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SAZETAK

EVOLUCIISKA | PROSTORNO-VREMENSKA USPOREDBA N-GLIKOMA MOZGA

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

N-glikozilacija proteina je kljucna za razvoj i funkciju ziv€anog sustava. U ovoj disertaciji
konstruiran je prostorno-vremenski glikomski profil mozga, istrazuju¢i N-glikanske strukture
Cetirjju funkcionalno razli¢itih regija mozga, fronatalna dorsalna kora velikog mozga,
hipokampus, strijatum te mali mozak, i njihovu raspodjelu u mozgu odraslog ¢ovjeka; kao i u
mozgu Covjeka tijekom fetalnog razvoja. Takoder, s namjerom da se dobije evolucijska
perspektiva N-glikanskih struktura unutar razli¢itih regija mozga, napravljena je usporedba
odgovarajucih regija mozga izmedu glikoma mozga ¢ovjeka, ¢impanzi, makaki majmuna i
Stakora. Odredivanje glikanskih profila uzoraka mozga je provedeno koriStenjem dvaju
analitiCkih pristupa: tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti i spektrometrije
masa. Uvidom u N-glikom analiziranih uzoraka, uo¢ena je znacajna razlika izmedu razlicitih
regija, vrsta 1 razvoja mozga. Razlika izmedu N-glikoma je bila veca §to su vrste bile
evolucijski udaljenije. N-glikanski profil malog mozga se najviSe razlikovao od ostalih
analiziranih regija. Razvijena HILIC-UPLC metoda za analizu N-glikana tkiva mozga se
pokazala reproducibilnom i robusnom.

(115 stranica, 24 slike, 12 tablica, 130 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)
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Protein N-glycosylation is crucial for the development and function of the nervous system. In
this dissertation, a spatio-temporal profile of the brain glycome was constructed by
investigating N-glycan structures of four functionally distinct brain regions, the dorsal
fronatal cortex, the hippocampus, the striatum and the cerebellum, and their distribution
within the adult human brain as well as the fetal. Moreover, in order to obtain an evolutionary
perspective of the corresponding brain regions, a cross-species comparison was made between
the human, the chimpanzee, the macaque and the rat. Two analytical approaches were used
for glycosylation profiling of brain samples: ultra-performance liquid chromatography and
mass spectrometry. Significant difference was noticed between the regions, the species and
the developmental stages in the analyzed N-glycomes. The difference between species was
higher as they were evolutionary more distinct. The cerebellar N-glycom was the most
distinctive of all the analyzed brain regions. The developed HILIC-UPLC method for the N-
glycans analysis of the brain tissue was reproducible and robust.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Glikozilacija je najceSc¢a posttranslacijska modifikacija proteina, koja se ne dogada slucajno
(za razliku od glikacije), nego je to kontrolirani enzimski proces dodavanja Secera proteinima
za koji ne postoji izravna uputa upisna u molekuli DNA, nego je rezultat slozenog
medudjelovanja razli¢itih enzima i metabolita. Glikani vezani za proteine ukljuceni su u skoro
sve molekularne interakcije na stani¢noj povrsini i medustani¢nom prostoru'. Promijene u
sastavu 1 koli¢ini glikana su povezane s brojnim fizioloSkim svojstvima kao §to su dob, spol,
rasa, reproduktivni ciklus, stadij razvoja, utjecaji okoliSa, indeks tjelesne mase, te
prehrambenim i Zivotnim navikama®.

