L�O�Q�X���D�Q�D�O�L�]�X54�±

56.  Nasuprot tome, N-�J�O�L�N�D�Q�H���M�H���P�R�J�X�ü�H���R�V�O�R�E�R�G�L�W�L���V���S�U�R�W�H�L�Q�D���H�Q�]�L�P�V�N�L�P���S�X�W�H�P�����L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P��

s peptid-N-�J�O�L�N�R�]�L�G�D�]�R�P�� �)�� ���3�1�*�D�]�R�P�� �)������ �ã�W�R�� �L�P�D�� �E�U�R�M�Q�H�� �S�U�H�G�Q�R�Vti u odnosu na kemijske 

�S�R�V�W�X�S�N�H���� �3�1�*�D�]�D�� �)�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �F�L�M�H�S�D�� �Y�H�]�X�� �L�]�P�H�ÿ�X��N-�Y�H�]�D�Q�R�J�� �V�U�å�Q�R�J�� �*�O�F�1�$�F-a i Asn 

�J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�D���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �V�H�� �$�V�Q�� �S�U�H�Y�R�G�L�� �X�� �$�V�S�� �L�� �Q�D�V�W�D�M�H�� ��-aminooligosaharid, koji se u 

�V�O�M�H�G�H�ü�H�P�� �N�R�U�D�N�X�� �Q�H�H�Q�]�L�P�V�N�L�� �K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�� �X�� �D�P�R�Q�L�M�D�N�� �L�� �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G sa slobodnim 

�U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�L�P�� �N�U�D�M�H�P57 (slika 6). �=�E�R�J�� �V�Y�H�J�D�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�R�J�� �L�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�H�� �G�D�� �V�X�� �1-�J�O�L�N�D�Q�L�� �Y�L�ã�H��

�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D�� �G�U�X�J�H���Y�U�V�W�H�� �J�O�L�N�D�Q�D���� �Q�H���L�]�Q�H�Q�D�ÿ�X�M�H���G�D���V�X���X�S�U�D�Y�R�� �R�Q�L���Q�D�M�S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�L�M�L��

tip glikana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Slika 6. �3�U�L�N�D�]�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�D��N-vezanih glikana s glikoproteina PNGazom F (Preuzeto i 
�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���:�D�Q�J���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L57) 
 
 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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2.3.2. Analiza N-glikana UPLC metodom 

 
�1�H�N�R�O�L�N�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���W�H�K�Q�L�N�D���V�H���W�U�H�Q�X�W�Q�R���N�R�U�L�V�W�L���S�U�L�O�L�N�R�P���Y�L�V�R�N�R�S�U�R�W�R�þ�Q�H���D�Q�D�O�L�]�H���1-glikana: 1) 

�W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �V�S�U�H�J�Q�X�W�D�� �V�D�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�R�P�� �P�D�V�D�� ���/�&-MS, eng. liquid 

chromatography mass spectrometry���� �N�R�M�D�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �S�R�X�]�G�D�Q�X�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�X 

�P�M�H�V�Q�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �M�H�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�D�� �W�H�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D��

�I�U�D�J�P�H�Q�W�D�F�L�M�R�P�� �X�]�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N�� �V�O�D�E�L�M�H�� �S�U�R�W�R�þ�Q�R�V�W�L�� �L�� �Y�L�V�R�N�H�� �F�L�M�H�Q�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �L�� �R�S�U�H�P�H���� ������

spektrometrija masa s matricom potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom 

(MALDI -MS, eng. matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry) 

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���D�Q�D�O�L�]�X���P�M�H�V�Q�R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�����Y�L�V�R�N�X���S�U�R�W�R�þ�Q�R�V�W���L���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���V�W�U�X�N�W�X�U�D��

fragmentacijom uz nisku cijenu, a nedostatak tehnike je nepouzdana kvantifikacija i gubitak 

sialinskih kiselina tijekom analize; 3) kapilarnom gel-�H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�W�L��

�Y�H�O�L�N�L���E�U�R�M���X�]�R�U�D�N�D���X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���N�U�D�W�N�R�P���Y�U�H�P�H�Q�X���]�E�R�J���Y�L�V�R�N�H���S�U�R�W�R�þ�Q�R�V�W�L���L���U�R�E�X�V�Q�R�V�W�L�����P�D�Q�M�H��

zahtjevne priprave uzoraka u odnosu na ostale metode, visoke osjetljivosti i pouzdane 

�N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�H���� �D���Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N���W�H�K�Q�L�N�H���M�H���Q�H�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���D�Q�D�O�L�]�H���P�M�H�V�Q�R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���L��

�P�D�O�D���E�D�]�D���S�R�G�D�W�D�N�D���V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���M�H���W�H�K�Q�L�N�D���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���U�L�M�H�W�N�R���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���X���D�Q�D�O�L�]�D�P�D���J�O�L�N�D�Q�D58.  

Osim prethodno nav�H�G�H�Q�L�K�� �W�H�K�Q�L�N�D���� �D�Q�D�O�L�]�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P��

ultravisoke djelotvornosti (UPLC, eng. ultra-performance liquid chromatography) uz 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�L�� �G�H�W�H�N�W�R�U�� �M�H�� �G�R�V�W�D�� �þ�H�V�W�D���� �E�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �S�R�X�]�G�D�Q�X�� �L�� �U�R�E�X�V�Q�X��

kvantifikaciju, razdvajanje glikanskih izomera, te uz relativno nisku cijenu opreme. Nedostaci 

�W�H�K�Q�L�N�H�� �V�X�� �Q�H�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �P�M�H�V�Q�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �Q�L�V�N�D�� �S�U�R�W�R�þ�Q�R�V�W�� �L��

�Y�H�ü�D�� �F�L�M�H�Q�D�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �S�R�� �X�]�R�U�N�X�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �Q�S�U���� �0�$�/�'�,-MS. Standardni postupak analize 

glikana UPLC-om se sastoji od:  

1) deglikozilacije proteina �± u poliakrilamidnom gelu,59 na membrani59�±61 ili u 

otopini,62 

2) �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P���E�R�M�R�P������-aminobenzojevom 

kiselinom;63 2-aminopiridinom;64  prokainamidom;65 �D�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� ��-

aminobenzamidom, 2-AB),63 

3) �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �U�D�G�L�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D�� �V�X�Y�L�ã�N�D�� �U�H�D�J�H�Q�V�D���± �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

�H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�R�P���Q�D���þ�Y�U�V�W�R�M���I�D�]�L�����6�3�(�����H�Q�J����solid phase extraction�����]�D���ã�W�R���V�H���N�R�U�L�V�W�H��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�H���þ�Y�U�V�W�H���I�D�]�H���� 
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4) �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�H�� �G�H�W�H�N�F�L�M�H�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �U�D�]�G�Y�R�M�H�Q�L�K na 

�W�H�P�H�O�M�X���Q�M�L�K�R�Y�H���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�R�V�W�L���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P���� 

�=�E�R�J�� �]�D�K�W�M�H�Y�D�� �]�D�� �Y�L�V�R�N�R�S�U�R�W�R�þ�Q�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �ã�W�R�� �Y�H�ü�H�J�� �E�U�R�M�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� �X�� �ã�W�R�� �N�U�D�ü�H�P��

�Y�U�H�P�H�Q�X���X�]���ã�W�R���P�D�Q�M�X���S�R�W�U�R�ã�Q�M�X���R�U�J�D�Q�V�N�L�K���R�W�D�S�D�O�D�����Q�D�S�X�ã�W�H�Q�D���M�H���G�R�Q�H�G�D�Y�Q�R���Q�D�M�Y�L�ã�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��

metoda deglikozilacije proteina u poliakrilamidnom gelu59 (eng. in-gel block method) te su  

razvijeni alternativni pristupi koji su znatno skratili vrijeme priprave uzoraka i smanjili 

�X�W�U�R�ã�D�N���R�W�D�S�D�O�D�����W�H���]�D�P�L�M�H�Q�L�O�L���W�R�N�V�L�þ�Q�L���Q�D�W�U�L�M�H�Y���F�L�M�D�Q�R�E�R�U�K�L�G�U�L�G���N�R�M�L���V�H���N�R�U�L�V�W�L�R���]�D���U�H�G�X�N�F�L�M�X���V����-

pikolin boranom (2-PB)66.  

�7�D�N�R�ÿ�H�U���� �N�R�G�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �1-glikana iz tkiva potrebno je prije deglikozilacije provesti 

�K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�X�� �W�N�L�Y�D�� ���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�M�H�P���� �W�H�� �S�U�R�þ�L�V�W�L�W�L�� �J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�H�� ���Q�S�U����

voda/metanol/kloroform)67�±72�����$�Q�D�O�L�]�D���J�O�L�N�D�Q�D���W�N�L�Y�D���M�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�J�X�ü�D���G�L�U�H�N�W�Q�L�P���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�P��

PNGaze F na tkivo73 te analizom spektrometrijom masa, ali ta metoda zbog velike ovisnosti o 

�P�M�H�V�W�X�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D�� �Q�L�M�H�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�L�O�Q�D�� �W�H�� �]�E�R�J�� �W�R�J�D�� �Q�H�S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�D�� �]�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

�U�D�]�O�L�N�D���L�]�P�H�ÿ�X���W�N�L�Y�D���L���Y�U�V�W�D���� 

 

2.4. �6�U�H�G�L�ã�Q�M�L���å�L�Y�þ�D�Q�L���V�X�V�W�D�Y 
 
�6�U�H�G�L�ã�Q�M�L�� �å�L�Y�þ�D�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y�� ���&�1�6���� �H�Q�J����central nervous system) se sastoji od mozga (lat. 

encephalon�����L���N�U�D�O�M�H�å�Q�L�þ�Q�H���P�R�å�G�L�Q�H�����O�D�W����medulla spinalis). Mozak se nalazi unutar lubanje, a 

�N�U�D�O�M�H�å�Q�L�þ�Q�D�� �P�R�å�G�L�Q�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �V�S�L�Q�D�O�Q�R�J�� �N�D�Q�D�O�D���� �S�U�X�å�D�M�X�ü�L�� �V�H�� �R�G�� �Y�H�O�L�N�R�J�� �R�W�Y�R�U�D�� ���O�D�W����foramen 

magnum) do razine dru�J�R�J���O�X�P�E�D�O�Q�R�J���N�U�D�O�M�H�ã�N�D74. 

 
2.4.1. �6�W�D�Q�L�þ�Q�L���V�D�V�W�D�Y���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D 

 
�6�O�R�å�H�Q�D���P�U�H�å�D���V�W�D�Q�L�F�D���&�1�6-�D���V�H���V�D�V�W�R�M�L���R�G���Q�H�X�U�R�Q�D���L���J�O�L�M�D���V�W�D�Q�L�F�D�����=�D���Y�H�ü�L�Q�X���Q�M�L�K���Y�U�L�M�H�G�L���G�D���V�H��

razvijaju od neuroektoderma i neuralne krijeste tijekom embriogeneze. Neuroni i glija stanice 

imaju specijaliz�L�U�D�Q�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�D�� �S�R�P�D�å�H�� �Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �I�X�Q�N�F�L�M�L�� �X�Q�X�W�D�U�� �&�1�6-a; npr. 

�Q�H�X�U�R�Q�L�� �V�X�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�L�� �]�D�� �S�U�R�S�D�J�D�F�L�M�X�� �D�N�F�L�M�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� �W�H�� �]�E�R�J�� �W�R�J�D�� �V�D�G�U�å�H��

�S�R�G�M�H�G�Q�D�N�R�� �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H�� �Q�D�S�R�Q�R�P�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�H�� �L�R�Q�V�N�H�� �N�D�Q�D�O�H�� �N�R�M�L�� �S�R�P�D�å�X�� �S�U�R�S�D�J�D�F�L�M�L��

�H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�J���V�L�J�Q�D�O�D�����3�R�V�W�R�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���W�L�S�R�Y�L���J�O�L�M�D���V�W�D�Q�L�F�D�����D�V�W�U�R�F�L�W�L�����P�L�N�U�R�J�O�L�M�H���L���R�O�L�J�R�G�H�Q�G�U�R�F�L�W�L����

�L���V�Y�D�N�L���R�G���W�L�K���S�R�G�W�L�S�R�Y�D���S�R�V�M�H�G�X�M�H���G�U�X�J�D�þ�L�M�X���I�X�Q�N�F�L�M�X���� �,�D�N�R���V�Y�D�N�D���R�G���W�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���L�P�D���S�R�V�H�E�Q�X��

�X�O�R�J�X�� �X�Q�X�W�D�U�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �Q�H�N�H�� �R�G�� �Q�M�L�K�� �V�D�G�U�å�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �V�O�L�þ�Qe drugim 

eukariotskim stanicama izvan CNS-a74. 
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2.4.1.1. Neuroni 

 
Neuroni su specijalizirane stanice CNS-�D���N�R�M�H���V�O�X�å�H���N�D�R���M�H�G�L�Q�L�F�H���]�D���S�U�R�F�H�V�L�U�D�Q�M�H���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D����

�L�Q�W�H�J�U�L�U�D�M�X�ü�L���R�G�J�R�Y�R�U���R�U�J�D�Q�L�]�P�D���Q�D���Y�D�Q�M�V�N�L���S�R�G�U�D�å�D�M�����/�M�X�G�V�N�L���P�R�]�D�N���V�D�G�U�å�L���R�N�R�����������P�L�O�L�M�D�U�G�L��

neurona s otprilike 100 bilijuna sin�D�S�V�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�M�L�K���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �S�R�V�W�R�M�L�� �R�N�R�� �������� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K����

jedinstvenih tipova neurona unutar CNS-�D���� �2�Q�L�� �V�H�� �P�R�J�X�� �S�R�M�D�Y�L�W�L�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �L��

�R�E�O�L�F�L�P�D���� �D�O�L�� �L�� �G�D�O�M�H�� �L�P�D�M�X�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �N�R�M�H�� �V�O�X�å�H�� �Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�M�� �X�O�R�]�L����

Osnovni oblik neurona je polarizirana stanica, koja se sastoji od tijela ili some s dendritima 

�]�D�V�O�X�å�Q�L�P�D���]�D���S�U�L�P�D�Q�M�H���S�R�G�U�D�å�D�M�D���Q�D���M�H�G�Q�R�M���V�W�U�D�Q�L���L���D�N�V�R�Q�D���]�D�G�X�å�H�Q�R�J���]�D���G�D�O�M�Q�M�X���W�U�D�Q�V�P�L�V�L�M�X��

signala na drugoj strani. Jedinstvena sposobnost neurona da usmjereno prenese informaciju je 

zbog njegove asimetrije i polarizacije. Neuroni komuniciraju jedan s drugim polariziranim 

�Y�D�O�R�Y�L�P�D���Q�D�V�W�D�O�L�P���S�R�P�R�ü�X���D�N�F�L�M�V�N�R�J���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�����$�N�F�L�M�V�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���M�H���N�U�D�W�N�R�å�L�Y�X�ü�L���Ä�V�Y�H-ili -

�Q�L�ã�W�D�³�� �G�H�S�R�O�D�U�L�]�L�U�D�M�X�ü�L�� �Y�D�O�� �N�R�M�L�� �S�R�þ�L�Q�M�H�� �X�� �W�L�M�H�O�X�� �Q�H�X�U�R�Q�D�� �L�� �]�D�Y�U�ã�D�Y�D�� �Q�D��kraju aksona. Tijelo 

�Q�H�X�U�R�Q�D�� �L�]�U�D�Y�Q�R�� �S�U�L�P�D�� �G�H�S�R�O�D�U�L�]�L�U�D�M�X�ü�H�� ���H�N�V�F�L�W�D�W�R�U�Q�H���� �L�� �K�L�S�H�U�S�R�O�D�U�L�]�L�U�D�M�X�ü�H�� ���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�Q�H����

�L�P�S�X�O�V�H�� �R�G�� �G�U�X�J�L�K�� �Q�H�X�U�R�Q�D�� �S�U�H�N�R�� �V�L�Q�D�S�V�L�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L���� �6�L�Q�D�S�V�D�� �M�H�� �S�R�G�U�X�þ�M�H�� �J�G�M�H��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�D�� �V�L�J�Q�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�H�J�� ���S�U�H�V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�R�J���� �Q�H�X�U�Rna dolazi blizu ciljnog 

���S�R�V�W�V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�R�J���� �Q�H�X�U�R�Q�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �N�R�M�H�� �S�R�Y�H�]�X�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� ���V�\�Q�&�$�0�V����

eng. synaptic cell adhesion molecules������ �2�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�\�Q�&�$�0�V�� �P�R�J�X�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L�� �L�O�L�� �V�P�D�Q�M�L�W�L��

�Q�M�L�K�R�Y�X�� �D�G�K�H�]�L�M�X�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�M�H�V�Q�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �1-glikozilacije, te tako mijenjati stvaranje 

sinapse75. 

 
2.4.1.2. Glija stanice 

 
�8�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �V�H�� �Y�M�H�U�R�Y�D�O�R�� �G�D�� �J�O�L�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�H �V�O�X�å�H�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �]�D�� �G�U�å�D�Q�M�H�� �Q�H�X�U�R�Q�D�� �Q�D�� �P�M�H�V�W�X�� �S�R�S�X�W��

�O�M�H�S�L�O�D�����J�O�L�M�D���Q�D���J�U�þ�N�R�P���]�Q�D�þ�L���O�M�H�S�L�O�R�������D�O�L���V���Y�U�H�P�H�Q�R�P���V�H���R�W�N�U�L�O�R���G�D���V�X���W�H���V�W�D�Q�L�F�H���Q�H�R�S�K�R�G�Q�H���]�D��

�R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���&�1�6���K�R�P�H�R�V�W�D�]�H���± �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�L���V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�X���W�R�þ�Q�R�V�W�����S�U�X�å�D�M�X�ü�L���Q�X�W�U�L�W�L�Y�Q�X���S�R�G�U�ã�N�X���L��

�G�R�S�U�L�Q�R�V�H�ü�L���L�Punom odgovoru unutar mozga. Tri glavne vrste glija stanica u CNS-u su: 

1) Astrociti �± �Q�D�M�E�U�R�M�Q�L�M�H�� �J�O�L�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �X�� �P�R�]�J�X�� �N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�N�D���� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�H�W�� �S�X�W�D�� �X�þ�H�V�W�D�O�L�M�H��

od neurona i zauzimaju 20-50 % volumena mozga76. Astrocite tvore sincicij, gdje su 

spojevi/pukot�L�Q�H���L�]�P�H�ÿ�X���V�X�V�M�H�G�Q�L�K���D�V�W�U�R�F�L�W�D���X�V�N�O�D�ÿ�H�Q�L���W�D�N�R���G�D���ã�D�O�M�X���Q�X�W�U�L�M�H�Q�W�H���L���L�R�Q�H���L�]��

�N�U�Y�L���S�U�H�P�D���Q�H�X�U�R�Q�L�P�D�����2�Q�L���V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���R�G�J�R�Y�R�U�Q�L���]�D���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���R�V�P�R�O�D�U�Q�R�V�W�L���X���P�R�]�J�X��

�S�R�P�R�ü�X���X�Q�R�V�D���L�R�Q�D�����S�U�R�V�W�R�U�Q�R�J���S�X�I�H�U�L�U�D�Q�M�D���L���N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�H���G�L�I�X�]�L�M�H���Y�R�G�H���N�U�R�]���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X��

akvaporina. S obzirom da se mozak nalazi unutar lubanje, male promjene u 
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metabolizmu vode mogu dovesti do kompresivnog cerebralong edema, hidrocefalusa 

ili promjena u neuralnoj aktivnosti77���� �$�V�W�U�R�F�L�W�H���� �W�D�N�R�ÿ�H�U���� �P�R�J�X�� �X�Q�R�V�L�W�L���� �G�H�J�U�D�G�L�U�D�W�L�� �L��

�R�W�S�X�ã�W�D�W�L�� �Q�H�X�U�R�W�U�D�Q�V�P�L�W�H�U�H�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�H �S�U�H�N�X�V�R�U�H�� ���Q�S�U���� �J�O�X�W�D�P�D�W�� ���� �W�H�� �W�D�N�R�� �S�R�P�D�å�X�� �X��

�U�H�J�X�O�D�F�L�M�L�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���� �1�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q���� �D�V�W�U�R�F�L�W�L�� �V�X�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �X�� �S�U�H�Y�H�Q�F�L�M�L��

�H�N�V�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �$�V�W�U�R�F�L�W�L�� �V�X�� �M�H�G�L�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�D�� �J�O�L�N�R�J�H�Q�D�� �L�� �W�D�N�R�� �Y�D�å�D�Q��

�U�H�J�X�O�D�W�R�U�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �U�D�]�L�Q�H�� �J�O�X�N�R�]�H�� �X�� �P�R�]�J�X���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �D�V�W�U�R�F�L�W�L�� �O�X�þ�H�� �Q�H�X�U�R�W�U�R�I�L�Q�H��

�S�R�S�X�W�� �%�'�1�)���� �*�'�1�)�� �L�� �+�*�)�� �N�R�M�L�� �V�X�� �Y�D�å�Q�L�� �]�D�� �U�D�V�W���� �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �V�L�Q�D�S�W�R�J�H�Q�H�]�X��

neurona76. Astrociti mogu migrirati i mijenjati oblik kao odgovor na akutnu traumu u 

procesu zvanom astroglioza. Tijekom tog procesa, astrocit�L���S�R�V�W�D�M�X���Y�H�ü�L�����Y�L�ã�H���S�O�D�V�W�L�þ�Q�L����

�S�R�N�U�H�W�Q�L�� �L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�� �D�N�W�L�Y�Q�L���� �$�V�W�U�R�J�O�L�R�]�D�� �L�P�D�� �S�R�]�L�W�L�Y�D�Q�� �L�� �Q�H�J�D�W�L�Y�D�Q�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D��

oporavak mozga. Odmah nakon povrede, astrociti uklanjanju preostale fragmente i 

kontroliraju proupalne odgovore ovisno o vrsti stimulacije, a nakon toga zajedno s 

�P�L�N�U�R�J�O�L�M�D�P�D�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �J�O�L�M�D�O�Q�L�� �R�å�L�O�M�D�N�� �N�R�M�L�� �R�G�M�H�O�M�X�M�H�� �S�R�Y�U�H�G�X�� �L�� �X�S�D�O�X�� �R�G�� �R�V�W�D�W�N�D�� �W�N�L�Y�D��

�ã�W�R�� �S�R�P�D�å�H�� �P�R�G�X�O�D�F�L�M�L�� �O�R�N�D�O�Q�R�J�� �L�P�X�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D���� �S�U�H�Y�H�Q�L�U�D�� �Q�H�Q�R�U�P�D�O�D�Q�� �D�N�V�R�Q�D�O�Q�L��

�U�D�V�W�� �L�� �S�R�P�D�å�H�� �U�H�Y�D�V�N�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D78���� �7�D�N�R�� �D�V�W�U�R�J�O�L�R�]�D�� �S�R�P�D�å�H��

�S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�X�� �Q�H�X�U�R�Q�D�� �L�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�L�� �P�R�]�J�D���� �D�O�L�� �Q�D�V�W�D�O�L�� �R�å�L�O�M�F�L�� �P�R�J�X�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R��

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D���U�D�V�W�D�� �D�N�V�R�Q�D���W�H���V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�D���S�R�Q�R�Y�Q�R�J���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�D���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�L�K���Y�H�]�D��

�L�]�P�H�ÿ�X���Q�H�X�U�R�Q�D���� 

2) Oligodendrociti �± glija stanice odgovorne za potporu i izolaciju aksona unutar CNS-a. 