Poznato je vise razli¢itih vrsta glikozilacije od kojih je najproucavanija N-
glikozilacija. Po¢etna N-glikanska struktura je sintetizirana u endoplazmatskom retikulumu
kao razgranata struktura na lipidnom sidru (dolikol pirofosfatu) te se kasnije kotranslacijski,
»en bloc” prenosi 1 veze preko N-acetilglukozamina (GlcNAc) na duSikov atom asparagina u
evolucijski o¢uvanom aminokiselinskom slijedu asparagin—X—serin ili asparagin—X-treonin,
gdje je X bilo koja aminokiselina osim prolina. U endoplazmatskom retikulumu i kasnije u
Golgijevom aparatu, N-vezane glikanske strukture su modificirane hidrolitickim uklanjanjem
Secernih struktura nakon kojeg slijedi ponovna glikozilacija s dodatnim Secernim strukturama,
stvarajuc¢i na taj nacin N-glikoproteinski kompleks. Dok je slijed reakcija koje dovode do
biosinteze, “en bloc” prijenosa i procesiranja N-glikana dosta dobro poznat, jo$ uvijek nije u
potpunosti poznato kako N-glikani utje¢u na biolosku sudbinu i funkciju N-glikoproteina®.

Iznenaduju¢e je koliko je glikanskih struktura zajedni¢ko razli¢itim grupama
eukariota. To se moZe objasniti evolucijom proteina koji kontroliraju metabolizam glikana;
glikoziltransferaze, glikozilhidrolaze, transporteri Secera te lektini su organizirani u svakom
tkivu 1 stanici tako da omoguce pravilnu glikozilaciju glikokonjugata, stvarajuci time
strukturne i1 funkcionalne potrebe u razlicitim uvjetima. Sve obitelji glikana su prisutne kod
eukariota: N-glikani, razli¢iti O-glikani, C-manoze, glikolipidi i glikozaminoglikani. Svaki od
navedenih tipova posjeduje jezgru koja je zajedniCka svim strukturama toga tipa. Nadogradnja
srzne strukture je, takoder, popra¢ena zajednickim procesima. Medutim, perifernim
dodavanjem zavr$ni dio glikana rezultira specificnim glikanskim strukturama, a te strukture

su one koje su izloZzene vanjskom okruzenju te su selektirane da bi omogucile odgovarajuce
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§1. Uvod 2

prilagodbe u odredenim uvjetima. Na taj na¢in mnoga svojstva glikanskih struktura utjecu na
fenotipsku varijaciju i omoguéuju nam uvidjeti fleksibilnost sljedova $eéernih struktura®.
Navedena strukturalna selekcija se javlja kroz mutacije unutar ili gubljenjem odredenih
metabolickih putova5.

Glikokonjugati se mogu pronaci u svim stanicama i tkivima zivotinja, ukljucujuéi i
sredi$nji Zivéani sustav®® gdje igraju kljuénu ulogu u njegovoj funkciji, a osobito u dijelu
zivotnog ciklusa tijekom kojeg stanice ziv€anog sustava prolaze “metamorfoze” od neuralnih
mati¢nih stanica do zrelih neurona, astrocita i1 oligodendrocita (ili Schwannovih stanica u
perifernom Ziv€éanom sustavu). Diferencijacija 1 funkcija tih stanica ovisi o njihovom
odgovoru na vanstani¢ne i1 unutarstani¢ne signale, a ti odgovori ovise o specifi¢nosti i
osjetljivosti receptorskih proteina. Sve viSe postaje jasno da je osjetljivost tih receptora
regulirana specificnoséu N-glikanskih ostataka koji utjeCu na: (1) sekreciju, stabilnost i
razgradnju liganda receptora; (2) stani¢nu ekspresiju, internalizaciju te recikliranje ili turnover
takvih receptora; (3) adheziji neurona i drugih stanica preko receptora koji se nalaze na
stanicnoj povrSini 1 vanstani¢nih proteina matriksa; (4) indukciji i transdukciji signala preko
faktora rasta te neurotransmitorskih receptora i ionskih kanala. Kod mnogih od navedenih
slu¢ajeva, N-glikani utjeCu na: (1) pravilno smatanje liganada ili receptora; (2) topljivost ili
polarnost liganada ili receptora; (3) vezanje na vanstani¢ne ili unutarstani¢ne faktore koji
induciraju stani¢ne signalne putove ili posreduju daljnje procesiranje N-glikoproteina.
Posljednje navedeno zaokuplja osobitu paznju u posljednje vrijeme zato jer odredeni N-
glikani mogu regulirati povezivanje proteina u receptor/ligand kompleksima ili Secer-
specificno vezanje proteina na plazmatskoj membrani (npr. galektini) koji posreduju u
endcitozi i egzocitozi, transportu ili sortiranju, te recikliranju ili turnoveru takvih receptora’®.

Takoder, mutacije u proteinima koji posreduju N-glikozilaciji i procesiranju N-glikana
mogu dovesti do ozbiljnih poremeéaja, ukljudujuéi i one u sredi§njem Zivéanom sustav'’.
Navedeno nije ograni¢eno samo na mutacije u glikozidazama/glikoziltransferazama koje
sudjeluju u obradi i procesiranju glikana, nego obuhvaca i proteine koji sudjeluju u transportu
N-glikoproteina za njihovo daljnje procesiranje u endoplazmatskom retikulumu ili
Golgijevom aparatu, kao §to je pronadeno kod humanih urodenih poremecaja glikozilacije
(CDG, eng. congenital disorders of glycosylation)*.

U posljednje vrijeme je molekularna neuroznanost transformirana dolaskom “omics”

12-14

tehnologija i profiliranjem genoma, proteoma i metaboloma mozga™ ~". Tradicionalne
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metodologije kao Sto su fluorescentno obiljezavanje i imunohistokemija su zamijenjene
spektrometrijom masa visoke rezolucije i automatskim pretrazivanjem baza. UnatoC tome,
relativno malo se zna o glikomu mozga. lako postoji obilje imunohistokemijskih dokaza koji
povezuju glikozilaciju s kljuénim funkcijama mozga kao Sto su plastiCnost sinapsi i

15,16

formiranje memorije™ ™, relativno malo istrazivanja je bilo uspjeSno u primjeni novih

“omics” tehnologija koje bi dale bolji uvid u glikozilaciju mozga'"*®

. Jedan od razloga zasto
je glikozilacija mozga tako slabo istrazena bi mogao biti u Cinjenici da su glikani relativno
slabo zastupljeni u mozgu, tj. manje od 5 % suhe tvari mozga dolazi od ugljikohidrata, a dok
preko 80 % dolazi od lipida i proteina®.

Za definiranje funkcije N-glikana u normalnim fizioloskim uvjetima kao i onima u
bolesti, potrebno je poznavati njithovu tocnu strukturu i enzimske korake koji generiraju takve
strukture. Trenutacno je napravljen veliki napredak u analizi struktura uz pomoé
spektrometrije masa (MS) za veliki broj uzoraka te je to otvorilo novo veliko podruéje za
proucavanje N-glikana i ostalih proteinskih glikokonjugata kao Sto su O-glikani i
proteoglikani®®. MS je veé¢ dosta dugo prisutna u polju glikomike, ali njena kombinacija s
teku¢inskom kromatografijom (LC, eng. liquid chromatography) je postala popularna tek
nedavno. Prednosti nano-LC tehnologije, kombinirane sa stvaranjem glikanskih LC i LC/MS
baza podataka je znaCajno potpomogla razvoj strukturno specifi¢nih glikan profiliraju¢ih
metoda. Mogucnost razlikovanja razlicitih izomernih struktura je klju¢ni analiticki zahtjev u
glikomici, zato jer glikanski izomeri €esto vuku podrijetlo od totalno drugacijeg biosintetskog

procesa® .

1.1. Svrhai cilj rada

N-glikozilacija mozga je dosta slabo istrazena, a na taj nacin i uloga N-glikana u razvoju i
funkcioniranju mozga kao i koriStenje N-glikana kao potencijalnih meta za lijecenje te rano i
to¢no dijagnosticiranje bolesti u kojima se zna da N-glikani igraju klju¢nu ulogu. Vecina
podataka koje imamo je dobivena istrazivanjem i analizom N-glikana malog broja
pojedina¢nih proteina te i dalje nedostaje cjelokupan N-glikom mozga. Problem nepoznavanja
N-glikoma postaje puno izrazeniji kad se govori 0 nehumanim primatima kao i tijekom
covjedjeg prenatalnog razvoja gdje nedostaje skoro pa cijela slika o strukturama N-glikana.