�=�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �D�V�W�U�R�F�L�W�D���� �R�O�L�J�R�G�H�Q�G�U�R�F�L�W�L�� �Q�H�� �V�D�G�U�å�H�� �Y�H�O�L�N�L�� �E�U�R�M�� �L�Q�W�H�J�U�D�O�Q�L�K�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�Q�L�K��

�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�L�K�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H�� �L�� �L�R�Q�V�N�H�� �U�D�V�S�R�G�M�H�O�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �&�1�6-a79. 

�2�O�L�J�R�G�H�Q�G�U�R�F�L�W�L���V�X���V�O�L�þ�Q�L���6�F�K�Z�D�Q�Q�R�Y�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���S�H�U�L�I�H�U�Q�R�J���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���]�D�W�R���M�H�U��

�V�X���R�E�L�M�H���Y�U�V�W�H���R�G�J�R�Y�R�U�Q�H���]�D���R�P�R�W�D�Y�D�Q�M�H���D�N�V�R�Q�D���S�O�D�]�P�D�W�V�N�L�P���P�H�P�E�U�D�Q�D�P�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P����

�U�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �W�H�� �G�Y�L�M�H�� �Y�U�V�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �M�H�� �X�� �W�R�P�H�� �ã�W�R�� �6�F�K�Z�D�Q�Q�R�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�P�D�W�D�M�X��

segment samo jednog neurona, dok oligodendrociti mogu omotati segmente aksona i 

�G�R���������U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Q�H�X�U�R�Q�D�����=�U�H�O�L���R�O�L�J�R�G�H�Q�G�U�R�F�L�W�L���V�S�L�U�D�O�Q�R���R�P�D�W�D�M�X���Y�O�D�V�W�L�W�L�P���S�D�O�]�P�D�W�V�N�L�P��

�P�H�P�E�U�D�Q�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �S�X�W�D�� �D�N�V�R�Q�D�O�Q�L�� �V�H�J�P�H�Q�W���� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �Y�L�ã�H�V�O�R�M�Q�L�� �O�L�S�L�G�Q�L�� �V�O�R�M�� �]�Y�D�Q��

mijelin te se nalaze u redovima u traktovima bijele tvari CNS-a, ali u nekim 

�V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���P�R�J�X���V�H���Q�D�ü�L���L���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R���� 

3) Mikroglije �± �Q�D�M�P�D�Q�M�H�� �R�G�� �V�Y�L�K�� �J�O�L�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �V�D�G�U�å�H�� �E�U�R�M�Q�H�� �U�D�]�J�U�D�Q�D�W�H�� �Q�D�V�W�D�Y�N�H�� �V��

trnastim produljcima i s gustom, heterokromatskom jezgrom kad se nalaze u stanju 

�P�L�U�R�Y�D�Q�M�D���W�H���V�X���M�H�G�L�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���N�R�M�H���V�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R���Q�D�O�D�]�H���X���&�1�6-
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u i pripadaju monocitno-�P�D�N�U�R�I�D�J�Q�R�M���O�L�Q�L�M�L�����0�L�N�U�R�J�O�L�M�H���V�H���S�R�Q�D�ã�D�M�X���S�R�S�X�W���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K��

�Q�D�G�J�O�H�G�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �N�R�M�H�� �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L�� �V�Y�R�M�R�M�� �P�D�O�R�M�� �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�R�M�� �P�D�V�L�� �S�D�W�U�R�O�L�U�Dju 

�]�G�U�D�Y�L�P�� �P�R�]�J�R�P�� �X�� �V�W�D�Q�M�X�� �P�L�U�R�Y�D�Q�M�D�� �L�� �V�W�X�S�D�M�X�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�� �S�H�U�L�V�Q�D�S�W�L�þ�N�L�P��

astrocitima i sinapsama80,81���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �P�L�N�U�R�J�O�L�M�H�� �P�L�M�H�Q�M�D�M�X�� �E�U�R�M�Q�H�� �H�O�H�P�H�Q�W�H�� �X�Q�X�W�D�U��

�]�D�G�D�Q�R�J�� �R�N�R�O�L�ã�D�� �N�D�R �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�H�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �R�N�R�O�L�Q�H���� �3�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �P�L�N�U�R�J�O�L�M�D�� �M�H��

�S�U�H�N�U�L�Y�H�Q�D�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L�P�D�� �N�R�M�L�� �X�S�X�ü�X�M�X�� �Q�D�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �X�U�R�ÿ�H�Q�R�M�� �L�P�X�Q�R�V�W�L�� �N�D�R�� �L��

�L�P�X�Q�R�P�� �R�G�J�R�Y�R�U�X�� �Q�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H�� �L�� �Y�L�U�X�V�H���� �D�O�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�M�X�� �U�H�F�H�S�W�R�U�H�� �]�D��

neurotransmitore i trofne faktore. Akt�L�Y�D�F�L�M�D���P�L�N�U�R�J�O�L�M�D���P�R�å�H���E�L�W�L���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�D���V�W�U�D�Q�R�P��

�W�Y�D�U�L�� ���Q�S�U���� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �Y�L�U�X�V�D���� �L�O�L�� �R�G�V�X�W�Q�R�ã�ü�X�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R�J�� �V�L�J�Q�D�O�D�� ���Q�S�U���� �W�U�R�I�Q�R�J�� �I�D�N�W�R�U�D������

�$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �P�L�N�U�R�J�O�L�M�H�� �S�R�Y�O�D�þ�H�� �V�Y�R�M�H�� �Q�D�V�W�D�Y�N�H�� �L�� �S�R�V�W�D�M�X�� �R�N�U�X�J�O�H�� �W�H�� �S�R�þ�L�Q�M�X�� �N�U�H�W�D�Q�M�H�� �X��

smjeru citokina80���� �Q�D�� �F�L�O�M�X�� �I�D�J�R�F�L�W�L�U�D�M�X�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�H�� �Q�H�X�U�R�Q�D���� �X�N�O�D�Q�M�D�M�X�� �W�H�ã�Ne metale, 

�R�E�O�L�N�X�M�X�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�H�� �Y�H�]�H�� �L�� �P�L�M�H�Q�M�D�M�X�� �V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�L�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �X�N�O�D�Q�M�D�M�X�ü�L�� �V�L�Q�D�S�V�H82. Na taj 

�Q�D�þ�L�Q�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �P�L�N�U�R�J�O�L�M�D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�D�� �V�� �Q�R�U�P�D�O�Q�L�P�� �Q�H�X�U�D�O�Q�L�P�� �U�D�]�Y�R�M�H�P����

funkcijom kao i odgovorom na infekciju ili traumu. 

 

2.4.2. �$�Q�D�W�R�P�V�N�D���S�R�G�M�H�O�D���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D 

 

�2�S�ü�H�Q�L�W�R���� �P�R�]�D�N�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�R�G�L�M�H�O�L�W�L�� �Q�D�� �Y�H�O�L�N�L�� �F�H�U�H�E�U�X�P�� �L�O�L�� �Y�H�O�L�N�L�� �P�R�]�D�N���� �F�H�U�H�E�H�O�X�P�� �L�O�L�� �P�D�O�L��

�P�R�]�D�N���L���W�U�X�Q�F�X�V���F�H�U�H�E�U�L���L�O�L���P�R�å�G�D�Q�R���G�H�E�O�R�����V�O�L�N�D�����������2�Q�W�R�J�H�Q�H�W�V�N�L���P�R�]�D�N���P�R�å�H���E�L�W�L���S�R�G�L�M�H�O�M�Hn 

na tri glavna djela: primozak (lat. rhombencephalon), srednji mozak (lat. mesencephalon) i 

prednji mozak (lat. prosencephalon������ �3�U�L�P�R�]�D�N�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �S�U�R�G�X�å�H�Q�X�� �P�R�å�G�L�Q�X�� ���O�D�W����medulla 

oblongata; myelencephalon) te most i mali mozak (lat. metencephalon). �3�U�R�G�X�å�H�Q�D�� �P�R�å�G�L�Q�D��

�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���U�R�V�W�U�D�O�Q�R���S�U�R�ã�L�U�H�Q�M�H���N�U�D�O�M�H�å�Q�L�þ�Q�H���P�R�å�G�L�Q�H�����G�R�N���P�H�W�H�Q�F�H�S�K�D�O�R�Q���W�Y�R�U�L���Y�H�O�L�N�L���Y�H�Q�W�U�D�O�L��

�S�U�R�G�X�å�H�W�D�N�� �S�R�]�Q�D�W�� �N�D�R�� �P�R�V�W�� ���O�D�W�� pons���� �W�H�� �L�]�U�D�å�H�Q�L�M�L�� �G�R�U�]�D�O�Q�L�� �G�L�R�� �Q�D�]�Y�D�Q�� �P�D�O�L�� �P�R�]�D�N�� ���O�D�W����

cerebellum������ �,�V�W�K�P�X�V�� �M�H�� �G�L�R�� �S�U�L�P�R�]�J�D�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�� �Q�D�M�Y�L�ã�H �U�R�V�W�U�D�O�Q�R�� �N�R�M�L�� �J�U�D�Q�L�þ�L�� �V�D�� �V�U�H�G�Q�M�L�P��

�P�R�]�J�R�P�����6�U�H�G�Q�M�L���P�R�]�D�N���M�H���N�U�D�W�N�L�����X���R�E�O�L�N�X���N�O�L�Q�D���R�E�O�L�N�R�Y�D�Q�L���V�H�J�P�H�Q�W���P�R�]�J�D���L�]�P�H�ÿ�X���S�U�L�P�R�]�J�D��

�L�� �S�U�H�G�Q�M�H�J�� �P�R�]�J�D���� �3�U�R�G�X�å�H�Q�D�� �P�R�å�G�L�Q�D���� �P�R�V�W�� �L�� �V�U�H�G�Q�M�L�� �P�R�]�D�N�� �W�Y�R�U�H�� �P�R�å�G�D�Q�R�� �G�H�E�O�R���� �3�U�H�G�Q�M�L��

�P�R�]�D�N�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �P�H�ÿ�X�P�R�]�J�D�� ���O�D�W����diencephalon) i krajnjeg mozga (lat. telencephalon). 

�0�H�ÿ�X�P�R�]�D�N�� �V�D�G�U�å�L�� �G�Y�D�� �Y�D�å�Q�D�� �Q�X�N�O�H�D�U�Q�D�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D���� �E�U�H�å�X�O�M�D�N�� ���O�D�W����thalamus���� �N�R�M�L�� �M�H�� �Y�H�ü�L�� �W�H��

�P�D�Q�M�L���S�R�G�E�U�H�å�M�H�����O�D�W����hypothalamus). Prednji mozak se uglavnom sastoji od dvije polutke koje 

�V�X�� �G�D�O�H�N�R�� �Q�D�M�Y�H�ü�L�� �G�L�R�� �K�X�P�D�Q�R�J�� �P�R�]�J�D���� �R�Q�H�� �R�N�U�X�å�X�M�X�� �L�� �S�U�H�N�U�L�Y�D�M�X�� �R�E�D�� �R�V�W�D�O�D�� �G�L�M�H�O�D�� �P�R�]�J�D��

���P�H�ÿ�X�P�R�]�D�N�� �L�� �V�U�H�G�Q�M�L�� �P�R�]�D�N������ �3�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �F�H�U�H�E�U�D�O�Q�L�K�� �S�R�O�X�W�N�L�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �E�U�R�M�Q�L�K�� �P�R�å�G�D�Q�L�K��



§ 2. Literaturni pregled  25 

Ivan Gudelj  Doktorska disertacija 

vijuga (lat. gyri), koje su odijeljene jedna od druge brazdama (lat. sulcus) i jamama (lat. 

fissura). Cerebr�D�O�Q�H���S�R�O�X�W�N�H���V�X���G�D�O�M�H���S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�H���X���S�H�W���J�O�D�Y�Q�L�K���G�L�M�H�O�R�Y�D���L�O�L���U�H�å�Q�M�H�Y�D�����O�D�W����lobes): 

�þ�H�R�Q�L���U�H�å�D�Q�M�����O�D�W����lobus frontalis�������W�M�H�P�H�Q�L���U�H�å�D�Q�M�����O�D�W����lobus parietalis�������V�O�M�H�S�R�R�þ�Q�L���U�H�å�D�Q�M�����O�D�W����

lobus temporalis�������]�D�W�L�O�M�Q�L���U�H�å�D�Q�M�����O�D�W����lobus occipitalis�����L���O�L�P�E�L�þ�N�L���U�H�å�D�Q�M�����O�D�W����lobus limbicus). 

�9�H�ü�L�Q�D�����L�D�N�R���Q�H���V�Y�H�����J�U�D�Q�L�F�D���L�]�P�H�ÿ�X���U�H�å�D�Q�M�D���M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���E�U�D�]�G�D�P�D���L���M�D�P�D�P�D74.  

 

 

 

 

2.4.3. �5�D�]�Y�R�M���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D 

 

�6�U�H�G�L�ã�Q�M�L���å�L�Y�þ�D�Q�L���V�X�V�W�D�Y���þ�R�Y�M�H�N�D���L���R�V�W�D�O�L�K���N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�N�D���V�H���U�D�]�Y�L�M�D���R�G���Q�H�X�U�D�O�Q�H���S�O�R�þ�H���H�N�W�R�G�H�U�P�D����

�1�D�� �U�X�E�R�Y�L�P�D�� �Q�H�X�U�D�O�Q�H�� �S�O�R�þ�H�� �V�H�� �V�W�Y�D�U�D�� �Q�H�X�U�D�O�Q�D�� �N�U�L�M�H�V�W�D�� �N�R�M�D�� �R�G�Y�D�M�D�� �Q�H�X�U�D�O�Q�L�� �H�N�W�R�G�H�U�P�� �R�G��

�R�V�W�D�W�N�D�� �H�N�W�R�G�H�U�P�D���� �6�� �U�D�V�W�R�P�� �Q�H�X�U�D�O�Q�H�� �S�O�R�þ�H���� �Q�M�H�]�L�Q�L�� �N�U�D�M�H�Y�L�� �V�H�� �X�]�G�L�å�X�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �Q�H�X�U�D�O�Q�H��

�Q�D�E�R�U�H�� �G�R�N�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�L�� �G�L�R�� �W�R�Q�H�� �W�H�� �V�W�Y�D�U�D�� �Q�H�X�U�D�O�Q�L�� �å�O�L�M�H�E���� �7�L�M�H�Nom daljnjeg razvoja, neuralni 

�å�O�L�M�H�E�� �V�H�� �S�U�R�G�X�E�O�M�X�M�H�� �W�H�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �V�S�D�M�D�Q�M�D�� �Q�H�X�U�D�O�Q�L�K�� �Q�D�E�R�U�D�� �W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �Q�H�X�U�D�O�Q�D��

�F�L�M�H�Y���� �=�D�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �F�L�M�H�Y�L�� �S�R�þ�L�Q�M�H�� �Q�D�� �Y�L�ã�H�� �P�M�H�V�W�D���� �D�� �]�D�G�Q�M�L�� �V�H�� �]�D�W�Y�D�U�D�M�X�� �N�U�D�M�H�Y�L�� �F�L�M�H�Y�L���� �U�R�V�W�U�D�O�Q�L��

dio 30 dana nakon fertilizacije dok �N�D�X�G�D�O�Q�L�� �M�H�G�D�Q�� �G�D�Q�� �N�D�V�Q�L�M�H���� �7�L�M�H�N�R�P�� �ã�H�V�W�R�J�� �J�H�V�W�D�F�L�M�V�N�R�J��

Slika 7. Ontogenetska podjela mozga (A) i �S�U�H�U�H�]�� �P�R�]�J�D�� ���%���� �R�G�U�D�V�O�R�J�� �þ�R�Y�M�H�N�D�� �N�U�R�]�� �O�D�W�H�U�D�O�Q�L�� �G�Lo 
�S�X�W�D�P�H�Q�D���� �5�H�J�L�M�H�� �P�R�]�J�D�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �E�U�R�M�H�Y�L�P�D�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �O�H�J�H�Q�G�R�P���� �D�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�H�� �U�H�J�L�M�H�� �X�� �R�Y�R�P��
�U�D�G�X�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �å�X�W�R�P�� ���P�D�O�L�� �P�R�]�D�N������ �F�U�Y�H�Q�R�P�� ���K�L�S�R�N�D�P�S�X�V������ �]�H�O�H�Q�R�P�� ���V�W�U�L�M�D�W�X�P���� �L�� �O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R�P��
���I�U�R�Q�W�D�O�Q�D���G�R�U�V�D�O�Q�D���N�R�U�D���Y�H�O�L�N�R�J���P�R�]�J�D�������3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]��Nieuwenhuys i suradnici74) 
 
 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q���� �U�X� �L�™�D�V�W�L�� �U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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�W�M�H�G�Q�D���I�R�U�P�L�U�D�M�X���V�H���W�U�L���S�U�L�P�D�U�Q�D���P�R�å�G�D�Q�D���Y�H�]�L�N�X�O�D�����S�U�H�G�Q�M�L���P�R�]�D�N�����V�U�H�G�Q�M�L���P�R�]�D�N���W�H���S�U�L�P�R�]�D�N����

�8�Q�X�W�D�U�� �V�H�G�P�R�J�� �J�H�V�W�D�F�L�M�V�N�R�J�� �W�M�H�G�Q�D�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �S�H�W�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K�� �P�R�å�G�D�Q�L�K�� �Y�L�]�L�N�X�O�D�� �R�G�� �S�U�L�P�D�U�Q�D��

tri: krajnji mozak���� �P�H�ÿ�X�P�R�]�D�N���� �V�U�H�G�Q�M�L�� �P�R�]�D�N���� �P�D�O�L�� �P�R�]�D�N�� �V�� �P�R�V�W�R�P�� �L���S�U�R�G�X�å�H�Q�X�� �P�R�å�G�L�Q�X����

�1�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �S�H�W�� �P�R�å�G�D�Q�L�K�� �Y�H�]�L�N�X�O�D�� �I�R�U�P�L�U�D�� �P�R�å�G�D�Q�H�� �N�R�P�R�U�H�� �W�H�� �G�D�M�H�� �W�H�P�H�O�M�Q�X�� �U�H�J�L�R�Q�D�O�Q�X��

podjelu kasnije odraslog mozga74,83. 

 

2.4.4. �(�Y�R�O�X�F�L�M�D���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J���å�L�Y�þ�D�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D 

 

�'�L�M�H�O�R�Y�L���E�L�O�R���N�R�M�H�J���S�U�L�O�D�J�R�G�O�M�L�Y�R�J���V�X�V�W�D�Y�D�����N�D�R���ã�W�R���M�H���P�R�]�D�N���V�L�V�D�Y�D�F�D�����S�R�G�O�L�M�H�å�X���N�R�R�U�G�L�Q�L�U�D�Q�R�M��

�H�Y�R�O�X�F�L�M�L���� �G�R�N�� �X�� �L�V�W�R�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�D�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �P�R�]�J�D��

sisavaca potencijalno stvara podr�X�þ�M�H�� �]�D�� �P�R�]�D�L�þ�Q�H�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D��

�D�O�R�P�H�W�U�L�M�V�N�H�� �N�R�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �G�L�M�H�O�R�Y�D���� �.�R�P�S�D�U�D�W�L�Y�Q�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �V�X��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���V�X�V�W�D�Y�L���L���V�W�U�X�N�W�X�U�H���H�Y�R�O�X�L�U�D�O�L���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R���Q�H�R�Y�L�V�Q�R���R�G���X�N�X�S�Q�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���P�R�]�J�D���L���G�D���W�H��

sustavno-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H �S�U�R�P�M�H�Q�H���N�R�U�H�O�L�U�D�M�X���V���H�N�R�O�R�J�L�M�R�P���S�R�Q�D�ã�D�Q�M�D�����1�D�N�R�Q���S�U�L�O�D�J�R�G�E�H���X���R�G�Q�R�V�X��

�Q�D���R�V�W�D�O�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���P�R�]�J�D�����Q�H�R�N�R�U�W�H�N�V���S�U�L�P�D�W�D���M�H���X���S�U�R�V�M�H�N�X���S�H�W���S�X�W�D���Y�H�ü�L���Q�H�J�R���N�R�G���N�X�N�F�R�M�H�G�D��

���L�D�N�R���Q�H�N�H���X�V�S�R�U�H�G�E�H���S�R�N�D�]�X�M�X���L���G�R���G�H�V�H�W���S�X�W�D���Y�H�ü�X���U�D�]�O�L�N�X�������3�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���Q�H�R�N�R�U�W�H�N�V�D���L���X�N�X�S�Q�H��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �P�R�]�J�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�H�� �S�U�L�P�D�W�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�� �V�� �Q�H�S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�Q�R�P�� �H�N�V�S�D�Q�]�L�M�R�P��

�Y�L�G�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �L�� �V�� �R�V�W�D�O�L�P�� �D�V�S�H�N�W�L�P�D�� �Y�L�G�Q�H�� �V�S�H�F�L�M�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �R�U�E�L�W�D�O�Q�D��

konvergencija i ekspanzija malog mozga84���� �0�R�]�D�L�þ�Q�D�� �S�U�L�U�R�G�D�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X�� �S�U�R�S�R�U�F�L�M�D�P�D��

m�R�]�J�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�H�� �S�U�L�P�D�W�D�� �V�H�� �M�D�V�Q�R�� �Y�L�G�L�� �N�D�G�� �V�H�� �X�V�S�R�U�H�G�L�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �J�O�D�Y�Q�L�K�� �G�L�M�H�O�R�Y�D��

mozga naspram tjelesne mase85. Neki dijelovi (npr. neokorteks i mali mozak) pokazuju jasnu 

�U�D�]�O�L�N�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �W�D�N�V�R�Q�D���� �G�R�N�� �R�V�W�D�O�H�� ���Q�S�U���� �S�U�R�G�X�å�H�Q�D�� �P�R�å�G�L�Q�D���� �W�R�� �Q�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �V�Y�L��

�X�W�M�H�F�D�M�L���Q�L�V�X���M�H�G�Q�D�N�R���V�Q�D�å�Q�L���]�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H�����Y�H�O�L�þ�L�Q�D���Q�H�R�N�R�U�W�H�N�V�D���L���P�D�O�R�J���P�R�]�J�D���M�H���Y�H�ü�D��

kod primata nego �N�R�G�� �N�X�N�F�R�M�H�G�D���� �D�O�L�� �M�H�G�L�Q�R�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �Q�H�R�N�R�U�W�H�N�V�D�� �M�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

strepsirhinih ���P�R�N�U�R�Q�R�V�F�L�� �L�O�L�� �Y�O�D�å�Q�R�Q�R�V�F�L���� �L�� �K�D�S�O�R�U�K�L�Q�L�K�� ���V�X�K�R�Q�R�V�F�L���� �S�U�L�P�D�W�D���� �'�R�N�� �M�H�� �V�� �G�U�X�J�H��

�V�W�U�D�Q�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �P�D�O�R�J�� �P�R�]�J�D�� �Y�H�ü�D�� �N�R�G�� �þ�R�Y�M�H�N�R�O�L�N�L�K�� �P�D�M�P�X�Q�D�� �Q�H�J�R�� �N�R�G�� �R�V�W�D�O�L�K�� �F�D�W�D�U�U�K�L�Q�D��

(uskonosci)���� �2�O�I�D�N�W�R�U�Q�L�� �E�X�O�E�O�L�� �V�X�� �Y�H�ü�L�� �N�R�G�� �V�W�U�H�S�V�L�U�K�Q�L�K�� �S�U�L�P�D�W�D�� �L�� �N�X�N�F�R�M�H�G�D�� �Q�H�J�R�� �N�R�G��

�K�D�S�O�R�U�K�L�Q�L�K�� �S�U�L�P�D�W�D���� �Q�D�Y�H�G�H�Q�D�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �M�H�� �E�D�U�H�P�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �S�U�L�O�D�J�R�G�E�H��

�Q�R�N�W�X�U�D�O�Q�R�P�� �L�O�L�� �G�L�X�U�Q�D�O�Q�R�P�� �U�L�W�P�X���� �8�V�S�R�U�H�G�E�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �N�R�G�� �Y�U�V�W�D�� �V�D�� �V�O�L�þ�Q�R�P��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�R�P�� �P�Rzga otkriva razmjer sustavno-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�H�� �X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L���� �W�D�N�R�� �M�H�� �J�R�U�Q�M�L��

kolikul (lat. superior colliculus���� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �G�H�V�H�W�� �S�X�W�D�� �Y�H�ü�L�� �N�R�G�� �V�Y�L�]�D�F�D�� �Q�H�J�R�� �N�R�G�� �ã�W�D�N�R�U�D�� �E�H�]��

�R�E�]�L�U�D���Q�D���V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���X���Y�H�O�L�þ�L�Q�L���P�R�]�J�D���L���W�L�M�H�O�D85,86. 
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Uzorci  
 

�2�Y�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �R�G�R�E�U�L�O�L�� �V�X�� �(�W�L�þ�N�R�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�R�� �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D�� �<�D�O�H�� �L�� �(�W�L�þ�N�R�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�R��

Prirodoslovno-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�R�J�� �I�D�N�X�O�W�H�W�D�� �X�� �=�D�J�U�H�E�X�� �]�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�H�� �X�]�R�U�N�H���� �W�H�� �(�W�L�þ�N�R��

povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu za ljudske uzorke.  

�8�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �þ�H�W�L�U�L�� �U�H�J�L�M�H�� �P�R�]�J�D���� �I�U�R�Q�W�D�O�Q�D�� �G�R�U�V�D�O�Q�D�� �N�R�U�D�� �P�R�]�J�D����

�K�L�S�R�N�D�P�S�X�V���� �V�W�U�L�M�D�W�X�P�� �W�H�� �P�D�O�L�� �P�R�]�D�N���� �5�H�J�L�M�H�� �V�X�� �S�U�L�N�X�S�O�M�H�Q�H�� �R�G�� �þ�H�W�L�U�L�� �Y�U�V�W�H���� �þ�R�Y�M�H�N�� ��Homo 

sapiens, Hominidae; odrasli i fetalni), �þ�L�P�S�D�Q�]�D�� ��Pan troglodytes, Hominidae), makaki 

majmun (Macaca mulatta, Cercopithecidae���� �W�H�� �ã�W�D�N�R�U�� ��Rattus norvegicus, Muridae, soj 

Fischer 344). Detaljan pregled uzoraka je dan u Tablici 1. 

�8�]�R�U�F�L�� �W�N�L�Y�D�� �P�R�]�J�D�� �þ�R�Y�M�H�N�D�� ���R�G�U�D�V�O�L�� �L�� �I�H�W�D�O�Q�L������ �þ�L�P�S�D�Q�]�H�� �L�� �P�D�N�D�N�L�� �P�D�M�P�X�Q�D�� �V�X��

prikupljeni od strane Sestan Lab, Department of Neurobiology and Kavli Institute for 

Neuroscience, Yale University School of Medicine �N�R�M�L���L�P�D���H�W�L�þ�N�R���R�G�R�E�U�H�Q�M�H���S�U�R�W�R�N�R�O�D���]�D���U�D�G��

�Q�D���P�R�]�J�R�Y�L�P�D���S�U�L�P�D�W�D���G�R�N���V�X���P�R�]�J�R�Y�L���ã�W�D�N�R�U�D���X�V�W�X�S�O�M�H�Q�L���R�G���V�W�U�D�Q�H���0�H�G�L�F�L�Q�V�N�R�J���I�D�N�X�O�W�H�W�D���X��

Zagrebu.  
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3.2. Materijali  
 

3.2.1. Standardne kemikalije  

 

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC) (Fluka), 2-aminobenzamid (2-

AB) (Sigma-Aldrich), 2-merkaptoetanol (�EME) (Acros Organics),  2-pikolin boran (2-PB) 

(Sigma-Aldrich), 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina (2,5-DHB) (Bruker Daltonik), acetonitril 

(J. T. Baker), dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich), etanol (Carlo Erba), formijatna 

kiselina (HCOOH) (Merck), hidroksibenzotriazol monohidrat (HOBt) (Sigma-Aldrich), 

igepal CA-630 (Sigma-Aldrich), kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) (Sigma-Aldrich), kalijev 

klorid (KCl) (EMD Milipore), kloridna kiselina (HCl) (Kemika), kloroform (CHCl3) (Sigma-

Aldrich), metanol (J. T. Baker), natrijev azid (NaN3) (Sigma-Aldrich),  natrijev dodecil-sulfat 

(SDS) (Sigma-Aldrich), natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) (Acros Organics), natrijev 

hidrogenkarbonat (NaHCO3) (Merck), natrijev hidroksid (NaOH) (Kemika), natrijev klorid 

(NaCl) (Carlo Erba), octena kiselina (CH3COOH) (Merck), otopina amonijaka (Merck), 

trifluoroctena kiselina (TFA) (Sigma-Aldrich). 

 

Vrsta Stupanj razvoja Spol Broj jedinki  
Dob  

(prosjek godina(raspon)) 

�ý�R�Y�M�H�N 

Odrasla jedinka 
�ä�H�Q�V�N�L 3 50,6 (30-82) 

�0�X�ã�N�L 3 32 (23-37) 

Fetus 
�ä�H�Q�V�N�L 2 22 (21-23)* 

�0�X�ã�N�L 1 23,5* 

�ý�L�P�S�D�Q�]�D Odrasla jedinka 
�ä�H�Q�V�N�L 2 27 (23-31) 

�0�X�ã�N�L 2 25 (23-27) 

Makaki majmun Odrasla jedinka 
�ä�H�Q�V�N�L 3 10,6 (10-11) 

�0�X�ã�N�L 3 8,3 (7-11) 

�â�W�D�N�R�U Odrasla jedinka 
�ä�H�Q�V�N�L 3 10**  

�0�X�ã�N�L 3 10**  

*postkoncepcijski tjedni 

   �
�
�S�R�V�W�Q�D�W�D�O�Q�L���W�M�H�G�Q�L�����V�Y�L���ã�W�D�N�R�U�L���V�X���L�]���L�V�W�R�J���O�H�J�O�D�� 

 

Tablica 1. Pregled uzoraka prema vrsti, stupnju razvoja, spolu i dobi 
 
 
 
 
 

Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± 
N-�D�F�H�W�L�O�Q�H�X�U�D�P�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�����V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, 

crveni trokut �± fukoza28 
 
 
 

Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± 
N-�D�F�H�W�L�O�Q�H�X�U�D�P�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�����V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, 

crveni trokut �± fukoza28 
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3.2.2. Enzimi 

 

PNGaza F (Prozyme) - �������� �P�8�� ���/-1 (1 U - eng. unit���� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �3�1�*�D�]�H�� �)�� �N�R�M�D�� �N�D�W�D�O�L�]�L�U�D��

�R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H��N-�Y�H�]�D�Q�L�K���R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�D���V���������P�R�O��denaturirane ribonukleaze B pri pH 7.5 i 37 °C 

u jednoj minuti.)87  

 

3.2.3. �3�O�R�þ�L�F�H���L���I�L�O�W�U�L 

 

���������� ���P��GHP AcroPrep (Pall) - �I�L�O�W�D�U�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �V�� ������ �M�D�å�L�F�D�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� ���� �P�/�� �L�� �K�L�G�U�R�I�L�O�Q�R�P��

�S�R�O�L�S�U�R�S�L�O�H�Q�V�N�R�P�� �P�H�P�E�U�D�Q�R�P�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �S�R�U�D�� ���������� ���P���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �]�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D�� 

 

Amicon Ultra centrifugal filter devices (Merck Millipore) �± centrikon volumena 2 mL s 

�Y�H�O�L�þ�L�Q�R�P�� �S�R�U�D�� �N�U�R�]�� �N�R�M�H�� �S�U�R�O�D�]�H�� �þ�H�V�W�L�F�H�� �P�D�Q�M�H�� �R�G�� ������ �N�'�D���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�� �]�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �1-

glikana nakon deglikozilacije.  

 

MTP AnchorChip 384 T F (Bruker Daltonik) �± �S�O�R�þ�L�F�D�� �V���������� �K�L�G�U�R�I�L�O�L�Q�H�� �W�R�þ�N�H�� �R�N�U�X�å�H�Q�H����

�K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L�P�� �S�U�V�W�H�Q�L�P�D�� �N�R�M�L�� �X�N�R�Q�F�H�W�U�L�U�D�Y�D�M�X�� �X�]�R�U�N�H�� �X�� �G�L�M�D�P�H�W�U�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �������� �L�� ���� �P�P�� �W�H��

�V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�M�X���U�D�]�O�L�M�H�Y�D�Q�M�H���X�]�R�U�N�D���L�]�Y�D�Q���Q�M�L�K�����.�R�U�L�ã�W�H�Q�D���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X���X�]�R�U�N�D���]�D���0�$�/�'�,���D�Q�D�O�L�]�X�� 

 

3.3. �0�H�W�R�G�H���]�D���S�U�L�S�U�D�Y�X���X�]�R�U�D�N�D���]�D���D�Q�D�O�L�]�X���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P 

kromatografijom  

 

U nedostatku metoda za analizu N-�J�O�L�N�D�Q�D�� �W�N�L�Y�D�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P�� �]�D�� �S�R�W�U�H�E�H��

�D�Q�D�O�L�]�H���X�]�R�U�D�N�D�����3�R�J�O�D�Y�O�M�H�����������������U�D�]�Y�L�M�H�Q�D���M�H���Q�L�å�H���R�S�L�V�D�Q�D���P�H�W�R�G�D���N�R�M�D���M�H���W�H�P�H�O�M�H�Q�D���Q�D���P�H�W�R�G�L��

za analizu N-glikana tkiva spektrometrijom masa88 �X�]���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� 

 

3.3.1. Homogenizacija uzoraka tkiva 
 

�=�D�P�U�]�Q�X�W�L���X�]�R�U�F�L���W�N�L�Y�D���P�R�]�J�D�����N�R�O�L�þ�L�Q�D���W�N�L�Y�D���M�H���]�D���Y�H�ü�L�Q�X���X�]�R�U�N�D���E�L�O�D���L�]�P�H�ÿ�X���������± 50 mg) su 

�V�W�D�Y�O�M�H�Q�L���X���W�X�E�L�F�H���Y�R�O�X�P�H�Q�D�������P�/���W�H���G�R�G�D�Q���/�\�V�L�Q�J���0�D�W�U�L�[���'�����N�H�U�D�P�L�þ�N�H���N�X�J�O�L�F�H���S�U�R�P�M�H�U�D��1,4 

�P�P���Q�D�P�L�M�H�Q�M�H�Q�H���]�D���O�L�]�L�U�D�Q�M�H���P�H�N�L�K���W�N�L�Y�D�����R�Y�L�V�Q�R���R���S�R�þ�H�W�Q�R�M���N�R�O�L�þ�L�Q�L���W�N�L�Y�D���������± 6 kuglica na 
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�������P�J���W�N�L�Y�D�������8���W�X�E�L�F�X���M�H���S�R�W�R�P���G�R�G�D�Q�������P�/���X�O�W�U�D���þ�L�V�W�H���Y�R�G�H���������0�
���F�P���S�U�L���������ƒ�&�����R�K�O�D�ÿ�H�Q�H��

�Q�D�� ���� �ƒ�&���� �W�X�E�L�F�D�� �M�H�� �]�D�W�Y�R�U�H�Q�D�� �L�� �þ�H�S�� �R�P�R�W�D�Q�� �S�D�U�D�I�L�O�P�R�P���� �� �=�D�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�X�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q��

FastPrep-24 Instrument (MP Biomedicals), a uzorci su homogenizirani pri brzini 6 u 

vremenskom periodu od 40 sekundi. Nakon homogenizacije, supernatant je prenesen u tubice 

�Y�R�O�X�P�H�Q�D���������P�/�����7�X�E�L�F�D���V���P�D�W�U�L�N�V�R�P���M�H���L�V�S�U�D�Q�D���V�������P�/���P�H�W�D�Q�R�O�D���R�K�O�D�ÿ�H�Q�Rg na 4 °C, kratko 

vorteksirana, metanol s ostacima tkiva prenesen u istu tubicu volumena 15 mL te postupak 

�S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�� �M�R�ã�� �M�H�G�Q�R�P�� �V�� ���������� �P�/�� �K�O�D�G�Q�R�J�� �P�H�W�D�Q�R�O�D���� �ý�H�S�� �W�X�E�L�F�k�� �M�H�� �R�P�R�W�D�Q�� �S�D�U�D�I�L�O�P�R�P�� �W�H�� �V�X��

tubice sonicirane u vodenoj kupelji 15 min. 

 

3.3.2. Metanol/kloroform ekstrakcija proteina 

 

�1�D�N�R�Q�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �L�� �V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�M�D�� �X�� �X�]�R�U�N�H�� �M�H�� �G�R�G�D�Q�R�� ���������� �P�/�� �N�O�R�U�R�I�R�U�P�D�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�R�J�� �Q�D����������

�����ƒ�&���W�H���V�X���W�X�E�L�F�H���Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�Q�H�����D���S�R�W�R�P���V�X���S�R�Q�R�Y�R���þ�H�S�R�Y�L���R�P�R�W�D�Q�L���S�D�U�D�I�L�O�P�R�P���W�H���V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�L��������

min u vodenoj kupelji. Centrifugiranje 30 min pri 4500 g (model 5804, Eppendorf) je 

�X�V�O�L�M�H�G�L�O�R�� �Q�D�N�R�Q�� �V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�M�D�� �L�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D�� �S�D�U�D�I�L�O�P�D���� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �X�� �P�H�ÿ�X�I�D�]�L�� �Q�D�N�R�Q��

�F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Y�R�G�H�Q�H�� ���Y�R�G�D���P�H�W�D�Q�R�O���� �L�� �R�U�J�D�Q�V�N�H�� �I�D�]�H�� ���N�O�R�U�R�I�R�U�P������ �9�R�G�H�Q�D�� �I�D�]�D�� �M�H��

�R�G�E�D�þ�H�Q�D���S�D�]�H�ü�L���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�X���P�H�ÿ�X�I�D�]�X���W�H���Q�D�G�R�P�M�H�ã�W�H�Q�D���Y�R�O�X�P�H�Q�R�P���N�R�M�L���R�G�J�R�Y�D�U�D���R�V�W�D�W�N�X��

organske faze otopinom metanola u vodi (�3 � �� ������ ������ �R�K�O�D�ÿ�H�Q�R�P�� �Q�D�� ���� �ƒ�&�� �W�H�� �Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�Q�D����

�3�R�V�W�X�S�D�N�� �N�R�M�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�M�H���� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�� �L�� �G�R�G�D�W�D�N�� ������ ��-tnog metanola je 

�S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�X�� �X�]�R�U�F�L�� �V�R�Q�L�F�L�U�D�Qi 15 min u vodenoj kupelji, parafilm uklonjen te 

centrifugirani 30 min pri 4500 g (model 5804, Eppendorf). 

�1�D�N�R�Q�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�D�� �Y�R�G�H�Q�D�� �I�D�]�D�� �M�H�� �R�G�E�D�þ�H�Q�D�� �W�H�� �M�H�� �G�R�G�D�Q�� �P�H�W�D�Q�R�O�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�� �Q�D�� ���� �ƒ�&��

�ã�W�R�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �S�U�H�F�L�S�L�W�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �1�D�N�R�Q�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�D�� ������ �P�L�Q�� �Sri 4500 g (model 5804, 

�(�S�S�H�Q�G�R�U�I�����V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���M�H���S�D�å�O�M�L�Y�R���X�N�O�R�Q�M�H�Q���E�H�]���G�R�W�L�F�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J���S�U�H�F�L�S�L�W�D�W�D�������8���W�X�E�L�F�X���M�H��

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 mL hladnog metanola koji je prenesen u istu 

tubicu gdje i precipitat. Nakon prijenosa proteina, tubice su centrifugirane 15 min pri 13 000 g 

(centrifuga miniSpin���� �(�S�S�H�Q�G�R�U�I���� �L�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �R�G�E�D�þ�H�Q���� �-�H�G�D�Q�� �P�L�O�L�O�L�W�D�U�� �K�O�D�G�Q�R�J�� �P�H�W�D�Q�R�O�D�� �M�H��

dodan, pelet resuspendiran te potom centrifugiran 15 min pri 13 000 g (centrifuga miniSpin, 

Eppendorf). Koraci odbacivanja supernatanta, dodatka metanola i centrifugiranja su 

�S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L���G�R�G�D�W�Q�R���G�Y�D���S�X�W�D���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���W�D�O�R�]�L���V�X�ã�H�Q�L���������P�L�Q���X���Y�D�N�X�X�P���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�����7�K�H�U�P�R��
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Scientific vakuum koncentrator Savant SC210A �V���K�O�D�ÿ�H�Q�R�P���V�W�X�S�L�F�R�P���]�D���S�D�U�X��Savant RVT400 

i vakuum pumpom OFP400).  

 

3.3.3. Denaturacija i deglikozilacija proteina  

 

�2�V�X�ã�H�Q�L���W�D�O�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D���M�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q���X���M�H�G�Q�R�P���P�L�O�L�O�L�W�U�X�����[���N�R�Q�F�H�Q�W�U�L�U�D�Q�R�J���S�X�I�H�U�D���3�%�6���S�+��

7,4 (137 mmol L-1 NaCl; 2,7 mmol L-1 Na2HPO4; 9,7 mmol L-1 KH2PO4; 2,2 mmol L-1 KCl; 

titrirano s NaOH do pH 7,4) te je dodano 150 µL SDS-a (�� = 100 g L-1) i 6 µL �EME. Otopina 

je vorteksirana te inkubirana 10 min pri 95° C u trsilici Thermomixer comfort (Eppendorf) s 

blagim protresanjem. Nakon inkubacije uzorci su brzo preneseni na led i inkubirani pet 

�P�L�Q�X�W�D�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���G�R�G�D�Q�R������ µL natrijevog azida (�� = 100 g L-1)  i 200 µL igepal CA-630 

(�3 � �����������������3�U�L�M�H���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U�X���S�U�L���������ƒ�&���G�R�G�D�Q�R���M�H�������� µL PNGaze F 

(5 U������ �6�O�M�H�G�H�ü�L�� �G�D�Q�� �M�H�� �S�R�Q�R�Y�R�� �G�R�G�D�Q�R�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� ������ µL PNGaze F (5 U), uzorci su 

�Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�Q�L���W�H���R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�L���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���S�U�L���������ƒ�&�� 

 

3.3.4. Uklanjanje proteina iz reakcijske smjese nakon deglikozilacije 

 
Centrikoni Amicon Ultra centrifugal filter (Merck Millipore) su isprani dva puta s mililitrom 

�X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� ������ �0�
�� �F�P�� �S�U�L�� ������ �ƒ�&���� �L�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P�� ���� �P�L�Q�� �S�U�L�� ���� �������� �J�� ���P�R�G�H�O��5804, 

Eppendorf). Na tako isprane centrikone prenesen je cjelokupni volumen deglikozilacijske 

smjese te su centrifugirani 20 min pri 4 000 g (model 5804, Eppendorf). Tubica u kojoj se 

nalazila deglikozilacijska smjesa je isprana s 500 �—�/�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �W�H���M�H�� �Y�R�G�D�� �S�U�H�Q�H�V�H�Q�D�� �X��

isti centrikon koji je potom centrifugiran 10 min pri 4 000 g (model 5804, Eppendorf). 