Stoga je cilj ove doktorske disertacije analizirati ukupnu N-glikozilaciju kore velikog mozga,
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hipokampusa, strijatuma te malog mozga cetiriju razliitih vrsta: Stakora, makaki majmuna,
¢impanze i Covjeka; pri ¢emu ¢e kod vrste Homo sapiens biti analizirani i fetalni uzorci. Na
taj nacin ovo ¢e postati prvo istrazivanje koje ¢e dati pregled N-glikoma navedenih regija
mozga i vrsta, njihovu evolucijsku usporedbu kao i usporedbu tijekom razvoja. U tu svrhu
ukupni N-glikani uzorka ¢e biti profilirani i razdijeljeni teku¢inskom kromatografijom koja se
temelji na hidrofilnim interakcijama (HILIC, eng. hydrophilic interaction liquid
chromatography) u kombinaciji s teku¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti
(UPLC, eng. ultra performance liquid chromatography). Strukture u pojedina¢nim
frakcijama ¢e biti odredene pomoc¢u matricom potpomognute laserske desorpcije/ionizacije
(MALDI, eng. matrix-assisted laser desorption/ionization) spektrometrije masa te opceg
poznavanja glikobiologije.

Takoder, zbog nepostojanja prikladne metode za analizu N-glikoma mozga iz relativno
veéeg broja uzoraka u kratkom vremenu, a istovremeno uz dobivanje pouzdanijih rezultata,
dio ove disertacije obuhvaca razvoj, optimizaciju i validaciju metode koja ¢e se koristiti za

analizu prethodno navedenih uzoraka.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Glikozilacija

Ugljikohidrati su najzastupljeniji, strukturno kompleksni i funkcionalno razliciti organski
spojevi. Oni obuhvaéaju monosaharide (npr. glukoza), oligosaharide (npr. saharoza, laktoza)
te polisaharide (npr. skrob, celuloza, polisaharidi biljnog i bakterijskog stani¢nog zida, hitin te
zivotinjski glikozaminoglikani). Osim §to mogu postojati kao samostalne molekule, oni se
mogu vezati s proteinima i lipidima, pritom stvaraju¢i glikokonjugate (glikoproteini,
proteoglikani i glikolipidi)®°. Oligo- i polisaharidi koji su kovalentno vezani za proteine ili
lipide nazivaju se glikanima, a enzimski proces kovalentnog vezanja glikana na
proteine/lipide glikozilacija. Vec¢ina dobro istraZzenih biosintetskih puteva glavnih skupina
glikana je prostorno ogranicena na endoplazmatski retikulum (ER) i Golgijev aparat (GA).
Tako su novosintetizirani proteini koju potje¢u iz ER kotranslacijski ili posttranslacijski
promijenjeni dodavanjem Secernog lanca tijekom razli¢itih stupnjeva njihovog putovanja
prema konacnom odredi$tu. Glikozilacijske reakcije obi¢no koriste aktivirane oblike
monosaharida (nukleotidni Seceri) kao donore u reakcijama koje se Kkatalizirane
glikoziltransferazama. U skoro svim slu¢ajevima nukleotidni donori su sintetizirani unutar
citoplazmatskog ili nuklearnog dijela stanice od monosaharidnih prekusora endogenog ili
egzogenog podrijetla, te kao takvi trebaju biti aktivno transportirani kroz membranski dvosloj
u ER 1 GA da bi bili dostupni za reakcije glikozilacije. Takoder, vazno je naglasiti da za
razliku od proteinskih sljedova koje su primarno produkti gena, glikanske lancane strukture
nisu direktno kodirane genomom te su sekundarni produkti gena. Glikanski lanci se mogu
pojaviti u brojnim mogué¢im kombinacijama jer nastaju kao posljedica kompeticijskih 1
sekvencijalno djelujuc¢ih glikozidaza i glikoziltransferaza. Tako da unato¢ poznavanju razina
ekspresije svih relevantnih genskih produkata, mi i dalje ne razumijemo dovoljno strukture i
biosintetske putove da bi mogli precizno predvidjeti glikanske strukture u odredenom tipu
stanica. Stovise, male promijene u okoli$u mogu uzrokovati dramati¢ne promjene u glikanima
odredene stanice; to zajedno tvori varijabilnu i dinami¢nu prirodu glikozilacije $to je Cini
moc¢nim biosintetskim putom koji stvara biolosku raznolikost i kompleksnost. Naravno, to,