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

5804���� �(�S�S�H�Q�G�R�U�I������ �7�X�E�L�F�D�� �X�� �N�R�M�R�M�� �V�H�� �V�N�X�S�O�M�D�O�R�� �I�L�O�W�U�D�W�H�� �M�H�� �R�G�Y�R�M�H�Q�D�� �R�G�� �I�L�O�W�U�D�� �W�H�� �I�L�O�W�U�D�W�� �V�X�ã�H�Q�� �X��

vakuum centrifugi (Thermo Scientific vakuum koncentrator Savant SC210A �V�� �K�O�D�ÿ�H�Q�R�P��

stupicom za paru Savant RVT400 i vakuum pumpom OFP400�����G�Y�D���G�R���þ�H�W�L�U�L���V�D�W�D�����Q�D�N�R�Q���N�R�M�L�K��

je ostatak filtrata prenesen u tubicu volumena 2 mL, a tubica centrikona u kojoj se skupljao 

filtrat isprana dva puta sa po 200 �—�/�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �S�U�H�Q�H�V�H�Q�D�� �X�� �W�X�E�L�F�X�� �V��

filtratom. Tubica s filtratom sa slobodnim N-glikanima je stavljena u vakuum centrifugu 

(Thermo Scientific vakuum koncentrator Savant SC210A �V���K�O�D�ÿ�H�Q�R�P���V�W�X�S�L�F�R�P���]�D���S�D�U�X��Savant 

RVT400 i vakuum pumpom OFP400�����W�H���M�H���I�L�O�W�U�D�W���R�V�X�ã�H�Q���G�R���N�U�D�M�D�� 
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3.3.5. Izmjene metode u optimizaciji 

 

�1�D�N�R�Q�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �J�R�U�H�� �R�S�L�V�D�Q�H�� �P�H�W�R�G�H�� �L�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�� �U�R�E�X�V�Q�R�V�W�L�� ���3�R�J�O�D�Y�O�M�H�� ������������ �S�R�N�X�ã�D�O�L�� �V�X�� �V�H��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���N�R�U�D�F�L���W�D�N�R���R�S�W�L�P�L�U�D�W�L���G�D���E�L���V�H���V�N�U�D�W�L�O�R���Y�U�L�M�H�P�H���L���W�U�R�ã�D�N���D�Q�D�O�L�]�H���� 

 

3.3.5.1. Optimizacija homogenizacije i ekstrakcije 

 

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

���3�R�J�O�D�Y�O�M�H�������������������V�D�G�U�å�H���Q�H�N�R�O�L�N�R���N�R�U�D�N�D���V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�M�D���R�G���������P�L�Q�����1�D�Y�H�G�H�Q�L���N�R�U�D�F�L���V�X���L�]�E�D�þ�H�Q�L��

iz metode, a u takvu metodu je uveden dodatni korak homogeniziranja; nakon prve 

homogenizacije ponovljena je homogenizacija pri brzini 6 u vremenskom periodu od 40 

sekundi u homogenizatoru FastPrep-24 Instrument (MP Biomedicals). 

 

3.3.5.2. Optimizacija denaturacije i deglikozilacije 

 

�1�D�Y�H�G�H�Q�L���N�R�U�D�F�L���V�X���V�H���S�R�N�X�ã�D�O�L���R�S�W�L�P�L�U�D�W�L���Q�D���Y�L�ã�H���Q�D�þ�L�Q�D�� 

a) Volumen reakcijske smjese �± volumen 1 x PBS-a koji se dodaje u koraku opisan u 

�3�R�J�O�D�Y�O�M�X�����������������M�H���V�P�D�Q�M�H�Q���Q�D�����������—�/�������������—�/���L�O�L�����������—�/���W�H���R�V�W�D�O�L�K���R�W�R�S�L�Q�D���Q�D���Q�D�þ�L�Q��

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

jednak. 

b) SDS �± volumen SDS-a (�� = 100 g L-1�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���X���N�R�U�D�N�X���R�S�L�V�D�Q�R�P���X���3�R�J�O�D�Y�O�M�X����������������

�M�H���V�P�D�Q�M�H�Q���Q�D���������—�/���W�D�N�R���G�D���N�R�Q�D�þ�Q�L���S�R�V�W�R�W�D�N���X���R�W�R�S�L�Q�L���E�X�G�H�������������� 

c) Enzim  - volumen od 0,5 µL PNGaze F  koji se dodaje dva puta u koracima opisanim 

u Poglavlju 3.3.3. je reduciran na polovinu navedenog volumena za svako dodavanje.  

d) Vrijeme inkubacije �± �X�P�M�H�V�W�R�� �G�Y�L�M�H�� �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �V�� �3�1�*�D�]�R�P�� �)�� ���3�R�J�O�D�Y�O�M�H��

�������������������S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���M�H�G�Q�D���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D���V���W�L�P���G�D���M�H���G�R�G�D�Q�D���X�N�X�S�Q�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D��

PNGaze F odjednom, a ne dva dana uzastopno.   

 

3.3.5.3. Optimizacija pro�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���J�O�L�N�D�Q�D���Q�D�N�R�Q���G�H�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H 

 

�1�D�N�R�Q���N�R�U�D�N�D���R�S�L�V�D�Q�R�J���X���3�R�J�O�D�Y�O�M�X�����������������F�L�M�H�O�L���Y�R�O�X�P�H�Q���G�H�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�V�N�H���V�P�M�H�V�H���M�H���S�U�H�E�D�þ�H�Q��

�X���W�X�E�L�F�X���R�G���������P�/�����D���S�R�W�R�P���M�H���G�R�G�D�Q���G�H�Y�H�W���S�X�W�D���Y�H�ü�L���Y�R�O�X�P�H�Q���H�W�D�Q�R�O�D���R�K�O�D�ÿ�H�Q�R�J���Q�D��-20 °C. 
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Otopina je potom vortekisrana i inkubirana sat vremena pri -20 °C. Nakon inkubacije uzorci 

su centrifugirani 20 min pri 4 500 g (model 5804�����(�S�S�H�Q�G�R�U�I�������6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���M�H���S�U�H�E�D�þ�H�Q���X���Q�R�Y�X��

�W�X�E�L�F�X�� �R�G�� ������ �P�/�� �L�� �V�X�ã�H�Q�� �S�U�H�N�R�� �Q�R�ü�L�� �X�� �Y�D�N�X�X�P�� �F�H�W�U�L�I�X�J�L�� ���7�K�H�U�P�R�� �6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�� �Y�D�N�X�X�P��

koncentrator Savant SC210A �V���K�O�D�ÿ�H�Q�R�P���V�W�X�S�L�F�R�P���]�D���S�D�U�X��Savant RVT400 i vakuum pumpom 

OFP400). 

 

3.3.6. �2�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P���E�R�M�R�P 

 

�2�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �V�X�� �U�D�G�L�� �G�H�W�H�N�F�L�M�H�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� ��-aminobenzamidom 

(2-�$�%������ �6�P�M�H�V�D�� �]�D�� �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H�� �M�H�� �V�Y�M�H�å�H��pripravljena otapanjem 2-�$�%�� ���N�R�Q�D�þ�Q�D�� �P�D�V�H�Q�D��

koncentracija 19,2 mg mL-1) i reducensa 2-�3�%�����N�R�Q�D�þ�Q�D���P�D�V�H�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�������������P�J���P�/-1) 

u smjesi �%(DMSO, CH3�&�2�2�+���� � �� �������������� �3�U�L�M�H�� �G�R�G�D�Y�D�Q�M�D�� ������ ���/�� �S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�H�� �V�P�M�H�V�H�� �]�D��

�R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H���R�V�X�ã�H�Q�L���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L���V�X �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q�L���X���������� ���/�� �X�O�W�U�D���þ�L�V�W�H���Y�R�G�H���� �1�D�N�R�Q��

�ã�W�R�� �V�X�� �X�]�R�U�F�L�� �X�]�� �S�U�R�W�U�H�V�D�Q�M�H�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�� �S�U�L�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �U�H�D�N�F�L�M�D��

�R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D���J�O�L�N�D�Q�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���S�U�L���������ƒ�&�������V�D�W�D���� 

�+�L�G�U�R�I�L�O�Q�L�� ���������� ���P��GHP AcroPrep �I�L�O�W�D�U�� �M�H�� �S�U�L�M�H�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� �S�U�L�Sravljen na 

�Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �X�U�H�ÿ�D�M�D�� �]�D�� �I�L�O�W�U�L�U�D�Q�M�H�� �X�]�� �S�R�P�R�ü�� �Y�D�N�X�X�P�D�� ���S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� ������ �P�P�� �+�J����

���0�L�O�L�S�R�U�H�����L�V�S�U�D�Q���V�������������/���V�Y�M�H�å�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�R�J���H�W�D�Q�R�O�D���X���X�O�W�U�D���þ�L�V�W�R�M���Y�R�G�L�����3��� ���������������������������/��

�X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �L�� �������� ���/�� ������ ��-�W�Q�R�J�� �D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�D�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�R�J�� �Q�D�� ���� �ƒC. Nakon reakcije 

�R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D�� �L�� �K�O�D�ÿ�H�Q�M�D�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�H�� �V�P�M�H�V�H�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �J�O�L�N�D�Q�L�P�D�� �M�H��

�G�R�G�D�Q�R�� �������� ���/�� �D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�D�� �W�H�� �V�X�� �S�U�H�P�M�H�ã�W�H�Q�L�� �Q�D�� �K�L�G�U�R�I�L�O�Q�L�� �������� ���P��GHP AcroPrep filtar i 

�L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�� ���� �P�L�Q�X�W�H���� �6�X�Y�L�ã�D�N�� �U�H�D�J�H�Q�V�D���M�H�� �X�N�O�R�Q�M�H�Q�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�H�P��pet puta s hladnim 96 %-tnim 

acetonitrilom s tim da je zadnje ispiranje provedeno centrifugiranjem 5 min pri 165 g (model 

5804���� �(�S�S�H�Q�G�R�U�I������ �)�L�O�W�D�U�� �V�� �Y�H�]�D�Q�L�P�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �M�H�� �V�W�D�Y�O�M�H�Q�� �Q�D�� �3�&�5�� �S�O�R�þ�L�F�X�� �V�� ������ �M�D�å�L�F�D���� �X�]�R�U�F�L��

�L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L���G�Y�D���S�X�W�D���V�����������/���X�O�W�U�D���þ�L�V�W�H���Y�R�G�H po 15 minuta uz potresanje pri sobnoj temperaturi 

�L�� �H�O�X�L�U�D�Q�L�� �X�� �3�&�5�� �S�O�R�þ�L�F�X�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P�� ���� �P�L�Q�� �S�U�L�� �������� �J�� ���P�R�G�H�O��5804, Eppendorf). Nakon 

�H�O�X�L�U�D�Q�M�D�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D���� �S�O�R�þ�L�F�D�� �M�H�� �]�D�W�Y�R�U�H�Q�D�� �L�� �X�]�R�U�F�L�� �þ�X�Y�D�Q�L�� �S�U�L��-20 °C do analize 

�W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�Rm. 
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3.3.7. �$�Q�D�O�L�]�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P 

 

3.3.7.1. Opis metode 

 

�)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �V�X�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P��

temeljenom na hidrofilnim interakcijama na instrumentu Acquity UPLC (Waters) koji se 

sastoji od modula za upravljanje otapalima (eng. solvent manager), modula za upravljanje 

uzorcima (eng. sample manager) te FLR fluorescencijskog detektora. Za kontrolu 

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�U�R�J�U�D�P��Empower 2, verzija 2145 (Waters). Svi uzorci i standardi, 

�R�V�L�P���X�O�W�U�D���þ�L�V�W�H���Y�R�G�H�����S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L���V�X���X���D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�X�� �%���X�]�R�U�D�N�����D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O����� �����������������Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D��

�M�H���S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L���Y�R�O�X�P�H�Q���Y�H�ü�L���]�D�������� ���/�� �R�G���L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�R�J����Vinj). Svaki set uzoraka je analiziran 

�Q�D���V�O�M�H�G�H�ü�L���Q�D�þ�L�Q����1. �8�O�W�U�D���þ�L�V�W�D���Y�R�G�D ���������0�
���F�P���S�U�L���������ƒ�&������Vinj � �����������/��2. Dekstran (vanjski 

standard, vidi dolje), Vinj � �� ������ ���/��3. �6�W�D�Q�G�D�U�G�� �J�O�L�N�D�Q�D���P�R�]�J�D�����L�Q�W�H�U�Q�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���L��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K���X�N�X�S�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D���P�L�ã�M�H�J���P�R�]�J�D������Vinj � �����������/��4. do 16 uzoraka, Vinj � �����������/��20. 

Standard glika�Q�D�� �P�R�]�J�D�� ���L�Q�W�H�U�Q�L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K�� �X�N�X�S�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �P�L�ã�M�H�J��

mozga), Vinj � �� ������ ���/��21. �8�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�D�� �Y�R�G�D�� �������� �0�
�� �F�P�� �S�U�L�� ������ �ƒ�&������Vinj � �� ������ ���/����Za 

�U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �N�R�O�R�Q�D��Acquity BEH Glycan (Waters) duljine 150 mm i unutarnjeg 

promjera 2,���� �P�P�� �W�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �þ�H�V�W�L�F�D�� �������� ���P���� �3�R�N�U�H�W�Q�X�� �I�D�]�X�� �þ�L�Q�L�R�� �M�H�� �������� �P�P�R�O�� �/-1 amonijev 

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

29,5 % prvih 15 minuta i 29.5 �± 38.7 % volumnog udjela otapala A pri protoku od 0,561 mL 

min-1 �V�O�M�H�G�H�ü�L�K���������P�L�Q�X�W�D�����8���V�O�M�H�G�H�ü�R�M���P�L�Q�X�W�L���M�H���V�D�V�W�D�Y���S�R�N�U�H�W�Q�H���Iaze postupno promijenjen do 

70 % otapala A, te je kolona ispirana 2 minute pri protoku 0,4 mL min-1. Zatim je sastav 

�S�R�N�U�H�W�Q�H���I�D�]�H���S�R�V�W�X�S�Q�R���X���M�H�G�Q�R�M���P�L�Q�X�W�L���S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q���Q�D���Y�R�O�X�P�Q�L���X�G�M�H�O���R�W�D�S�D�O�D���$���R�G���������������ã�W�R��

�R�G�J�R�Y�D�U�D���S�R�þ�H�W�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���V�O�M�H�G�H�ü�H�J���L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�Ma uzorka, te je kolona ispirana dvije minute u 

tim uvjetima uz protok od 0,561 mL min-1. Ukupno trajanje analize pojedinog uzorka bilo je 

100 minuta. Kao otapalo za ispiranje kromatografskog sustava (eng. seal wash���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��

acetonitril u vodi (�3��= 20 %). Temperatura kolone bila je 25 °C, a temperatura uzoraka prije 

�L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�������ƒ�&�����)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L���V�X���S�U�L���Y�D�O�Q�R�M���G�X�O�M�L�Q�L���S�R�E�X�G�H���R�G��

250 nm, i valnoj duljini emisije od 428 nm. Sustav je kalibriran prema vanjskom standardu 

hidro�O�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �L�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �R�O�L�J�R�P�H�U�D�� �J�O�X�N�R�]�H�� ����-�$�%�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�P�� �G�H�N�V�W�U�D�Q�R�P����

�W�H�� �V�X�� �Y�U�H�P�H�Q�D�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �S�U�H�W�Y�R�U�H�Q�D�� �X�� �*�8�� �M�H�G�L�Q�L�F�H�� ���H�Q�J����glucose units); 
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�S�U�H�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H�� �X�� �*�8�� �M�H�G�L�Q�L�F�H�� �M�H�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�R�� �V�D�P�R�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �N�Dsnije 

�R�O�D�N�ã�D�O�R�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�K�� �X�� �V�Y�D�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�P�� �S�L�N�X���� �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�L�� �V�X��

�R�E�U�D�ÿ�H�Q�L�� �D�X�W�R�P�D�W�V�N�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �L�Q�W�H�J�U�L�U�D�Q�M�D�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �V�Y�D�N�L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�� �U�X�þ�Q�R��

�L�V�S�U�D�Y�O�M�H�Q�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�Y�L�� �X�]�R�U�F�L�� �E�L�O�L�� �L�Q�W�H�J�U�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �M�H�G�Q�D�N�� �Q�D�þ�L�Q���� �6�Y�D�N�L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P��je, prema 

�W�R�P�H���� �U�D�]�G�Y�R�M�H�Q�� �Q�D�� ������ �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� ���V�O�L�N�D�� ���������� �W�H�� �M�H�� �X�G�L�R�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �V�Y�D�N�R�J��

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J���S�L�N�D���L�]�U�D�å�H�Q���N�D�R���S�R�V�W�R�W�D�N���X�N�X�S�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���V�Y�L�K���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K���S�L�N�R�Y�D���N�R�M�L��

odgovaraju glikanskim strukturama.  

 

3.3.7.2. �6�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���I�U�D�N�F�L�M�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���Nromatografskih pikova 

 

�5�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�L�� �X�]�R�U�F�L�� �]�D�� �V�Y�D�N�X�� �U�H�J�L�M�X�� �L�� �V�Y�D�N�X�� �Y�U�V�W�X�� �V�X�� �Q�D�N�R�Q�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P��

kromatografijom i integriranja  ponovo analizirani po metodi opisanoj u Poglavlju 3.3.7.2. s 

�W�L�P�� �G�D�� �V�X�� �I�U�D�N�F�L�M�H�� �V�Y�D�N�R�J�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�Na nakon prolaska kroz FLR 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�L�� �G�H�W�H�N�W�R�U�� �V�N�X�S�O�M�H�Q�H�� �X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �W�X�E�L�F�H���� �R�V�L�P�� �I�U�D�N�F�L�M�H�� �]�D��

kromatografski pik GP54 koji je skupljen u dvije zasebne tubice zbog volumena frakcije. 

�7�D�N�R���V�N�X�S�O�M�H�Q�H���I�U�D�N�F�L�M�H���V�X���R�V�X�ã�H�Q�H���G�R���V�X�K�D���X��vakuum centrifugi (Thermo Scientific vakuum 

koncentrator Savant SC210A �V���K�O�D�ÿ�H�Q�R�P���V�W�X�S�L�F�R�P���]�D���S�D�U�X��Savant RVT400 i vakuum pumpom 

OFP400�����W�H���þ�X�Y�D�Q�L���S�U�L��-20 °C do analize spektrometrijom masa. 

 

3.4. Robusnost metode 
 

�=�D�� �S�U�R�Y�M�H�U�X�� �U�R�E�X�V�Q�R�V�W�L�� �P�H�W�R�G�H�� �X�]�H�W�R�� �M�H�� ���������� �P�J�� �P�L�ã�M�H�J�� �W�N�L�Y�D mozga te je nakon koraka 

homogenizacije i dodavanja metanola (Poglavlje 3.3.1.) podijeljeno na 16 alikvota ( ~ 62,5 

�P�J�� �W�N�L�Y�D�� �S�R�� �D�O�L�N�Y�R�W�X���� �X�� �W�X�E�L�F�H�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� ������ �P�/���� �$�O�L�N�Y�R�W�L�� �V�X�� �þ�X�Y�D�Q�L�� �S�U�L��-20 °C do analize. 

Analiza za prvih osam alikvota je nastavljena tri dana poslije homogenizacije te je u 

�S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �X�� �U�R�N�X�� �R�G�� �þ�H�W�L�U�L�� �G�D�Q�D�� ���ã�W�R�� �M�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X��

gore opisanom metodom). Preostalih osam uzoraka je analizirano deset dana nakon 

�K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �L�V�W�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �L�� �Q�D�� �M�H�G�Q�D�N�� �Q�D�þ�L�Q�����D�O�L�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �G�U�X�J�R�J�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D���� �1�D�N�R�Q��

analize HILIC-UPLC-om (Poglavlje 3.3.7.1.) kromatogrami su podijeljeni na 75 

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D���� �W�H�� �M�H�� �X�G�L�R�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �V�Y�D�N�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �N�D�R��

�S�R�V�W�R�W�D�N���X�N�X�S�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���V�Y�L�K���S�L�N�R�Y�D�� 
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3.5. Metode za pripravu uzoraka za analizu spektrometrijom masa 
 

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �X�� �I�U�D�N�F�L�M�D�P�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� �M�H��

napravljeno prema prethodno objavljenoj metodi89. 

 

3.5.1. Metoda esterifikacije 

 

�2�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L���V�X���U�D�G�L���V�W�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�H�����Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H���L���U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�D���V�L�D�O�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���Y�H�]�D�Q�H��

�.�������� �L�� �.�������� �Y�H�]�R�P�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P�� �H�V�W�H�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� ���V�O�L�N�D�� �������� �2�V�X�ã�H�Q�H�� �I�U�D�N�F�L�M�H��

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K���S�L�N�R�Y�D���V�X���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q�H���X�������—�/���X�O�W�U�D���þ�L�V�W�H���Y�R�G�H�����2�G���Q�D�Y�H�G�H�Q�H��

�R�W�R�S�L�Q�H�� �V�X�� �X�]�H�W�D�� ���� �—�/�� �W�H�� �G�R�G�D�Q�D�� �X�� ������ �—�/�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�H�� �V�P�M�H�V�H�� �]�D�� �H�V�W�H�U�L�I�L�N�D�F�L�M�X��

�R�W�D�S�D�Q�M�H�P�� �(�'�&�� ���� �N�R�Q�D�þ�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�Fija 0,25 mol L-1���� �L�� �+�2�%�W�� ���N�R�Q�D�þ�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� ����������

mol L-1) 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 1 �—�/���V�P�M�H�V�H���J�O�L�N�D�Q�D���K�X�P�D�Q�H���S�O�D�]�P�H�����������—�/���K�X�P�D�Q�H���S�O�D�]�P�H���M�H���S�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R���V��������

µL SDS-a (����= 20 g L-1) i inkubirano 10 min pri 65 °C, nakon inkubacije od pola sata pri 

sobnoj temperaturi uz blago potreskivanje je dodano 10 µL igepala CA-630 (�3��= 4 %) te 

�L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�R���G�R�G�D�W�Q�L�K���������P�L�Q���S�U�L���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�W�N�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���G�R�G�D�Q�R���M�H��������

���/�� ���[�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�L�U�D�Q�R�J�� �S�X�I�H�U�D�� �3�%�6-a i 1,25 U PNGaze F (Promega). Uzorci su potom 

inkubirani 18 h pri 37 °C. 

 

  Slika 8. �6�W�U�X�N�W�X�U�H�� �.��-���� �V�L�D�O�L�O�O�D�N�W�R�]�H�����$�����L�� �.��-3 sialillaktoze (B) prije i nakon reakcije esterifikacije 
�H�W�D�Q�R�O�R�P���� �'�R�N�� �.��-���� �Y�H�]�D�Q�D�� �V�L�D�O�L�Q�V�N�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �V�W�Y�D�U�D�� �H�V�W�H�U���� �.��-3 sialinska kiselina stvara lakton sa 
susjednom galaktozom rekacijom esterifikacije ���3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���5�H�L�G�L�Q�J���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L89) 
 
 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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3.5.2. �3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���H�V�W�H�U�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D 

 

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

pri -������ �ƒ�&�� �U�D�G�L�� �]�D�X�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �H�V�W�H�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H���� �8�� �P�H�ÿ�X�Y�U�H�P�H�Q�X�� �V�X�� �Q�D�V�W�D�Y�F�L�� �]�D�� �S�L�S�H�W�H�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D��

200 µL napunjeni pamukom90 kao �ã�W�R�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�R�� �Q�D�� �V�O�L�F�L�� ��. Takvi nastavci su neposredno 

�S�U�L�M�H�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D�� �X�]�R�U�N�D�� �S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �M�H�� �S�D�P�X�N�� �L�V�S�U�D�Q�� �W�U�L�� �S�X�W�D�� �V�� ������ �—�/�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�H��

�Y�R�G�H�� �L�� �W�U�L�� �S�X�W�D�� �V�D�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L�P�� ������ ��-�W�Q�L�P�� �D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�R�P�� �X�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�R�M�� �Y�R�G�L���� �1�D�N�R�Q��

�]�D�Y�U�ã�H�W�N�D�� �L�Q�N�Xbacije, uzorci 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 1 %-tne TFA u 85 %-tnom acetonitrilu i 

nakon toga tri puta u 85 %-�W�Q�R�P�� �D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�X���� �3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �V�X�� �H�O�X�L�U�D�Q�L�� �V�� �S�D�P�X�N�D��

�S�L�S�H�W�L�U�D�Q�M�H�P�� �S�H�W�� �S�X�W�D�� ������ �—�/�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �N�R�M�D�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�O�D�� �X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�R�M�� �L��

�R�]�Q�D�þ�H�Q�R�M�� �W�X�E�L�F�L���� �8�]�R�U�D�N�� �K�X�P�D�Q�H�� �S�O�D�]�P�H�� �N�R�M�L�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �]�D�� �N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�X�� �M�H�� �S�U�R�O�D�]�L�R�� �V�Ye 

�M�H�G�Q�D�N�H���N�R�U�D�N�H���N�D�R���L���R�V�W�D�O�L���X�]�R�U�F�L�����(�O�X�D�W���V�Y�L�K���X�]�R�U�D�N�D�����R�V�L�P���X�]�R�U�N�D���S�O�D�]�P�H�����M�H���R�V�X�ã�H�Q���G�R���V�X�K�D��

�X���Y�D�N�X�X�P���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�����(�S�S�H�Q�G�R�U�I�����L���S�R�W�R�P���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q���X�������—�/���X�O�W�U�D���þ�L�V�W�H���Y�R�G�H���� 

 

 

 

3.5.3. Analiza glikana spektrometrijom masa 

 

Na MTP AnchorChip 384 T F ���%�U�X�N�H�U���'�D�O�W�R�Q�L�N�����S�O�R�þ�L�F�X���M�H���Q�D���V�Y�D�N�R���P�M�H�V�W�R���Q�D���N�R�M�H���V�H���W�U�H�E�D�R��

nanijeti uzorak stavljen 1 µL otopine matriksa (5 g L-1 2,5-DHB, 1 mmol L-1 NaOH u 50 %-

�W�Q�R�P�� �D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�X�� �X�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�R�M�� �Y�R�G�L���� �W�H�� �S�U�H�Q�H�V�H�Q�� �X�N�X�S�Q�L�� �Y�R�O�X�P�H�Q�� �X�]�R�U�N�D�� osim za uzorak 

plazme gdje je prenesen samo 1 µL, na isto mjesto gdje i otopina matriksa. Smjesa otopine 

�P�D�W�U�L�N�V�D�� �L�� �X�]�R�U�N�D�� �M�H�� �R�V�X�ã�H�Q�D�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �.�U�L�V�W�D�O�L�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �L�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �V�X��

rekristalizirani s 0,2 µL etanola. Uzorci su analizirani unutar nekoliko sati s MALDI �± vrijeme 

leta (TOF, eng. time of flight) �± spektrometrom masa Ultraflex TOF/TOF (Bruker Daltonik)  s 

Slika 9. �1�D�V�W�D�Y�D�N�� �]�D�� �S�L�S�H�W�H�� �Q�D�S�X�Q�M�H�Q�� �S�D�P�X�N�R�P�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �]�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �H�V�W�H�U�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�K�� �1-glikana 
���3�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���6�H�O�P�D�Q���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L90) 
 
 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�����U�X� �L�™�D�V�W�L���U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J �± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
 
 
 
Zeleni krug �± manoza, plavi kvadrat �± N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q���� �U�X� �L�™�D�V�W�L�� �U�R�P�E���± N-acetilneuraminska kiselina 
���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������� �X�W�L���N�U�X�J���± galaktoza, crveni trokut �± fukoza28 
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UV-laserom Smartbeam-II  �X�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�P�� �P�R�G�X�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �U�H�I�O�H�N�W�R�U�� �L�� �S�U�R�J�U�D�P��Flexcontrol 3.4 

Build 119 (Bruker Daltonik). Instrument je kali�E�U�L�U�D�Q���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���1-glikane humane plazme kao 

�V�W�D�Q�G�D�U�G�����7�L�M�H�N�R�P���D�Q�D�O�L�]�H���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���D�N�F�H�O�H�U�D�F�L�M�V�N�L���Q�D�S�R�Q���R�G���������N�9���N�R�M�L���M�H���S�U�L�P�L�M�H�Q�M�H�Q���Q�D�N�R�Q��

ekstrakcijske odgode od 140 ns. Za analizu N-�J�O�L�N�D�Q�D���P�R�]�J�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�U�R�]�R�U���P�D�V�D���R�G������������

do 5000 m/z sa supresijom do 900 m/z. Za svaki spektar je skupljeno 10 000 pucanja laserom 

�S�U�L�� �O�D�V�H�U�V�N�R�M�� �I�U�H�N�Y�H�Q�F�L�M�L�� �R�G�� �������� �+�]�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �F�L�M�H�O�L�� �X�]�R�U�D�N�� �V�� �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�L�P�� �K�R�G�R�P�� �V�� ��������

pucnjeva laserom po mjestu. Tandemska spektrometrija masa je napravljena za 

najzastupljenije pikove u spek�W�U�X���S�R�P�R�ü�X���O�D�V�H�U�R�P���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�H���G�L�V�R�F�L�M�D�F�L�M�H�� 

 

3.5.4. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���V�W�U�X�N�W�X�U�D���Q�D�N�R�Q���V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�H���P�D�V�D���L���W�D�Q�G�H�P�V�N�H���V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�H���P�D�V�D 

 

Rezultati nakon MALDI-TOF-�0�6�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �V�X�� �X�Q�H�V�H�Q�L�� �X�� �W�D�E�O�L�F�X�� �X�� �N�R�M�R�M�� �M�H�� �Q�D�]�Q�D�þ�H�Q�R�� �N�R�M�D��

masa je prisutna u kojem kromatografskom piku, kojoj regiji mozga te vrsti. S obzirom da sve 

�P�D�V�H���N�R�M�H���V�H���Q�D�O�D�]�H���X���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R�P���V�S�H�N�W�U�X���Q�H���S�U�L�S�D�G�D�M�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�M���J�O�L�N�D�Q�V�N�R�M���V�W�U�X�N�W�X�U�L�����Q�H�J�R��

�Q�H�N�R�P�� �R�Q�H�þ�L�ã�ü�H�Q�M�X�� �L�O�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�X�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H���� �V�Y�H�� �P�D�V�H�� �V�X�� �D�V�L�J�Q�L�U�D�Q�H�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �E�D�]�H�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �L�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�H���D�O�D�W�H���� �2�G�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �E�D�]�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �1�,�%�5�7��

GlycoBase91 �S�R�P�R�ü�X���N�R�M�H���V�X���G�R�E�L�Y�H�Q�H���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H���R���*�8���M�H�G�L�Q�L�F�D�P�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H�����N�D�R���L��

�L�Q�W�H�U�Q�D�� �E�D�]�D�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�H�� �X�� �K�X�P�D�Q�Rj plazmi i 

�L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�X�� �*�� ���� �,�J�*������ �2�G�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L�K�� �D�O�D�W�D�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �*�O�\�F�R�0�R�G92���� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L�� �D�O�D�W�� �N�R�M�L��

�N�R�U�L�V�W�L�� �L�]�U�D�þ�X�Q�� �ã�H�ü�H�U�Q�R�J�� �V�D�V�W�D�Y�D�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �Q�D�N�R�Q�� �X�Q�R�V�D�� �S�R�G�D�W�N�D�� �R�� �P�D�V�L�� �Q�D�N�R�Q��

analize spektrometrije masa, te GlycoWorkbench93���� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L�� �D�O�D�W�� �N�R�M�L�� �G�D�M�H�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �R��

fragmentima koji nastaju nakon tandemske spektrometrije masa na osnovu pretpostavljene 

�V�W�U�X�N�W�X�U�H�����.�R�U�L�V�W�H�ü�L���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H���G�R�E�L�Y�H�Q�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K���E�D�]�D���L��

�U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L�K�� �D�O�D�W�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�X�� �P�D�V�X�� �Q�D�N�R�Q�� �0�$�/�'�,-TOF-�0�6�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�D�Q�� �S�R�S�L�V��

struktura koja su prisutne u svakom kromatografskom piku za svaku regiju mozga i 

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�X���Y�U�V�W�X���� 
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3.6. �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H 

 

�$�Q�D�O�L�]�D���S�R�G�D�W�D�N�D���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L���S�U�R�J�U�D�P���]�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H���D�Q�D�O�L�]�H���594 (verzija 

3.2.2.). Analiza glavnih komponenti95 (PCA, eng. principal component analysis�����M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��

�]�D�� �H�N�V�S�O�R�U�D�W�L�Y�Q�X�� �V�W�D�W�L�V�W�L�N�X���� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�Y�L�K�� ������ �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D���� �3�R�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �U�D�]�O�L�N�D��

�L�]�P�H�ÿ�X���1-�J�O�L�N�R�P�D���P�R�]�J�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�U�V�W�D�����U�H�J�L�M�D���L���W�L�M�H�N�R�P���U�Dzvoja je napravljeno usporedbom 

�V�Y�L�K�� �P�R�J�X�ü�L�K�� �S�D�U�R�Y�D���� �8�� �W�X�� �V�Y�U�K�X�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D�� �P�H�W�R�G�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �Y�D�U�L�M�D�Q�F�H���� �D�� �Q�D�G��

�U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �N�R�U�H�N�F�L�M�D�� �Q�D�� �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�H�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �P�H�W�R�G�X�� �)�'�596 

(eng. false discovery rate������ �.�D�N�R�� �E�L�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �S�U�D�W�L�O�D�� �Q�R�U�P�D�O�Q�X�� �G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X��

logaritmirane vrijednosti mjerenja kromatografskih pikova.  
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§ 4. REZULTATI  

4.1. Razvoj metode za analizu N-glikana mozga  
 
�'�R�V�D�G�D�ã�Q�M�H�� �P�H�W�R�G�H�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �1-glikana tkiva su bile razvijene za analizu spektrometrijom 

�P�D�V�D���� �D���]�E�R�J���S�R�W�U�H�E�H���]�D���Y�H�ü�R�P���N�R�O�L�þ�L�Q�R�P���J�O�L�N�D�Q�D���]�D���D�Q�D�O�L�]�X���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P����

�N�D�R���L���D�Q�D�O�L�]�H���Y�H�ü�H�J���E�U�R�M�D���X�]�R�U�N�D���Q�L�M�H���L�K���E�L�O�R���P�R�J�X�ü�H���V�D�P�R���S�U�H�X�]�H�W�L���X���S�R�V�W�R�M�H�ü�H�P���R�E�O�L�N�X�����Y�H�ü��

�M�H�� �E�L�O�R�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�W�L���� �3�U�L�O�L�N�R�P�� �S�U�H�X�]�L�P�D�Q�M�D�� �P�H�W�R�G�H�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �J�O�L�N�D�Q�D��

spektrometrijom masa88 �L�� �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D�� �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �V�� ��-AB-om prema metodi za 

analizu N-glikana plazme i IgG-a HILIC-UPLC-om97 (Poglavlja 3.3.1, 3.3.2., 3.3.3, 3.3.6. i 

�����������������X�R�þ�H�Q�D���M�H���V�O�D�E�D���S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�����N�D�R���L���R�Y�L�V�Q�R�V�W���R���Y�U�H�P�H�Q�X���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���V���3�1�*�D�]�R�P���)�����V�O�L�N�D��

�������� �W�D�E�O�L�F�D�� �������� �=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �P�H�W�R�G�H�� �M�H�G�D�Q�� �P�L�ã�M�L�� �P�R�]�D�N�� �M�H��

homogeniziran (Poglavlje 3.3.1.) i podijeljen u tri alikvota te je svaki alikvot analiziran kao 

�Q�H�R�Y�L�V�D�Q���X�]�R�U�D�N���L�V�W�R�P���P�H�W�R�G�R�P�����X���L�V�W�R�P���Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P���S�H�U�L�R�G�X���W�H���R�G���V�W�U�D�Q�H���L�V�W�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D����

Od 61 kromatografskog pika samo ih je sedam imalo koeficijent varijacije (CV) < 15 %, dok 

�M�H�� �N�R�G�� �R�V�W�D�O�L�K�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� �&�9�� �E�L�R�� �G�R�� ������ ���� �� ���W�D�E�O�L�F�D�� �������� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �Q�D�N�R�Q�� �V�D�P�R��

�M�H�G�Q�R�J���G�D�Q�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���V���3�1�*�D�]�R�P���)�����3�R�J�O�D�Y�O�M�H�������������������������Y�L�G�L���V�H���G�D���Y�H�ü�L�Q�D���J�O�L�N�D�Q�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��

HILIC-�8�3�/�&�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �þ�L�Q�H�� �Q�D�E�L�M�H�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L���� �G�R�N�� �V�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P�� �R�G�� �G�Y�D �G�D�Q�D�� �P�R�å�H�� �Y�L�G�M�H�W�L��

�]�Q�D�W�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���X���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�X���V�L�J�Q�D�O�D���Q�H�X�W�U�D�O�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D�����V�O�L�N�D������������ 

 

  

Slika 10. Ponovljivost metode HILIC-UPLC (A) i ovisnost o vremenu inkubacije s PNGazom F (B) 
�Q�D�N�R�Q���S�U�H�X�]�L�P�D�Q�M�D���P�H�W�R�G�D���E�H�]���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���P�R�G�L�I�L�N�Dcija. A. Usporedba kromatograma tri alikvota istog 
�P�L�ã�M�H�J�� �P�R�]�J�D�� �Q�D�N�R�Q�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�D�� �S�R�G���L�V�W�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �X�� �L�V�W�R�P�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P�� �S�H�U�L�R�G�X�� �L��
�R�G���L�V�W�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D�����%�����8�V�S�R�U�H�G�E�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�D���G�Y�D���D�O�L�N�Y�R�W�D���N�R�M�D���V�X���D�Q�D�O�D�O�L�]�L�U�D�Q�D���Q�D���M�H�G�Q�D�N���Q�D�þ�L�Q���V��
jedinom razlikom u vremenu inkubacije s PNGazom F. I �± intenzitet, EU �± jedinice emisije.  

A 

B  ---- inkubacija jedan dan 
 ---- inkubacija dva dana 
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Kromatografski pik  
Udio / % 

 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 

Tablica 2. Ponovljivost metode HILIC-�8�3�/�&���Q�D�N�R�Q���S�U�H�X�]�L�P�D�Q�M�D���P�H�W�R�G�D���E�H�]���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���Podifikacija 
i inkubacije s PNGazom F dva dana. �3�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �M�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �X�G�M�H�O�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J��
�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D�� �X�� �X�N�X�S�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�Y�L�K kromatografskih pikova u kromatogramu (Udio), 

srednja vrijednost (Udio  �������V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���X�G�M�H�O�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����6�'�����W�H��koeficijent varijacije (CV). 
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Zbog �O�R�ã�H���S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�L���X�Y�H�G�H�Q���M�H���N�R�U�D�N���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���J�O�L�N�D�Q�D���N�U�R�]�� ������ �N�'�D���I�L�O�W�H�U�����3�R�J�O�D�Y�O�M�H��

���������������� �þ�L�P�H�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�R�� �X�W�M�H�F�D�M�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�D�� �N�D�V�Q�L�M�H�� �N�R�U�D�N�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �W�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W��

�X�N�R�Q�F�H�Q�W�U�L�U�D�Q�M�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �ã�W�R�� �M�H�� �X�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L�� �G�R�Y�H�O�R�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �S�R�U�D�V�W�D�� �S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�L�� ���V�O�Lka 

���������W�D�E�O�L�F�D�������������3�U�L�O�L�N�R�P���S�U�Y�R�J���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D���Q�D�N�R�Q���X�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���������N�'�D���I�L�O�W�H�U�D���Q�D���W�U�L���X�]�R�U�N�D���X�R�þ�H�Q�D���M�H��

dobra ponovljivost (rezultati nisu prikazani; CV svih kromatografskih pikova je bio ispod 10 

������ �N�R�M�D�� �M�H�� �S�R�W�R�P�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�D�� �Q�D�� �G�R�G�D�W�Q�L�K�� �R�V�D�P�� �X�]�R�U�D�N�D�� �Q�D�� �L�V�W�L�� �Q�D�þin kako je provedeno 

�W�H�V�W�L�U�D�Q�M�H�� �Q�D�N�R�Q�� �V�D�P�R�J�� �S�U�H�X�]�L�P�D�Q�M�D�� �P�H�W�R�G�H�� �E�H�]�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D���� �&�9�� �V�Y�L�K��

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K���S�L�N�R�Y�D���M�H���E�L�R���P�D�Q�M�L���R�G�������������V���W�L�P���G�D���M�H���Y�H�ü�L�Q�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K���S�L�N�R�Y�D�����Q��� ��

���������L�P�D�O�D���&�9���P�D�Q�M�L���R�G�������������D���V�D�P�R���V�X���þ�H�W�L�U�L���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�D���S�L�N�D���L�P�D�O�D���&�9���Y�H�ü�L���R�G�������������ã�W�R��

�M�H�� �X�N�D�]�D�O�R�� �Q�D�� �G�R�E�U�X�� �S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�� �P�H�W�R�G�H���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D�� �M�H�G�D�Q�� �X�]�R�U�D�N�� �Q�L�M�H��

�L�Q�N�X�E�L�U�D�Q���V���3�1�*�D�]�R�P���)���G�D���E�L���V�H���G�R�N�D�]�D�O�R���G�D���V�L�J�Q�D�O���Q�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�L�P�D���G�R�O�D�]�L���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���R�G��

N-�J�O�L�N�D�Q�D���ã�W�R���M�H���L���E�L�R���V�O�X�þ�D�M�����V�O�L�N�D���������� 

Kromatografski pik  
Udio / % 

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 

Nastavak tablice 2. 
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Kromatografski pik  

Udio kromatografskog pika 
( n = 8 )  

Kromatografski pik  

Udio kromatografskog pika 
( n = 8 )  

Udio  / % SD / % CV / % Udio  / % SD / % CV / % 

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 

Tablica 3. Ponovljivost metode HILIC-�8�3�/�&���Q�D�N�R�Q���X�Y�R�ÿ�H�Q�M�D �N�R�U�D�N�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���J�O�L�N�D�Q�D���N�U�R�]��������
kDa filter. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���R�V�D�P���D�O�L�N�Y�R�W�D���P�L�ã�M�L�K���P�R�]�J�R�Y�D�����G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���R�G���G�Y�D���P�L�ã�M�D���P�R�]�J�D�����D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�D pod 
�L�V�W�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �X�� �L�V�W�R�P�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P�� �S�H�U�L�R�G�X�� �L�� �R�G�� �L�V�W�R�J�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D����Prikazana je srednja vrijednost 
�X�G�M�H�O�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D�� �X�� �X�N�X�S�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�Y�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� �X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X��

( Udio  �������V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���X�G�M�H�O�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����6�'�����W�H���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9���� 

n = broj replika 
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4.2. Optimizacija metode za analizu N-glikana mozga 
 
4.2.1. Optimizacija homogenizacije i ekstrakcije 

 
�2�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�D�� �R�Y�R�J�� �N�R�U�D�N�D�� �M�H�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �N�D�N�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �3�R�J�O�D�Y�O�M�X�� �������������������� �D�� �]�D��

ispitivanje ponovljivosti �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���V�X���G�Y�D���P�L�ã�M�D���P�R�]�J�D���W�H���S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�D���X���������D�O�L�N�Y�R�W�D���R�G���N�R�M�L�K���M�H��

�R�V�D�P���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�R���Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D���N�R�G���P�H�W�R�G�H���Q�L�M�H���Q�L�ã�W�D���P�L�M�H�Q�M�D�Q�R�����G�R�N���M�H���G�U�X�J�L�K���R�V�D�P���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�R��

prema prethodno spomenutom poglavlju. Obje analize su napravljene paralelno od strane 

istog a�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D�����8�V�S�R�U�H�G�E�R�P���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�D�W�D���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���Q�D�N�R�Q���D�Q�D�O�L�]�D�����W�D�E�O�L�F�D���������V�H���Y�L�G�M�H�O�R���G�D���M�H��

�E�U�R�M���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K���S�L�N�R�Y�D���N�R�M�L���L�P�D�M�X���&�9���Y�H�ü�L���P�D�Q�M�L���R�G���G�U�X�J�H���P�H�W�R�G�H���S�R�G�M�H�G�Q�D�N�����V���W�L�P���G�D��

je srednji CV bez soniciranja (CV  � �� ������������ ������ �L�S�D�N�� �P�D�O�R�� �Y�H�ü�L�� �R�G srednjeg CV-a sa 

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

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�N�U�D�ü�X�M�H�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �L�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �E�U�R�M�� �X�]�R�U�D�N�D�� �N�R�M�L�� �M�H�� �W�U�H�E�D�R�� �E�L�W�L�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q����

opcija metode u kojoj je izostavljeno sonici�U�D�Q�M�H���V�H���þ�L�Q�L�O�D���S�U�L�N�O�D�G�Q�L�M�R�P���]�D���N�R�Q�D�þ�Q�X���D�Q�D�O�L�]�X���� 

 

 

GP34 7,09 0,06 0,86 / / / / 

Slika 11. Ponovljivost metode HILIC-�8�3�/�&�� �Q�D�N�R�Q�� �X�Y�R�ÿ�H�Q�M�D���N�R�U�D�N�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �N�U�R�]�� ������
kDa filter (A) i analiza tkiva mozga bez dodatka PNGaze F (B). A. Usporedba kromatograma  osam 
�D�O�L�N�Y�R�W�D�� �L�V�W�D�� �G�Y�D�� �� �P�L�ã�M�D�� �P�R�]�J�D�� �Q�D�N�R�Q�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�D�� �S�R�G�� �L�V�W�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �X�� �L�V�W�R�P��
�Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P���S�H�U�L�R�G�X���L���R�G���L�V�W�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D�����%�����.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P���Q�D�N�R�Q���D�Q�D�O�L�]�H���W�N�L�Y�D���P�L�ã�M�H�J���P�R�]�J�D���Q�D�N�R�Q��
razvoja metode bez dodatka PNGaze F. EU �± jedinice emisije.  
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Kromatografski pik 
Udio kromatografskog pika sa soniciranjem (n = 8) Udio kromatografskog pika bez soniciranja (n = 8) 

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 

 

Tablica 4. Ponovljivost metode HILIC-UPLC nakon �X�Y�R�ÿ�H�Q�M�D�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�H umjesto 
soniciranja.  �8�V�S�R�U�H�G�E�D�� �S�R�� �R�V�D�P�� �D�O�L�N�Y�R�W�D�� �P�L�ã�M�L�K�� �P�R�]�J�R�Y�D�� ���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �R�G�� �G�Y�D�� �P�L�ã�M�D�� �P�R�]�J�D����
analizirana pod istim uvje�W�L�P�D�����X���L�V�W�R�P���Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P���S�H�U�L�R�G�X���L���R�G���L�V�W�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D���V���M�H�G�L�Q�R�P���U�D�]�O�L�N�R�P 
u soniciranju i homogenizaciji. �3�U�L�N�D�]�D�Q�D�� �M�H�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �X�G�M�H�O�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J��

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D�� �X�� �X�N�X�S�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�Y�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� �X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�� ��Udio  ), standardna 

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���X�G�M�H�O�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����6�'�����W�H���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9���� 
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n = broj replika 

 
 
4.2.2. Optimizacija denaturacije i deglikozilacije 

 
�3�U�L�O�L�N�R�P���R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�M�D���R�Y�R�J���N�R�U�D�N�D�����3�R�J�O�D�Y�O�M�H�������������������������S�U�Y�R���V�H���S�R�N�X�ã�D�O�R���U�H�G�X�F�L�U�D�W�L���Y�R�O�X�P�H�Q��

pufera 1xPBS-�D�� �þ�L�P�H�� �E�L�� �V�H�� �S�R�V�W�L�J�O�R���� ������ �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �V�R�O�L�� �N�R�M�H�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �S�U�R�E�O�H�P�� �S�U�L�O�L�N�R�P��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���Q�D�� �*�+�3�� �I�L�O�W�H�U�X�� ���3�R�J�O�D�Y�O�M�H�������������������� ������ �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �3�1�*�D�]�H�� �E�L�� �E�L�O�D�� �Y�H�ü�D�� �ã�W�R�� �E�L��

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �X�W�M�H�F�D�O�R�� �Q�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D�� �W�H�� ������ �V�Y�H�X�N�X�S�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �ã�W�R�� �E�L��

�R�O�D�N�ã�D�O�R���U�X�N�R�Y�D�Q�M�H���X�]�R�U�F�L�P�D���M�H�U���M�H���S�U�Y�R�W�Q�L���Y�R�O�X�P�H�Q���E�L�R���G�R�V�W�D���Y�H�O�L�N���� �7�H�V�W�L�U�D�Q�M�H���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R��

�R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �M�H�G�Q�R�J�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D���� �X�Q�X�W�D�U�� �M�H�G�Q�D�N�R�J�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�J�� �S�H�U�L�R�G�D���� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �L�V�W�X�� �P�H�W�R�G�X�� �V��

jedinom razlikom u volumenu 1xPBS-a (Poglavlje 3.3.5.2.). Nakon testiranja smanjenja 

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

na 250 µL i 100 µL blago smanjuje srednji koeficijent varijacije (CV  za 1000 µL = 9,96 %, 

CV  za 500 µL = 16,14 %,  CV  za 250 µL = 8,06 %, CV  za 100 µL = 9,84 %), ali 

�X�]�U�R�N�X�M�H�� �]�Q�D�W�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�D�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�H�� �S�L�N�R�Y�H��(npr. 

�*�3�������W�H���Y�H�O�L�N�H���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���X���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�L�P�D���ã�W�R���M�H���V�Y�H�X�N�X�S�Q�R���G�R�Y�H�O�R���G�R���]�D�N�O�M�X�þ�N�D���G�D���V�H���G�R�G�D�W�N�R�P��

1000 µL 1xPBS-a dobivaju robusniji uvjeti za analizu te da smanjenje volumena pufera 

1xPBS nije prihvatljiva opcija optimizacije metode za analizu N-glikana.   

 
 
 
 
 

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

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 

Nastavak tablice 4. 
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Kromatografski 
pik 

Udio kromatografskog          
pika 

(1000 µL, n = 8) 

Udio kromatografskog      
pika 

(500 µL, n = 8) 

Udio kromatografskog     
pika 

(250 µL, n = 8) 

Udio kromatografskog   
pika 

(100 µL, n = 8) 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

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 

Tablica 5. Ponovljivost metode HILIC-�8�3�/�&�� �S�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �Y�R�O�X�P�H�Q�L�P�D 1xPBS-a prilikom 
denaturacije i deglikozilacije. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���S�R�� �R�V�D�P�� �D�O�L�N�Y�R�W�D�� �P�L�ã�M�L�K�� �P�R�]�J�R�Y�D�� ���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �R�G���G�Y�D�� �P�L�ã�M�D��
�P�R�]�J�D�����D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�D���S�R�G���L�V�W�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����X���L�V�W�R�P���Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P���S�H�U�L�R�G�X���L���R�G���L�V�W�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D���V���M�H�G�L�Q�R�P��
razlikom u volumenu 1xPBS-a prilikom denaturacije i deglikozilacije. Prikazana je srednja vrijednost 
�X�G�M�H�O�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D�� �X�� �X�N�X�S�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�Y�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� �X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X��

( Udio  �������V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���X�G�M�H�O�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����6�'�����W�H���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9���� 
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Kromatografski 
pik 

Udio kromatografskog          
pika 

(1000 µL, n = 8) 

Udio kromatografskog      
pika 

(500 µL, n = 8) 

Udio kromatografskog     
pika 

(250 µL, n = 8) 

Udio kromatografskog   
pika 

(100 µL, n = 8) 

Udio   

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / % 

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 1xPBS-�D���Q�D���S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W���P�H�W�R�G�H���S�R�N�X�ã�D�O�R���V�H���M�H���U�H�G�X�F�L�U�D�W�L��

�N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �G�H�W�H�U�J�H�Q�W�D�� �6�'�6-�D�� �þ�L�P�H�� �E�L�� �V�H���� �W�D�N�R�ÿ�H�U���� �U�H�G�X�F�L�U�D�R�� �Y�R�O�X�P�H�Q�� �L�� �V�P�D�Q�M�L�O�L�� �S�U�R�E�O�H�P�L��

�S�U�L�O�L�N�R�P�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �*�+�3�� �I�L�O�W�H�U�X���� �'�Y�D�� �P�L�ã�M�D�� �P�R�]�J�D�� �V�X�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�L�U�D�Q�D�� �L�� �Q�D�N�Rn 

�K�R�P�R�J�H�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�D�� �X�� ������ �D�O�L�N�Y�R�W�D���� �R�G�� �N�R�M�L�K�� �M�H�� �R�V�D�P�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �N�D�N�R�� �M�H�� �W�R��

�R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �3�R�J�O�D�Y�O�M�X�� ���������������� �G�R�N�� �M�H�� �G�U�X�J�L�K�� �R�V�D�P�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�� �Q�D�� �M�H�G�Q�D�N�� �Q�D�þ�L�Q���� �X�� �L�V�W�R�P��

�Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P�� �S�H�U�L�R�G�X�� �L�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �L�V�W�R�J�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D�� �V�� �M�H�G�L�Q�R�P�� �U�D�]�O�L�N�R�P�� �X�� �Y�R�O�X�P�H�Q�X��dodanog 

Nastavak tablice 5. 
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SDS-a (Poglavlje 3.3.5.2.). Nakon analize (tablica 6) srednji koeficijent varijacije je bio manji 

�]�D���V�N�X�S�L�Q�X���V���P�D�Q�M�R�P���N�R�O�L�þ�L�Q�R�P���6�'�6-a ( CV  = 5,38 %) u usporedbi s kontrolnom skupinom 

( CV  � ���������������������7�D�N�R�ÿ�H�U�����S�U�R�F�H�V���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D���S�U�H�N�R���*�+�3���I�L�O�W�H�U�D���M�H���E�L�R��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R���R�O�D�N�ã�D�Q�����D���G�R�ã�O�R���M�H���L���G�R���S�R�U�D�V�W�D���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D���Q�D�N�R�Q���+�,�/�,�&-UPLC analize. Zbog svega 

�Q�D�Y�H�G�H�Q�R�J���R�Y�D���L�]�P�M�H�Q�D���M�H���]�D�G�U�å�D�Q�D���X���N�R�Q�D�þ�Q�R�M���P�H�W�R�G�L���N�R�M�R�P���V�X���Q�D���N�U�D�M�X���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���X�]�R�U�F�L���� 

 

 

 

 

Kromatografski 
pik 

Udio kromatografskog pika s nepromijenjenim 
volumenom 

SDS-a ( n = 8 ) 

Udio kromatografskog pika sa smanjenim 
volumenom 

SDS-a ( n = 8 ) 

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 

Tablica 6. Ponovljivost metode HILIC-�8�3�/�&���S�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D SDS-a prilikom denaturacije i 
deglikozilacije. �8�V�S�R�U�H�G�E�D�� �S�R�� �R�V�D�P�� �D�O�L�N�Y�R�W�D�� �P�L�ã�M�L�K�� �P�R�]�J�R�Y�D�� ���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �R�G�� �G�Y�D�� �P�L�ã�M�D�� �P�R�]�J�D����
�D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�D���S�R�G���L�V�W�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����X���L�V�W�R�P���Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P���S�H�U�L�R�G�X���L���R�G���L�V�W�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D���V���M�H�Ginom razlikom u 
�N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �6�'�6-a prilikom denaturacije i deglikozilacije. �3�U�L�N�D�]�D�Q�D���M�H�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���X�G�M�H�O�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H��

�S�R�M�H�G�L�Q�R�J���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J���S�L�N�D���X���X�N�X�S�Q�R�M���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���V�Y�L�K���S�L�N�R�Y�D���X���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X����Udio  ), standardna 

devijacija udjela �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����6�'�����W�H���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9���� 
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n = broj replika 

 

�1�D�N�R�Q�� �J�R�U�H�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D���� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�O�L�� �V�P�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �H�Q�]�L�P�D�� �3�1�*�D�]�H�� �)��

���3�R�J�O�D�Y�O�M�H�� ���������������� �V�� �F�L�O�M�H�P�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D�� �W�U�R�ã�N�R�Y�D�� �D�Q�D�O�L�]�H���� �.�R�O�L�þ�L�Q�D�� �H�Q�]�L�P�D�� �3�1�*�D�]�H�� �)�� �M�H 

�V�P�D�Q�M�H�Q�D���Q�D���S�R�O�D���R�G���S�R�þ�H�W�Q�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H�����7�H�V�W�L�U�D�Q�M�H���M�H���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�R���W�D�N�R���G�D���V�X���G�Y�D���P�L�ã�M�D���P�R�]�J�D��

homogenizirana i podijeljena u 16 alikvota od kojih je osam analizirano kako je opisano u 

�3�R�J�O�D�Y�O�M�X�� ���������������� �G�R�N�� �M�H�� �G�U�X�J�L�K�� �R�V�D�P�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�� �Q�D�� �M�H�G�Q�D�N�� �Q�D�þ�L�Q���� �X�� �L�V�W�R�P��vremenskom 

�S�H�U�L�R�G�X���L���R�G���V�W�U�D�Q�H���M�H�G�Q�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D���V���M�H�G�L�Q�R�P���U�D�]�O�L�N�R�P���G�D���M�H���N�R�O�L�þ�L�Q�D���H�Q�]�L�P�D���N�R�M�D���V�H���G�R�G�D�M�H��

u dva koraka smanjena na pola. Rezultati nakon testiranja su prikazani u tablici 7. S obzirom 

�G�D�� �M�H�� �V�U�H�G�Q�M�L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �E�L�R�� �Y�H�ü�L�� �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R���M�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �H�Q�]�L�P�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �Q�D�� �S�R�O�D��

( CV   = 4,08 %) u usporedbi s kontrolom (CV   = 3,30 %), a intenziteti nakon HILIC-UPLC 

�D�Q�D�O�L�]�H���Q�L�å�L�����R�Y�D���P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D���V�H���Q�L�M�H���S�R�N�D�]�D�O�D���G�R�E�U�R�P���R�S�F�L�M�R�P���S�U�L���R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�L���P�H�W�R�G�H���W�H���Q�L�M�H��

�X�N�O�M�X�þ�H�Q�D���X �N�R�Q�D�þ�Q�X���P�H�W�R�G�X���N�R�M�R�P���V�X���V�H���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�O�L���X�]�R�U�F�L���� 

 

Kromatografski 
pik 

Udio kromatografskog pika s nepromijenjenim 
volumenom 

SDS-a ( n = 8 ) 

Udio kromatografskog pika sa smanjenim 
volumenom 

SDS-a ( n = 8 ) 

Udio   

 / % 
SD / % CV / % Udio   

 / % 
SD / % CV / % 

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 

Nastavak tablice 6. 
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Kromatografski pik 

Udio kromatografskog pika s  
�v���‰�Œ�}�u�]�i���v�i���v�}�u���l�}�o�]���]�v�}�u�����v�Ì�]�u���� 

( n = 8 ) 

Udio kromatografskog pika sa 
 �•�u���v�i���v�}�u���l�}�o�]���]�v�}�u�����v�Ì�]�u���� 

( n = 8 ) 

Udio   

/ % 
SD / % CV / % 

Udio   

/ % 
SD / % CV / % 

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 

Tablica 7. Ponovljivost metode HILIC-�8�3�/�&�� �S�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �3�1�*�D�]e F prilikom 
denaturacije i deglikozilacije. �8�V�S�R�U�H�G�E�D�� �S�R�� �R�V�D�P�� �D�O�L�N�Y�R�W�D�� �P�L�ã�M�L�K�� �P�R�]�J�R�Y�D�� ���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �R�G�� �G�Y�D�� �P�L�ã�M�D��
mozga) analizirana �S�R�G���L�V�W�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �X�� �L�V�W�R�P�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P�� �S�H�U�L�R�G�X�� �L���R�G���L�V�W�R�J�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D�� �V���M�H�G�L�Q�R�P��
�U�D�]�O�L�N�R�P�� �X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �H�Q�]�L�P�D�� �3�1�*�D�]e F prilikom denaturacije i deglikozilacije. Prikazana je srednja 
�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �X�G�M�H�O�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D�� �X�� �X�N�X�S�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �Vvih pikova u 

kromatogramu (Udio  �������V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���X�G�M�H�O�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����6�'�����W�H���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9���� 
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Kromatografski pik 

Udio kromatografskog pika s  
�v���‰�Œ�}�u�]�i���v�i���v�}�u���l�}�o�]���]�v�}�u�����v�Ì�]�u�� 

 ( n = 8 ) 

Udio kromatografskog pika sa  
�•�u���v�i���v�}�u���l�}�o�]���]�v�}�u�����v�Ì�]�u���� 

( n = 8 ) 

Udio   

/ % 
SD / % CV / % 

Udio   

/ % 
SD / % CV / % 

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  

 

4.2.3. �2�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���J�O�L�N�D�Q�D���Q�D�N�R�Q���G�H�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H 

 
�1�D�N�R�Q���R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�H���N�R�U�D�N�D���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H���L���G�H�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�����L�V�S�L�W�D�Q���M�H���X�W�M�H�F�D�M���W�D�O�R�å�H�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��

hladnim etanolom (Poglavlje 3.3.5.3.) sa svrhom izostavljanja filtriranja uzoraka kroz 30 kDa 

�I�L�O�W�H�U�H�����3�R�J�O�D�Y�O�M�H�������������������þ�L�P�H���E�L���V�H���V�P�D�Q�M�L�O�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���Y�U�H�P�H�Q�D���L���W�U�R�ã�N�R�Y�L���S�R�W�U�H�E�Q�L���]�D���D�Q�D�O�L�]�X�����6��

�R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �V�H�� �X�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P�� �P�H�W�R�G�H�� �W�D�O�R�å�H�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �K�O�D�G�Q�L�P�� �H�W�D�Q�R�O�R�P�� �X�P�M�H�V�W�R�� �P�H�W�R�G�H��

filtriranja uzoraka kroz 30 kDa filtre nisu dobili kromatogrami koji bi se mogli integrirati i 

rezultati usporediti nakon HILIC-UPLC analize (�V�O�L�N�D�������������R�Y�D���Y�U�V�W�D���]�D�P�M�H�Q�H���Q�L�M�H���E�L�O�D���P�R�J�X�ü�D��

�W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �N�R�M�R�P�� �V�X�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �X�]�R�U�F�L�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D�� �N�R�U�D�N�� �I�L�O�W�U�L�U�D�Q�M�D�� �X�]�R�U�D�N�D��

kroz 30 kDa filtere.  

 

Nastavak tablice 7. 
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4.3. Robusnost metode za analizu N-glikana mozga 
 
Robusnost metode je testiran�D�� �N�D�N�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �3�R�J�O�D�Y�O�M�X�� ���������� �1�D�� �W�D�M���V�H�� �Q�D�þ�L�Q�� �Q�D�P�M�H�U�D�Y�D�O�R��

�L�V�S�L�W�D�W�L���N�R�O�L�N�L���X�W�M�H�F�D�M���Q�D���P�H�W�R�G�X���L�P�D�M�X���I�D�N�W�R�U�L���N�R�M�H���Q�L�M�H���P�R�J�X�ü�H���L�]�E�M�H�ü�L���W�L�M�H�N�R�P���D�Q�D�O�L�]�H���Y�H�ü�H�J��

�E�U�R�M�D�� �X�]�R�U�D�N�D���� �W�M���� �N�D�G�� �Q�L�M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �V�Y�H�� �X�]�R�U�N�H�� �S�D�U�D�O�H�O�Q�R�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�W�L�� �X�Q�X�W�D�U�� �L�V�W�R�J�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�J��

period�D���� �L�V�W�L�P���N�H�P�L�N�D�O�L�M�D�P�D���L���R�G���V�W�U�D�Q�H���V�D�P�R���M�H�G�Q�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L���D�Q�D�O�L�]�H�����W�D�E�O�L�F�D��������

su pokazali da je metoda robusna jer svi od 75 kromatografskih pikova su imali CV manji od 

�����������V���W�L�P���G�D���V�X���V�D�P�R���W�U�L���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�D���S�L�N�D���L�P�D�O�D���&�9���Y�H�ü�L���R�G���������������3�U�R�V�M�H�þni koeficijent 

�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���M�H���E�L�R�������������������7�D�N�R�ÿ�H�U�����Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���M�H���X�V�S�R�U�H�G�E�D���S�U�Y�L�K���R�V�D�P���U�H�S�O�L�N�D���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���R�G��

�M�H�G�Q�R�J�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D�� �V�� �G�U�X�J�L�K�� �R�V�D�P�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �R�G�� �G�U�X�J�R�J�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D�� �V�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P�� �U�D�]�O�L�N�R�P��

�R�G�� �W�M�H�G�D�Q�� �G�D�Q�D�� ���V�O�L�N�D�� �������� �L�� �W�X�� �M�H�� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�R�� �G�D�� �L�D�N�R�� �V�X vrijednost CV-�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��

kromatografskih pikova kao i CV  �E�L�O�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �Q�L�V�N�H���� �N�R�G�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K��

�S�L�N�R�Y�D�����Q�S�U�����*�3�����L���*�3���������V�H���M�D�V�Q�R���Y�L�G�M�H�O�R���U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H���R�Y�L�V�Q�R���R���D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�X���L���Y�U�H�P�H�Q�X���D�Q�D�O�L�]�H����

�5�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�L�M�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �M�H�� �E�L�O�D�� �Q�D�M�Y�H�ü�D�� �]�D�� �*�3���� �W�H�� �M�H�� �L�]�Q�R�V�L�O�D�� �V�Y�H�J�D�� �������� ������ �D�O�L�� �X�Q�D�W�R�þ��

tome svi uzorci su randomizirani prije analize tako da dobivena razlika ne bi bila zbog razlike 

�L�]�P�H�ÿ�X���D�Q�D�O�L�]�D�����Q�H�J�R���G�D���E�L���S�R�N�D�]�D�O�D���V�W�Y�D�U�Q�X���E�L�R�O�R�ã�N�X���U�D�]�O�L�N�X������ 

 

 

 

 

 

 

Slika 12. Reprezentativni kromatogrami nakon  HILIC-�8�3�/�&�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �� �Q�D�N�R�Q�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D��
glikana kroz 30 kDa filter (A) ili  �W�D�O�R�å�H�Q�M�H�P���K�O�D�G�Q�L�P���H�W�D�Q�R�O�R�P�����%�������(�8���± jedinice emisije.  