takoder, ¢ini istrazivanje glikana puno zahtjevnijim i teZim od nukleinskih kiselina i proteina.

Ivan Gudelj Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 6

2.1.1. Vaznost i funkcija glikozilacije

Glikanske strukture glikokonjugata su strukturno kompleksne te su ukljuc¢ene u broje funkcije
koje su klju¢ne u diferencijaciji, razvoju te svim ostalim pogledima normalnog funkcioniranja
zivotinja. Tako npr. oni ¢ine glavne krvne grupe i1 ostale antigene, sluze kao informacijske
molekule u interakcijama stanica — stanica i stanica — molekula, funkcioniraju kao receptori za
bioloske procese te pomazu smatanje, usmjeravanje i sekreciju proteina. Takoder su ukljuceni
u organizaciju tkiva, kretanje limfocita, stani¢nu signalizaciju i regulaciju imunoloskog
sustava. U dosta slucajeva, prava uloga glikana nije u potpunosti razjasnjena. IstraZivanja u
posljednjih nekoliko desetljeca zajedno s tehnolos§kim napretkom su otkrili strukture velikog
broja glikana te znatno povecali naSe znanje o njihovoj bioloskoj ulozi, ali i dalje je to samo
,vrh ledenog brijega®. Glikokonjugati su znacajno prisutni u svim zivotinjskim stanicama i
tkivima, uklju€uju¢i i one u Ziv€anom sustavu™®. Oni su pronadeni u tkivnom matriksu i
vanstanicnim teku¢inama kao Sto su serum, spinalna tekucina (likvor), slina te su prisutni u
izrazito velikim koli¢inama u respiratornoj, gastrointestinalnoj i urogenitalnoj sluzi. Medutim,
glavni razlog povecanog zanimanja za glikane je njithovo pojavljivanje na stani¢nim
povr§inama gdje imaju vaznu ulogu u brojnim bioloskim procesima. Glikani glikokonjugata
koji se nalaze na stani¢noj membrani su okrenuti prema vanjskoj strani (Siroko i daleko) ¢ime
postaju dostupni za funkcionalne interakcije. Anionski Secerni ostatci glikana koji povecavaju
hidrofilnost 1 doprinose negativhom naboju stani¢ne povrSine, su vazne odrednice socijalnog

o . 1,6,21-2
ponaganja stanice™®* %,

2.1.2. Vrste glikozilacije

Dva naj€esca 1 najvise proucavana tipa glikozilacije su:
a) N-glikozilacija — glikan je kovalentno vezan g-glikozidnom vezom za dusSikov atom
asparaginskiog ostataka proteina u slijedu aminokiselina Asn — Xaa — Ser/Thr (gdje je
Xaa bilo koja aminokiselina osim Pro) najées¢e preko N-acetilglukozamina
(GIcNAcp1-Asn). lako rijetko, N-glikani se mogu pronaéi vezani za asparagin u
slijedu Asn— Xaa—Cys, gdje se cistein nalazi u reduciranoj formi. Takoder, kod
odredenih vrsta glikani mogu biti vezani za asparagin preko glukoze, N-
acetilgalaktozamina i ramnoze; dok glikoproteini slatkog kukuruza imaju vezanu

glukozu na arginin.
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b) O-glikozilacija — glikan je kovalentno vezan a-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 a-glikozidnom vezom ili ksilozu,

GIcNAc, galaktozu i glukozu vezanu S-glikozidnom vezom.

Vrste glikozilacije koje nisu toliko ucestale kao prethodno navedene, a takoder prolaze
ER/GA sintetski put su:

¢) C-manozilacija — C-1 atom manoze je vezan a-glikozidnom vezom za C-2 atom
indolskog prstena prvog triptofana u W-X-X-W (gdje je X bilo koja aminokiselina)
aminokiselinskom slijedu. lako je ovaj aminokiselinski slijed relativno cCest u
proteinima, C-manozilacija je uo¢ena kod tek nekoliko protein, a njena uloga je i dalje
nepoznata.

d) Glikozilfosfatidilinozitolna (GPI) sidra — biosintetski put sinteze GPI sidra je pocinje
prijenosom GIcNAc-a na fosfoinoziltol. GPI sidra sluze za usidravanje brojnih
proteina stani¢ne povrsine za plazmatsku membranu; C-kraj proteina je povezan preko
glikana za lipide membrane?”.

e) Fosfoglikozilacija— glikani, najée$¢e preko manoze i GIcNAc-a, su vezani za Kisik
fosfatne skupine serina, a u rijetkim slucajevima treonina. Koliko je proteina

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

2.2. N-glikozilacija proteina

Brojni membranski kao i oni sekrecijski proteini, ukljucujuéi faktore rasta i njihove receptore,
su N-glikozilirani. Pocetna N-glikanska struktura sintetizira se u ER-u kao razgranata
struktura na lipidnom sidru (dolikolpirofosfatu) te kotranslacijski, ,,en bloc* prenosi 1 veze
preko GICNAc-a za asparagain unutar specifi¢cnog za N-glikozilaciju aminokiselinskog slijeda
proteina. U ER i kasnije GA, N-glikani podlijezu hidrolitickom uklanjanju odredenih Secera
nakon kojih slijedi ponovna glikozilacija dodavanjem Secera kao Sto su galaktoza, fukoza ili
sialinska kiselina stvarajuci na taj na¢in kompleksne N-glikoproteine. Dok je slijed reakcija

koje dovode do biosinteze, ,,en bloc* prijenosa i procesiranja N-glikana dosta istrazen, i1 dalje
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nije u potpunosti poznato na koji nacin N-glikani utjeCu na biolosku sudbinu i funkciju N-

glikoproteina.

2.2.1. Vrste N-glikana i stupnjevi njihove biosinteze

Kod zivotinjskih stanica, Se€er koji je povezan za asparaginski ostatak proteina je skoro
uvijek GIcNAc koji je uvijek u B konfiguraciji (slika 1). Uz prvi GIcNAc svim N-glikanima
su zajednicki jo$ jedan GIcNAc te tri manoze (Man) stvarajuéi na taj nacin srznu strukturu
svih N-glikan: Manal-6(Manal-3)Manf1l-4GIcNAcS1-4GICNACS1-Asn. Vrste Secera i
nacin grananja Secera dodanih na srznu strukturu daju tri vrste N-glikana:

1. Oligomanozni — isklju¢ivo su manoze vezane na srznu strukturu

2. Kompleksni — na svakoj od krajnjih manoza srzne strukture je vezan GlcNAc koji je

pocetni Secer ,,antena‘
3. Hibridni — na Mana1-3 ruku srzne strukture su vezane jedna ili dvije antene, dok su na

Manal—6 ruku vezane samo manoze

Oligomanozni Kompleksni Hibridni

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-
glikana ima zajednic¢ku srznu strukturu Mans;GICNAC,Asn. Zeleni krug — manoza, plavi kvradrat — N-
acetilglukozamin, ljubicasti romb — N-acetineuraminska kiselina, zuti krug — galaktoza, crveni trokut
— fukoza ( Preuzeto 1 prilagodeno iz Varki 1 suradnicil)
Opéenito biosinteza N-glikana se moZe podijeliti na tri stupnja®® (slika 2):

1. Sinteza lipid vezanog oligosaharidnog prekusora

2. ,,En bloc* prijenos oligosaharida na polipeptid

3. Procesiranje oligosaharida

Posljednji korak ukljucuje uklanjanje nekih Secera koji se nalaze na oligosaharidnom

prekusoru nakon kojeg slijedi dodavanje novih Secera na nereducirajuéi kraj glikana. Unutar
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stanice, sinteza glikoproteina je prostorno odvojena; sinteza prekusora vezanog za lipid, ,,en
bloc* prijenos na protein te pocetno uklanjanje odredenih Secernih struktura se odvija u

hrapavom ER-u, dok se procesiranje dogada kako glikoprotein putuje kroz GA.