A 

B 
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Kromatografski 
pik 

Udio kromatografskog 
pika 

( n = 16 ) Kromatografski 
pik 

Udio kromatografskog 
pika 

( n = 16 ) 

Udio   

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

Udio   

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

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 5,91 

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 5,54 

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 

Tablica 8. Robusnost metode HILIC-UPLC. �8�V�S�R�U�H�G�E�D�� ������ �D�O�L�N�Y�R�W�D�� �P�L�ã�M�L�K�� �P�R�]�J�R�Y�D�� ���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �R�G��
�G�Y�D�� �P�L�ã�M�D�� �P�R�]�J�D���� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�D�� �L�V�W�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P���� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�P�� �S�H�U�L�R�G�L�P�D�� �L�� �R�G�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��
�D�Q�D�O�L�W�L�þ�D�U�D�����3�U�L�N�D�]�D�Q�D���M�H���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���X�G�M�H�O�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���S�R�M�H�G�L�Q�R�J���N�U�R�P�D�W�R�J�U�Dfskog pika u ukupnoj 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�Y�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� �X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�� ��Udio  ������ �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �X�G�M�H�O�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� ���6�'���� �W�H��

koeficijent varijacije (CV). 



§ 4. Rezultati  55 

Ivan Gudelj  Doktorska disertacija 

 

Kromatografski 
pik 

Udio kromatografskog 
pika 

( n = 16 ) Kromatografski 
pik 

Udio kromatografskog 
pika 

( n = 16 ) 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

Udio  

/ % 

SD / 
% 

CV / 
% 

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 5,51 

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 HILIC-UPLC metode za analizu N-glikana tkiva mozga. Za svaki kromatografski 
pik su prikazana dva box-plota, po jedan za svaki analizu kod ispitivanja robusnosti i osam replikata.  

Nastavak tablice 8. 
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4.4. HILIC -UPLC analiza N-glikana mozga  
 
�*�O�L�N�D�Q�L�� �P�R�]�J�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �L�� �U�H�J�L�M�D�� �V�X�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �V�X�� �X�]�R�U�F�L�� �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R��

�U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L�����G�R�G�D�W�D�N���������W�D�N�R���G�D���V�H���X���V�Y�D�N�R�M���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�M���V�H�U�L�M�L���Q�D�O�D�]�L���ã�W�R���V�O�L�þ�Q�L�M�L���R�G�Q�R�V���L�]�P�H�ÿ�X��

�Y�U�V�W�D�����U�H�J�L�M�D�����G�R�E�L���L���V�S�R�O�D�����6�Y�L���X�]�R�U�F�L���V�X���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q�����S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L���X���������V�H�U�L�M�D���W�H���M�H���V�Y�D�N�R�M���V�H�U�Lji 

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 randomizacije 

�þ�X�Y�D�Q�� �S�U�L��-������ �ƒ�&���� �6�Y�D�N�D�� �V�H�U�L�M�D�� �M�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �þ�H�W�L�U�L�� �G�D�Q�D�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �V�X�� �X�]�R�U�F�L��

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 zamijenjeni dodatnim korakom 

homogenizacije (Poglavalja 3.3.5.1. i 4.2.1.). Uzorci su potom denaturirani u prisutnosti SDS-

a i Igepala CA-640 i deglikozilirani enzimom PNGazom F u skladu s Poglavljem 3.3.3., s 

�L�]�P�M�H�Q�R�P���G�R�G�D�Q�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���6�'�6-a (Poglavlje 3.3.5.3. i 4.2.2.). Nakon deglikozilacije uzorci su 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �N�U�R�]�� ������ �N�'�D�� �I�L�O�W�H�U�H�� ���3�R�J�O�D�Y�O�M�H�� ������������������ �R�V�X�ã�H�Q�L�� �W�H�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� �U�H�G�X�N�W�L�Y�Q�R�P��

aminacijom fluorescentnom bojom, 2-AB, prema postupku opisanom u Poglavlju 3.3.6. 

�)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �V�X�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �R�G�� �V�X�Y�L�ã�N�D��fluorescentene boje, ostatka 

reagensa i proteina HILIC-�6�3�(�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�P�� �Q�D�� �������� ���P��GHP AcroPrep filterima uz 

ispiranje s 96 %-�W�Q�L�P���D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�R�P���X���Y�R�G�L���R�K�O�D�ÿ�H�Q�L�P���S�U�L������ �ƒ�&�����3�R�J�O�D�Y�O�M�H�������������������� �3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L���V�X���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���+�,�/�,�&-UPLC metodom opisanom u Poglavlju 

���������������L���X���V�Y�L�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�L�P�D���M�H���Q�D���L�G�H�Q�W�L�þ�D�Q���Q�D�þ�L�Q���L�Q�W�H�J�U�L�U�D�Q�R���������N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K���S�L�N�R�Y�D��

���V�O�L�N�D�� ���������� �,�]�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �V�X�� �L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �V�Y�L�� �X�]�R�U�F�L�� �N�R�G�� �N�R�M�L�K�� �M�H�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �E�L�R�� �Q�H�G�R�Y�R�O�M�D�Q�� �G�D�� �E�L�� �V�H��

�P�R�J�O�R�� �V�D�� �V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �J�U�D�Q�Lce svakog kromatografskog pika (takvih je uzoraka bilo 

devet).  
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�6�W�D�Q�G�D�U�G�L�� �V�X�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �L�G�H�Q�W�L�þ�D�Q�� �Q�D�þ�L�Q�� �N�D�R��i uzorci da bi se dobio uvid u ponovljivost 

�P�H�W�R�G�H�����ã�W�R���M�H���E�L�O�D���L���N�R�Q�W�U�R�O�D���G�D���X�R�þ�H�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���L�]�P�H�ÿ�X���Y�U�V�W�D�����U�H�J�L�M�D���L���U�D�]�Y�R�M�D���Q�L�V�X���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D��

�S�R�J�U�H�ã�N�H�� �P�H�W�R�G�H���� �Q�H�J�R�� �V�X�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �U�D�]�O�L�N�H���� �1�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�W�N�D�� �F�M�H�O�R�N�X�S�Q�H�� �D�Q�D�O�L�]�H��

�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�� �V�X�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�L��varijacije za svaki kromatografski pik (dodatak 2), kao i srednji 

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

�Y�H�ü�L�� �R�G�� ������ ���� �L�� �W�R�� �V�X�� �X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �E�L�O�L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�� �S�L�N�R�Y�L�� �V�� �X�G�M�H�O�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D 

�P�D�Q�M�L�P�� �R�G�� ���� ������ �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H�� �X�G�M�H�O�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�L��

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�� �S�L�N�� �M�H�� �E�L�O�R�� �P�D�Q�M�H�� �R�G�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�D�� �X�G�M�H�O�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J�� �S�L�N�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� ���V�O�L�N�D��

�������� �W�D�N�R�� �G�D�� �V�H�� �R�Y�D�� �P�H�W�R�G�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�P�� �]�D�� �R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �U�D�]�O�L�Ne 

�L�]�P�H�ÿ�X���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���X�]�R�U�D�N�D���� 

 

Slika 14. �5�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �N�R�U�H�� �Y�H�O�L�N�R�J�� �P�R�]�J�D��
�þ�R�Y�M�H�N�D�����8�]�R�U�F�L���V�X���S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L���X���D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�X�����%(uzorak, acetonitril) = 30:70, te analizirani uz linearni 
gradijent od 27 % do 29,5 % prvih 15 minuta i 29,5 �± 38,7 % volumnog udjela 100 mmol L-1 
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,561 mL min-1 �V�O�M�H�G�H�ü�L�K�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �8��
�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�� �M�H���L�Q�W�H�J�U�L�U�D�Q�R���X�N�X�S�Q�R�������� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� ���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�� �U�R�P�E�R�P������Vinj � �� ������ ���/����
Tkolone = 25 °C, Tuzoraka = 5 °C, ���H�[��= 250 nm, ���H�P��= 428 nm. EU �± jedinica emisije 
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4.4.1. �5�D�]�O�L�N�H���L�]�P�H�ÿ�X���J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K���S�U�R�I�L�O�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�U�V�W�D�� regija i razvoja mozga  

 

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 da se N-glikanski 

�S�U�R�I�L�O�L���U�D�]�O�L�N�X�M�X���L�]�P�H�ÿ�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�U�V�W�D���L���U�H�J�L�M�D���P�R�]�J�D�����1�D���6�O�L�F�L���������V�H���Y�L�G�L���J�U�X�S�L�U�D�Q�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

�U�H�J�L�M�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �Y�U�V�W�H�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �X�� �]�D�V�H�E�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H���� �D�� �W�R�� �M�H�� �Q�D�M�M�D�V�Q�L�M�H�� �L�]�U�D�å�H�Q�R�� �N�R�G�� �ã�W�D�N�R�U�D����

�5�D�]�O�R�J���]�D���W�R���E�L���P�R�J�D�R���O�H�å�D�W�L���X���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�L���G�D���M�H���N�R�G���ã�W�D�N�R�U�D���E�L�O�R���P�R�J�X�ü�H���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�W�L���F�L�M�H�O�X���U�H�J�L�M�X��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���S�R�O�X�W�N�H���P�R�]�J�D�����V�Y�L���ã�W�D�N�R�U�L���V�X���E�Lli jednog soja i dobi, dok kod ostalih vrsta nije bilo 

�P�R�J�X�ü�H���L�P�D�W�L���W�D�N�Y�H���X�]�R�U�N�H�����6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���L�]�P�H�ÿ�X���U�H�J�L�M�D���]�D���V�Y�D�N�L���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L���S�L�N��

�G�D�Q�D���M�H���X���'�R�G�D�W�N�X���������7�D�N�R�ÿ�H�U�����R�Y�R�P���D�Q�D�O�L�]�R�P���V�H���S�R�N�D�]�D�O�R���G�D���V�H���P�D�O�L���P�R�]�D�N���L�]�P�H�ÿ�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

vrsta grupira zaje�G�Q�R�� �L�� �X�Y�L�M�H�N�� �M�H�� �M�D�V�Q�R�� �R�G�Y�R�M�H�Q�� �R�G�� �R�V�W�D�O�L�K�� �U�H�J�L�M�D���� �ý�L�Q�M�H�Q�L�F�D�� �G�D�� �P�D�O�L�� �P�R�]�D�N��

pripada u evolucijski najstarije regije mozga bi mogla objasniti razlog takvog rezultata. Osim 

grupiranja N-�J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �S�U�R�I�L�O�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���U�H�J�L�M�D�� �P�R�]�J�D���� �Y�L�G�O�M�L�Y�R���M�H���M�D�V�Q�R���R�G�Y�D�M�D�Q�M�H���V�Y�Lh vrsta 

�R�V�L�P���þ�L�P�S�D�Q�]�H���L���þ�R�Y�M�H�N�D�����D���R�V�R�E�L�W�R���ã�W�D�N�R�U�D���R�G���N�R�M�L�K���V�X���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L���]�Q�D�W�Q�R���X�G�D�O�M�H�Q�L�M�L�����Q�H�J�R���ã�W�R��

�M�H�� �W�R�� �V�O�X�þ�D�M�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �S�U�L�P�D�W�D���� �2�G�� �S�U�L�P�D�W�D���� �P�D�N�D�N�L�� �P�D�M�P�X�Q�� �M�H�� �M�H�G�L�Q�L�� �S�R�N�D�]�D�R��

�J�U�X�S�L�U�D�Q�M�H�� �Q�H�R�Y�L�V�Q�R�� �R�G�� �þ�L�P�S�D�Q�]�H�� �L�� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �3�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �S�U�R�I�L�O�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

Slika 15. �3�U�L�N�D�]�� �X�]�R�U�D�N�D�� �L�� �V�W�D�Q�G�D�U�D�G�D���Q�D�N�R�Q���D�Q�D�O�L�]�H���� �6�W�D�Q�G�D�U�G�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �F�U�Q�L�P�� �W�R�þ�N�D�P�D���� �G�R�N���V�X��
uzorci prikazani plavim (neparne serije) i crvenim (parne serije). 
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�þ�L�P�S�D�Q�]�H�� �L�� �þ�R�Y�M�H�N�D�� �O�H�å�L�� �X�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�L�� �G�D�� �V�X�� �W�H�� �G�Y�L�M�H�� �Y�U�V�W�H�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�� �Q�D�M�E�O�L�å�H�� �R�G�� �V�Y�L�K��

�D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���� �1�D�U�D�Y�Q�R���� �J�R�U�H�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�D�� �R�S�D�å�D�Q�M�D�� �V�H�� �Q�H�� �R�G�Q�R�V�H�� �Q�D�� �P�D�O�L�� �P�R�]�D�N�� �N�R�M�L�� �V�H�� �J�U�X�S�L�U�D��

zajedno bez obzira na vrstu kojoj pripada; iako se unutar te skupine ipak vidi  grupiranje 

�S�U�H�P�D�� �Y�U�V�W�L�� �N�R�M�R�M�� �S�U�L�S�D�G�D���� �Q�S�U���� �M�D�V�Q�R�� �V�H�� �Y�L�G�L�� �J�U�X�S�L�U�D�Q�M�H�� �P�D�O�R�J�� �P�R�]�J�D�� �ã�W�D�N�R�U�D���� �N�D�R�� �L�� �P�D�N�D�N�L��

majmuna neovisno o ostalim vrstama. 

 

 

 

Kad se zbog svega navedenog mali mozak izbaci iz analize glavnih komponenti, postaje 

�M�D�V�Q�L�M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�R���U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H���L�]�P�H�ÿ�X���ã�W�D�N�R�U�D���L���S�U�L�P�D�W�D�����N�D�R���L���S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�H���X���J�O�L�N�D�Q�V�N�R�P���S�U�R�I�L�O�X��

�L�]�P�H�ÿ�X���þ�L�P�S�D�Q�]�H���L���þ�R�Y�M�H�N�D���N�R�G���V�Y�L�K���R�V�W�D�O�L�K���U�H�J�L�M�D�����V�O�L�N�D�������������,�D�N�R���S�R�V�W�R�M�L���S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�H���L�]�P�H�ÿ�X��

glikanskih profila navedenih vrsta nakon analize glavnih komponenti, nakon testiranja 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���U�D�]�O�L�N�D���]�D���V�Y�D�N�L���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L���S�L�N�����W�D�E�O�L�F�D�����������Y�L�G�O�M�L�Y�R���M�H���G�D�����L�D�N�R���Q�H��

�S�R�V�W�R�M�L�� �J�H�Q�H�U�D�O�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�R�P�� �S�U�R�I�L�O�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �þ�L�P�S�D�Q�]�H�� �L�� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �U�D�]�O�L�N�D�� �S�R�V�W�R�M�L��

�L�]�P�H�ÿ�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K���S�L�N�R�Y�D�����=�D���V�Y�H���R�V�W�D�O�H���Y�U�V�W�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�L���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L���S�L�N�R�Y�L��

su dani u Dodatku 3. 

Slika 16. �$�Q�D�O�L�]�D���J�O�D�Y�Q�L�K���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L���J�O�L�N�D�Q�N�L�K���S�U�R�I�L�O�D���V�Y�L�K���R�G�U�D�V�O�L�K���M�H�G�L�Q�N�L���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K���X���D�Qalizu. 
�6�Y�D�N�D�� �E�R�M�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X�� �Y�U�V�W�X�� �N�D�N�R�� �M�H�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�R�� �X�� �O�H�J�H�Q�G�L����DFC �± kora velikog mozga 
(eng. dorsal frontal cortex), HIP �± hipokampus, STR �± strijatum, CBC �± mali mozak (eng. 
cerebellum cortex).  
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Kromatografski pik  Utjecaj �6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D p-vrijednost �3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�D���S-vrijednost 

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 glikans�N�L�K���S�U�R�I�L�O�D���V�Y�L�K���R�G�U�D�V�O�L�K���M�H�G�L�Q�N�L���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K���X���D�Q�D�O�L�]�X����
�8���D�Q�D�O�L�]�X���V�X���X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���V�Y�H���U�H�J�L�M�H���R�V�L�P��malog mozga. �6�Y�D�N�D���E�R�M�D���L���V�L�P�E�R�O���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�X���Y�U�V�W�X��
kako je navedeno u legendi.  

Tablica 9. �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�� �S�L�N�R�Y�L�� �Q�D�N�R�Q�� �S�U�L�O�D�J�R�G�E�H�� �Q�D�� �Y�L�ã�H�V�W�Uuko testiranje 
���3�R�J�O�D�Y�O�M�H���������������L�]�P�H�ÿ�X���þ�R�Y�M�H�N�D���L���þ�L�P�S�D�Q�]�H�����S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�D p-vrijednost < 0,05). Utjecaj govori koliko 
�M�H�� �S�X�W�D�� �Y�H�ü�D���P�D�Q�M�D�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �þ�R�Y�M�H�N���þ�L�P�S�D�Q�]�D�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�� �S�L�N�� �N�D�G�� �V�H��
vrijednost utjecaja stavi u eksponent baze prirodnog logaritma e. 
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Slika 18. Analiza glavnih komponenti glikans�N�L�K�� �S�U�R�I�L�O�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�D�G�L�M�D�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �6�Y�D�N�D��
�E�R�M�D���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�X���G�R�E�����N�D�N�R���M�H���Q�D�Y�H�G�H�Q�R���X���O�H�J�H�Q�G�L�����6�N�X�S�L�Q�X���³�6�W�D�U�L�´���þ�L�Q�L���V�D�P�R���M�H�G�Q�D���R�V�R�E�D��
�R�G���������J�R�G�L�Q�H�����G�R�N���V�X���R�V�W�D�O�H���R�V�R�E�H���E�L�O�H���P�O�D�ÿ�H���R�G���������J�R�G�L�Q�D����DFC �± kora velikog mozga (eng. dorsal 
frontal cortex), HIP �± hipokampus, STR �± strijatum, CBC �± mali mozak (eng. cerebellum cortex).  