3. PFDEESIFEIHJE
PDFEtnD uklanjanje Du:udavanje gZeternih

Zecera
struktura

Sekrecija ili
dostavljanje na
plazma membranu

Uklanjanje i izmjena
razgranatih

(' struktura
2. En bloc
prijenaos
- ,T - - @
Sinteza
proteina
1. Sinteza za Ilpld
VEZANOE

cligosaharidnog
prekusora Flazmatska
membrana

Endoplazmatski retikulum Golgijev kompleks

Slika 2. Biosinteza N-glikana. Biosinteza N-glikana se moze podijeliti u tri stupnja: 1) Sinteza lipid
vezanog oligosaharidnog prekusora, 2) ,,En bloc* prijenos oligosaharida na polipeptid, 3)
Procesiranje oligosaharida (Preuzeto i prilagodeno iz Tylor i Drickamer®)

2.2.1.1. Sinteza oligosaharidnig prekusora na dolikol pirofosfatu

Dolikol, na kojem se sintetizira GlcsMangGIlcNac struktura, nastaje kondenzacijom
izoprenskih jedinica $to je istovjetno sintezi kolesterola i drugih sterola s razlikom da kod
dolikola izoprenske jedinice su vezane kraj jedne za kraj druge i nisu ciklizirane. S obzirom
da dolikol nastaje od velikog broja izoprenskih jedinica, njegov hidrofobni dio je dosta veci
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 GIcNAc-a i prvih pet manoza koriste izravho UDP-
GIcNAc i GDP-Man kao nukleotidne donore Sec¢era. Nakon toga, dolikol-PP-glikan se prenosi

preko membrane i postaje nedostupan citoplazmatskim enzimima. Navedeni prijenos preko
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membrane i dalje nije u potpunosti razjasnjen. Jednom kad se glikan nalazi na luminalnoj
strani ER-a on postaje dostupan za nastavak sinteze, tj. dodatak posljednje Cetiri manoze i tri
glukoze. Medutim, u ovom slucaju donori manoze i1 glukoze ne dolaze direktno od
nukleotidnih donora ve¢ monosaharida vezanih na dolikol Kkoji 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
zavrSenog glikana na polipeptid se, takoder, dogada na luminaloj strani ER-a. Energija
potrebna za sintezu GIcNAc-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 fosfatnu skupinu te je tom reakcijom dolikol spreman za sljedeci
ciklus (slika 3).

‘- Dolikel e Fosfat(P)
('1

O man [} GkNAc @ Gl

UDP-GleNAC \.,Pm.
Citoplazma b

L
ﬁﬂﬂ;:ﬁﬁﬂﬁ ﬁﬂﬂﬂﬂﬁ S 8 e
BEY S U S BEUEE S S MM, MBS MBS

Lumen endoplazmatskog
retixuluma

wol-P M -
Dofikol-P Man Dofikoi-P Gic

RARAR SRR RRIRS ‘?ﬂﬂ”\‘ﬂﬂﬂﬂ 4R ﬂQzﬂﬂﬁﬂﬂﬂﬂﬂﬁﬂﬁﬂRﬁﬁﬁﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬁ
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e

Slika 3. Sinteza oligosaharidnog prekusora na dolikol pirofosfatu. Man — manoza, GIcNAc — N-
acetilglukozaim, Glc — glukoza (Preuzeto i prilagodeno iz Tylor i Drickamer®)
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2.2.1.2. Prijenos oligosaharidnog prekusora na polipeptid