Analiza glavnih komponenti za glikanske profile odraslih ljudi i fetusa (slika 18) pokazuje 

�M�D�V�Q�X�� �S�U�R�P�M�H�Q�X�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�R�J�� �S�U�R�I�L�O�D�� �P�R�]�J�D�� �þ�R�Y�M�H�N�D�� �V�D�� �V�W�D�U�H�Q�M�H�P���� �D�� �R�V�R�E�L�W�R je jasna razlika 

�L�]�P�H�ÿ�X���I�H�W�D�O�Q�R�J���L���R�G�U�D�V�O�R�J���U�D�]�G�R�E�O�M�D�����J�O�L�N�D�Q�V�N�L���S�U�R�I�L�O�L���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���I�H�W�D�O�Q�L�K���X�]�R�U�D�N�D���V�H���Q�D�O�D�]�H��

�L�]�P�H�ÿ�X���ã�W�D�N�R�U�D���L���S�U�L�P�D�W�D���Q�D�N�R�Q���D�Q�D�O�L�]�H���J�O�D�Y�Q�L�K���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L���V�Y�L�K���Y�U�V�W�D���L���U�D�]�Y�R�M�D�����G�R�G�D�W�D�N����������

�7�D�N�R�ÿ�H�U�����L���X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���J�O�L�N�D�Q�V�N�L���S�U�R�I�L�O���P�D�O�R�J���Pozga se razlikuje od ostalih regija mozga 

�J�U�X�S�L�U�D�M�X�ü�L�� �V�H�� �R�G�Y�R�M�H�Q�R���� �1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �X�R�þ�H�Q�R�� �W�D�N�Y�R�� �S�R�Q�D�ã�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�R�J�� �S�U�R�I�L�O�D�� �W�L�M�H�N�R�P��

�U�D�]�Y�R�M�D�����Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���M�H���L�V�W�D���D�Q�D�O�L�]�D���]�D�����������J�H�Q�D���X�N�O�M�X�þ�H�Q�D���X���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X98�����.�D�R���ã�W�R���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�R��

�Q�D���6�O�L�F�L���������L���6�O�L�F�L���������S�R�V�W�R�M�L���S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�H���L�]�P�H�ÿ�X���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���1-glikanskih profila i ekspresije 

�J�H�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X�� �W�L�M�H�N�R�P�� �U�D�]�Y�R�M�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �L�V�W�R�� �V�H�� �Y�L�Gi grupiranje fetalnih 

�X�]�R�U�D�N�D���X���]�D�V�H�E�Q�X���V�N�X�S�L�Q�X���R�G���V�N�X�S�L�Q�H���J�G�M�H���V�H���Q�D�O�D�]�H���X�]�R�U�F�L���Q�D�N�R�Q���U�R�ÿ�H�Q�M�D���� 
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Slika 19. Analiza glavnih komponenti �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �������� �J�H�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K u glikozilaciju98 tijekom 
�U�D�]�Y�R�M�D�� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �6�Y�D�N�D�� �E�R�M�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X��dob: Rana fetalna (8 �± 13 postkoncepcijskih 
tjedana), Rana srednje-fetalna (13 �± 16 postkoncepcijskih tjedana), Srednja srednje-fetalna (16 �± 19 
postkoncepcijskih tjedana), Kasna srednje-fetalna (19 �± 24 postkoncepcijskih tjedana), Kasna fetalna 
(24 �± 38 postkoncepcijskih tjedana)���� �1�H�R�Q�D�W�D�O�Q�D�� �L�� �U�D�Q�D�� �G�R�M�H�Q�D�þ�N�D�� ���U�R�ÿ�H�Q�M�H���± 6 mjeseci), Kasna 
�G�R�M�H�Q�D�þ�N�D�� ��6 �± 12 mjeseci ), Rano djetinjstvo (1 �± 6 godina), Srednje i kasno djetinjstvo (6 -12 
godina), Pubertet (12 �± 20 godina), Rana odrasla (20 -40 godina), Srednja odrasla (40 �± 60 godina), 
Kasna odrasla (�������L���Y�L�ã�H���J�R�G�L�Q�D������  

 

4.5. Analiza N-glikana mozga spektrometrijom masa  
 

Nakon HILIC�±�8�3�/�&�� �D�Q�D�O�L�]�H���� �I�U�D�N�F�L�M�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� �V�X�� �V�N�X�S�O�M�H�Q�H��

kako je to opisano u Poglavlju 3.3.7.2. i prema integriranju prikazanom na Slici 14. Svaka 

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�D�� �I�U�D�N�F�L�M�D�� �M�H�� �R�V�X�ã�H�Q�D�� �G�R�� �V�X�K�D�� �W�H�� �H�V�W�H�U�L�I�L�F�L�U�D�Q�D�� ���3�R�J�O�D�Y�O�M�H�� ���������������� �U�D�G�L�� �V�W�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�H����

�Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �L�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�D�� �V�L�D�O�L�Q�V�N�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �Y�H�]�D�Q�H�� �.�������� �L�� �.�������� �Y�H�]�R�P���� �(�V�W�H�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �M�H��

�S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �H�W�D�Q�R�O�R�P�� �X�]�� �S�R�P�R�ü�� �(�'�&�� �L�� �+�2�%�W���� �1�D�N�R�Q�� �H�V�W�H�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� �X�]�R�U�F�L�� �V�X�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L��

�Y�H�]�D�Q�M�H�P���Q�D���S�D�P�X�N���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L����������-�W�Q�R�P���D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�R�P���X���X�O�W�U�D���þ�L�V�W�R�M���Y�R�G�L�����W�H���H�O�X�L�U�D�Q�L���X�O�W�U�D��

�þ�L�V�W�R�P�� �Y�R�G�R�P���� �3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �H�V�W�H�U�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �V�X�� �R�V�X�ã�H�Q�L�� �G�R�� �V�X�K�D�� �W�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �0�$�/�'�,�± 

TOF�±MS-om kako je to opisano �X�� �3�R�J�O�D�Y�O�M�X�� ���������������� �D�� �]�D�� �N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�X�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �K�X�P�D�Q�D��

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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Slika 20. �5�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�L�� �V�S�H�N�W�D�U�� �P�D�V�D�� �]�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�� �S�L�N�� �*�3���� �N�R�U�H�� �Y�H�O�L�N�R�J�� �P�R�]�J�D�� �þ�R�Y�M�H�N�D����
Masa 1808,801 je masa dominantne glikanske strukture u navedenom kromatografskom piku. I �± 
intenzitet; m/z �± omjer mase i naboja (z = 1). 

Slika 21. Reprezentativni spektar masa nakon tandemske spektrometrije masa za masu 1808,801 
�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J���S�L�N�D���*�3�����N�R�U�H���Y�H�O�L�N�R�J���P�R�]�J�D���þ�R�Y�M�H�N�D�����,���± intenzitet; m/z �± omjer mase i naboja 
(z = 1). 

�W�D�M���Q�D�þ�L�Q �M�H���V�Q�L�P�O�M�H�Q�R���X�N�X�S�Q�R���������������0�6���V�S�H�N�W�D�U�D���W�H���V�X���V�Y�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���N�D�N�R���E�L���V�H���G�R�E�L�R���ã�W�R���E�R�O�M�L��

uvid u N-glikanske strukture prisutne u mozgu (slika 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Za svaku masu za koju je to bilo �P�R�J�X�ü�H���� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�X�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X�� �P�D�V�X�� �Q�D�� �0�6��

�V�S�H�N�W�U�X�� �L�� �R�� �E�U�R�M�X�� �P�D�V�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �Y�L�G�O�M�L�Y�H�� �X�� �0�6�� �V�S�H�N�W�U�X�� �]�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�D�Q�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�� �S�L�N����

�Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �W�D�Q�G�H�P�V�N�D�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�D�� �P�D�V�D���� �1�D�� �W�D�M�� �M�H�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�Q�L�P�O�M�H�Q�R�� ���������� �0�6���0�6��

spektara, a s obzirom da su se jednake glikanske strukture nalazile u istim kromatografskim 

�S�L�N�R�Y�L�P�D�����D�O�L���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���Y�U�V�W�D�P�D���L���U�H�J�L�M�D�P�D�����]�D���V�Y�D�N�X���M�H���J�O�L�N�D�Q�V�N�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���R�G�D�E�U�D�Q���0�6���0�6��

�V�S�H�N�W�D�U�� �N�R�G�� �N�R�M�H�J�� �M�H�� �E�L�O�R�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �N�D�V�Q�L�M�H�� �E�L�O�L�� �N�R�U�L�V�Q�L�� �S�U�L�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X��

strukture (slika 21).  
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�6�W�U�X�N�W�X�U�H���V�X���V�H���D�V�L�J�Q�L�U�D�O�H���Q�D���Q�D�þ�L�Q���N�D�N�R���M�H���W�R���R�S�L�V�D�Q�R���X���3�R�J�O�D�Y�O�M�X�������������������W�M�����R�V�L�P���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H��

�G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �W�D�Q�G�H�P�V�N�R�P�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�R�P�� �P�D�V�D�� ���W�D�E�O�L�F�D�� �������� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �R��

glukoznim jedinicama kako je to opisano u Poglavlju 3.3.7.1., a GU jedinice su dane u Tablici 

11 za svaki kromatografski pik.  

 

 

 

 

Strukturno informativni 
fragmenti / m/z Kompozicija Interprentacija  

296,0741 laktonizirana sialinska kiselina �.���������V�L�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D 
342,1159 etil-esterificirana sialinska kiselina �.���������V�L�D�O�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D 
372,1265 fukozilirani antenarni GlcNAc antenarna fukoza 

458,1269 laktonizirana sialinska kiselina s jednom 
heksozom 

�.������-sialinizirana 
galaktoza 

504,1688 etil-esterificirana sialinska kiselina s 
jednom heksozom 

�.������-sialinizirana 
galaktoza 

510,1371 fukozilirani kraj s 2-AB �V�U�å�Q�D���I�X�N�R�]�D 
534,1793 dvije heksoze s jednim GlcNAc-om fukozilirana antena 
713,2164 dva GlcNAc-a s fukozom i 2-AB-om �V�U�å�Q�D���I�X�N�R�]�D 

661,2063 laktonizirana sialinska kiselina s heksozom 
i GlcNAc-om 

�.������-sialinizirana 
antena 

707,2481 etil-esterificirana sialinska kiselina s 
heksozom i GlcNAc-om 

�.������-sialinizirana 
antena 

807,2642 laktonizirana sialinska kiselina s hekozom, 
fukozom i GlcNAc-om 

�.������-sialinizirana i 
fukozilirana antena 

932,2907 tri GlcNAc-a s jednom fukozom i 2-AB-
om 

�V�W�U�X�N�W�X�U�D���V���U�D�þ�Y�D�M�X�þ�L�P��
GlcNAc-om 

Strukturno informativni 
gubitak mase / Da Kompozicija Interprentacija  

-341,0899 GlcNAc s 2-AB-om �E�H�]���V�U�å�Q�H���I�X�N�R�]�H 

-435,1377 laktonizirana sialinska kiselina s jednom 
heksozom 

�.������-sialinizirana 
galaktoza 

-481,1795 etil-esterificirana sialinska kiselina s 
jednom heksozom 

�.������-sialinizirana 
galaktoza 

-487,1478 GlcNAc s 2-AB-om i fukozom �V�U�å�Q�D���I�X�N�R�]�D 

-638,217 laktonizirana sialinska kiselina s heksozom 
i GlcNAc-om 

�.������-sialinizirana 
antena 

-684,2589 etil-esterificirana sialinska kiselina s 
heksozom i GlcNAc-om 

�.������-sialinizirana 
antena 

-784,275 laktonizirana sialinska kiselina s 
heksozom, fukozom i GlcNAc-om 

�.������-sialinizirana i 
fukozilirana antena 

Tablica 10. Strukturno informativni fragmenti i gubitci mase nakon tandemske spektrometrije masa 
opisane u Poglavlju 3.5.4. GlcNAc �± N-acetil glukozamin, AB �± aminobenzamid. 
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Tablica 11. Glukozne jedinice za svaki kromatografski pik nakon HILIC�±UPLC analize. Vremena 
�]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D���S�U�H�W�Y�R�U�H�Q�D���V�X���X���J�O�X�N�R�]�Q�H���M�H�G�L�Q�L�F�H���Q�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���V�X�V�W�D�Y���N�D�O�L�E�U�L�U�D�Q���S�U�H�P�D��
�Y�D�Q�M�V�N�R�P���V�W�D�Q�G�D�U�G�X���K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���L���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���R�O�L�J�R�P�H�U�D���J�O�X�N�R�]�H�� ����-�$�%���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�P��
�G�H�N�V�W�U�D�Q�R�P�����N�D�R���ã�W�R���M�H���R�Sisano u Poglavlju 3.3.7.1. GU�±glikozne jedinice (eng. glucose units). 
 

 

�3�U�Y�L���N�R�U�D�N���S�U�L�O�L�N�R�P���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���V�W�U�X�N�W�X�U�D���M�H���E�L�O�R���W�U�D�å�H�Q�M�H���V�Y�L�K���P�R�J�X�ü�L�K���N�R�P�S�R�]�L�F�L�M�D���S�R�P�R�ü�X��

�U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J���D�O�D�W�D���*�O�\�F�R�0�R�G���X�Q�R�V�H�ü�L���P�D�V�X���X���'�D�O�W�R�Q�L�P�D���W�H���L�Q�G�L�F�L�U�D�M�X�ü�L���D�G�X�N�W�D�����X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X��

�M�H�� �W�R�� �E�L�R�� �L�R�Q�� �Q�D�W�U�L�M�D���� �L�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�X���� �J�O�L�N�D�Q�L�� �V�X�� �E�L�O�L�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� ��-AB-om. Nakon dobivanja 

�Q�D�M�L�]�J�O�H�G�Q�L�M�H���ã�H�ü�H�U�Q�H���N�R�P�S�R�]�L�F�L�M�H�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L���D�O�D�W���*�O�\�F�R�:�R�U�N�E�H�Q�F�K���X���N�R�M�H�P���E�L���V�H��

�P�R�J�X�ü�D�� �ã�H�ü�H�U�Q�D�� �N�R�P�S�R�]�L�F�L�M�D�� �S�U�L�N�D�]�D�O�D�� �V�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�R�P�� �L�� �D�G�X�N�W�R�P�� �W�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�O�L�� �V�Y�L�� �P�R�J�X�ü�L��

fragmenti za takvu strukturu ukoliko je za nju bio snimljen MS/MS spektar. Na MS/MS 

�V�S�H�N�W�U�X���]�D���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���E�L���V�H���W�U�D�å�L�O�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�L���L�O�L���J�X�E�L�W�F�L���P�D�V�H���N�R�M�L���E�L���P�R�J�O�L���X�S�X�W�L�W�L���Q�D��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�X�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X���� �D�� �N�D�G�� �E�L�� �V�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �R�Q�G�D�� �E�L�� �V�H�� �S�U�H�W�U�D�å�L�O�D��

NIBRT GlycoBase baza podataka gdje bi se �S�R�P�R�ü�X�� �*�8�� �M�H�G�L�Q�L�F�D�� �Y�L�G�M�H�O�R�� �M�H�� �O�L�� �P�R�J�X�ü�H�� �G�D��

�W�D�N�Y�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �H�O�X�L�U�D�� �X�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�P�� �S�L�N�X���� �W�M���� �G�D�� �V�H�� �G�R�N�D�å�H�� �G�D�� �W�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D��

�Q�L�M�H�� �N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�D�� �Q�H�N�R�J�� �R�G�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�L�K�� �L�O�L�� �V�O�M�H�G�H�ü�L�K�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D���� �N�D�R�� �Q�L�W�L��

fragment od glikanskih struktura koje eluiraju u analiziranom kromatografskom piku. Na 

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 / / 
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�Q�D�Y�H�G�H�Q�L���Q�D�þ�L�Q���V�X���R�G���S�R�þ�H�W�Q�H�������������P�D�V�H���V�Q�L�P�O�M�H�Q�H���Q�D�N�R�Q���0�$�/�'�,-TOF-MS analize dobivene 

�������� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�U�H�P�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�P�� �S�L�N�X���� �U�H�J�L�M�L�� �L�� �Y�U�V�W�L���� �=�D�� �V�Y�D�N�X��

�J�O�L�N�D�Q�V�N�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �M�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W njen udio za svaki kromatografski pik te su sve glikanske 

�V�W�U�X�N�W�X�U�H���N�R�M�H���V�X���þ�L�Q�L�O�H�� �P�D�Q�M�H���R�G�������� ���� �X�G�M�H�O�D���X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�P���S�L�N�X���]�D���V�Y�H���U�H�J�L�M�H���� �Y�U�V�W�H���L��

�V�W�X�S�Q�M�H�Y�H�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �X�N�O�R�Q�M�H�Q�H�� �L�]�� �W�D�E�O�L�F�H�� �W�H�� �M�H�� �W�D�N�R�� �G�R�E�L�Y�H�Q�D�� �N�R�Q�D�þ�Q�D�� �W�D�E�O�L�F�D�� �V�� �������� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K��

struktura (tablica 12) kojima se mogu pripisati rezultati nakon HILIC-UPLC analize 

���3�R�J�O�D�Y�O�M�H�������������������2�G���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�����������J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D�����Q�D�M�Y�H�ü�L���E�U�R�M���S�U�L�V�X�W�Q�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D�����Q�M�L�K��

�����������V�D�G�U�å�D�Y�D���V�L�D�O�L�Q�V�N�X���N�L�V�H�O�L�Q�X���R�G���N�R�M�L�K���V�D�P�R�����������������������V�Y�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D�����L�P�D���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���.2,6 

�G�R�N���M�H���Q�M�L�K�������������������������V�Y�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D�����L�P�D���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���.���������Y�H�]�D�Q�X���V�L�D�O�L�Q�V�N�X���N�L�V�H�O�L�Q�X�����2�V�W�D�W�D�N����

njih 79 (26,9 % svih struktura) ima kombinaciju tih dviju veza sialinskih kiselina, ali u tim 

�N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D�P�D�� �P�R�å�H�� �V�H�� �Y�L�G�M�H�W�L�� �S�X�Q�R�� �Y�H�ü�L�� �E�U�R�M�� �V�L�D�O�L�Q�V�N�L�K�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �.�������� �Y�H�]�R�P���� �2�G��

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. Jedin�D���V�W�U�X�N�W�X�U�D���V�D���V�X�O�I�D�W�R�P���N�R�M�D���M�H���þ�L�Q�L�O�D���Y�L�ã�H���R�G��

10 % udjela u kromatogramu je  FA3SulfatG1 kromatografskog pika GP10. 
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Tablica 12. Glikanske strukture prisutne u mozgu nakon analize metodama opisanim u Poglavlju 3. Prikazane su sve glikanske strukture koje su 
�þ�L�Q�L�O�H���Y�L�ã�H���R�G�������������R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J���S�L�N�D�� �S�U�H�P�D���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�M���Y�U�V�W�L���L���U�H�J�L�M�L���P�R�]�J�D���� �=�D���V�Y�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���J�G�M�H���M�H���W�R���E�L�O�R���P�R�J�X�ü�H���G�D�Q���M�H���R�S�L�V��
prema Oxford nomenklaturi91���� �D�� �]�D�� �R�V�W�D�O�H���M�H�� �G�D�Q�� �V�D�P�R���V�D�V�W�D�Y���� �1�D�� �P�M�H�V�W�X���J�G�M�H�� �Q�L�M�H�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �S�U�D�]�Q�D�� �V�L�Y�D��
�ü�H�O�L�M�D����DFC �± kora velikog mozga (eng. dorsal frontal cortex), HIP �± hipokampus, STR �± strijatum, CBC �± mali mozak (eng. cerebellum cortex); 
H-heksoza, N�±N-acetilglukozamin, F-fukoza, E�±esterificirana sialinska kiselina, L�±laktonizirana sialinska kiselina.  

 

 

 

 

 

Kromatografski 
pik 

 

Masa / 
Da 
 

Glikanska 
struktura 

 

�h���]�}���P�o�]�l���v�•�l�����•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�����µ���D�^���•�‰���l�š�Œ�µ���‰�}�i�����]�v�����v�}�P kromatografskog pika / % 

�K���Œ���•�o�]�����}�À�i���l Fetus ���]�u�‰���v�Ì�� Makaki majmun �a�š���l�}�Œ 

HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC 

GP1 
1199,5 FM3 99 98 95 45 92 91 94 97 96 98 99 98 97 84 99 98 86 89 90 

 
1256,5 BM3 

   
55 

         
16 

  
14 11 10 

 

GP2 
1215,4 M4 100 61 78 83 44 70 45 70 88 100 100 90 100 76 89 89 20 36 44 55 

1402,5 FA1 
 

39 22 17 56 30 55 30 12 
  

10 
 

24 11 11 80 64 56 45 

GP3 
1402,6 FA1 91 78 78 96 82 98 95 98 89 95 92 97 83 68 76 87 46 32 49 47 

1459,6 A2 
 

22 22 
 

18 
   

11 
   

17 32 24 13 54 68 51 53 

GP4 
1361,5 FM4 94 93 85 81 77 67 83 67 69 78 77 85 78 91 76 89 67 57 69 56 

1418,5 A1M4 
  

15 19 23 33 17 33 31 22 23 15 22 
 

24 11 33 43 31 44 

GP5 
1605,6 FA2 64 76 75 89 40 33 39 34 50 73 90 86 85 69 86 84 97 93 93 94 

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 

GP7 
1808,7 FA2B 99 98 94 99 98 99 100 100 100 100 53 100 94 93 88 92 99 97 95 92 

1824,7 A2[6]BG1 
          

47 
   

12 
     

GP8 

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 
   

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 
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Kromatografski  
pik 

  

Masa / 
Da 

  

Glikanska 
struktura 

  

�h���]�}���P�o�]�l���v�•�l�����•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�����µ���D�^���•�‰���l�š�Œ�µ���‰�}�i�����]�v�����v�}�P���l�Œ�}�u���š�}�P�Œ���(�•�l�}�P���‰�]�l�����l���9 

�K���Œ���•�o�]�����}�À�i���l Fetus ���]�u�‰���v�Ì�� Makaki majmun �a�š���l�}�Œ 

HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC 

GP9 
1580,6 A1M5                                   11 12   

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 

GP10 

1539,5 M6D3 12 30 42 58     18 14 54 22 24 72   31   67 68   96 62 

1971,0 FA2BG1               11         81               

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 

GP11 

1539,6 M6D1     17   21     13   10     15 18   19 53 65 69 45 

1783,8 A2G2 30       11     15 31       12       13       

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 

GP12 
1539,8 M6D2 86 91 82 98 98 94 93 98 94 93 87 95 92 94 92 93 97 95 94 98 

1971,1 FA3G1 13   10               12                   

GP13 

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 

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 

GP15 

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                               

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 FA1F1G1LacDiNAc 98 96 93 96 97 96 99 100 99 99 99 96 92 100 97 92 95 96 93 97 

Nastavak tablice 12. 



§ 4. Rezultati  69 

Ivan Gudelj  Doktorska disertacija 

 

 

Kromatografski  
pik 

  

Masa / 
Da 

  

Glikanska 
struktura 

  

�h���]�}���P�o�]�l���v�•�l�����•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�����µ���D�^���•�‰���l�š�Œ�µ���‰�}�i�����]�v�����v�}�P���l�Œ�}�u���š�}�P�Œ���(�•�l�}�P���‰�]�l�����l���9 

�K���Œ���•�o�]�����}�À�i���l Fetus ���]�u�‰���v�Ì�� Makaki majmun �a�š���l�}�Œ 

HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC HIP DFC STR CBC 

GP18 
1701,9 M7 95 90 80 92 96 96 95 99 89 94 91 95 85 84 77 95 91 91 89 99 

1873,0 FA1F1G1M4     19           10       14 14 21           

GP19 
2000,4 FA1G1S[3]1M4         17 13                             

2075,7 FA1F1G1BM4 95 98 99 100 83 79 96 92 97 96 100 100 98 99 99 100     100 84 

GP20 

2087,0 FA2G1S[6]1     11     30 20                           

1888,7 A1F1G1M5           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     

2091,8 FA2G1M5 92   12 19   20 30 23 60   12   47   47 23 56 21 25 71 

2116,8 FA1F1G1LacDiNAc   47 28 32   10 10 15     35 12           12     

2319,9 H4N6F2   29 19 17   10 15 15     21 33 10   15           

GP21 

2447,0 H4N6F1L1 23 17               23     46 28             

1888,8 A1F1G1M5 54 50 91 60 85 77 76 67 85 68 97 45   39 93 46 65 69 38 18 

2320,0 H4N6F2 23 27   21 15 11 19 30       54 38 25   53 35 30 56 80 

GP22 

2446,9 H4N6F1L1 24                       12               

2091,8 FA2G1M5                                 14 20 26   

2320,0 H4N6F2 74 95 89 89 85 100 90 100 84 82 94 95 76 83 91 94 86 80 69 93 

GP23 

2103,2 A2G2S[6]1 16   18   57 50 35 44                         

2447,3 H4N6F1L1                                       12 

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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