Opéenito, asparaginski ostaci na koje se glikani mogu vezati trebaju ispuniti tri uvjeta:

1. Trebaju biti smjeSteni unutar specificnog aminokiselinskog slijeda unutar primarne

proteinske strukture

2. Trebaju biti pravilno smjeSteni u trodimenzijonalnoj strukturi proteina

3. Trebaju se nalaziti u odredenom unutarstani¢énom odjeljku
Glikozilirani asparaginski ostaci su skoro uvijek prisutni u odredenom aminokiselinskom
slijedu (Poglavlje 2.1.2.). Takoder, N-glikani su pronadeni na povrS$ini proteina, a ne unutar
njih te se njihova sinteza inicira isklju¢ivo u lumenu ER-a. Zbog toga se asparaginski ostaci
koji mogu biti podlozni glikozilaciju mogu naci kod sekretornih proteina kao i na dijelu
transmembranskog proteina koji je okrenut prema lumenu. Enzim koji katalizira prijenos
dovrsenog glikanskog prekusora vezanog za dolikol na polipeptidni akceptor je
oligosahariltransferaza (slika 4). Svojstva ovog enzima mogu objasniti prethodno navedene
uvjete glikozilacije. Uvjet za Asn-Xaa-Ser/Thr aminokiselinski slijed je odreden
specifi¢nos¢u enzima. Takoder, ¢injenica da su N-vezani glikani pronadeni isklju¢ivo na

luminalnom dijelu proteina je posljedica luminalnog smjestaja enzima.

Ribosom ? s —
e s

Oligosaharii-
transferaza

Citoplazma

RRRARARRAR
HUHUUUUUUY
C

Sy

Lumen endoplazmatskog
retikuluma

§ Signalini g Dolikol @ Fosfat OMan B Gichac @ Glc

slijed

Slika 4. Prijenos oligosaharidnog prekusora na polipeptid. Man — manoza, GICNAc — N-
acetilglukozaim, Glc — glukoza (Preuzeto i prilagodeno iz Tylor i Drickamer®)
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Drugi uvjet za glikozilaciju, tj. da se dogada isklju¢ivo na povrsini proteina, postoji zbog
energetskih uvjeta; relativno polarna svojstva Secera su nekompatibilna s hidrofobnom
unutrasnjosti proteina. Medutim, mehanizam zbog kojeg se to stvarno dogada i dalje je
nepoznat. lako se glikozilacija Cesto naziva posttranslacijskom modifikacijom, odredena vrsta
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
dogada u trenutku kad polipeptid ulazi u lumen ER-a te je kotranslacijski dogadaj. Druga
vrsta oligosahariltransferaza glikozilira ,,promasene* mete postranslacijski. Kod oba nacina
glikozilacije, ona se dogada na nesmotanom polipeptidu te se moze pretpostaviti da bilo koji
Asn- Xaa- Ser/Thr aminokiselinski slijed moze biti potencijalna meta za glikozilaciju. Iako je
poznato da se takav relativno polaran aminokiselinski slijed ¢esto nalazi na povrsini proteina,
postoje primjeri kada se navedeni slijed nalazi u unutraSnjosti proteina, ali u tome slucaju nije
glikoziliran. Postoji moguénost da dolazi do jako brzog smatanja proteina te u tom slucaju
¢ini mjesto nedostupnim za glikozilaciju. Nakon prijenosa na polipeptid, slijedi procesiranje
N-vezanih glikana. Prvo se uklanjaju odredeni Seceri pomocu glikozidaza; enzimi koji
kataliziraju energetski povoljno kidanje glikozidne veze pomoc¢u molekule vode. Navedeni
enzimi su egzoglikozidaze koje mogu ukloniti samo monosaharide koji se nalaze na
nereduciraju¢em kraju glikana. Prvi korak je uklanjanje tri glukoze koji se dogada dok je
glikozilirani polipeptid jo$ uvijek u ER-u. Glukozidaza | je odgovorna za uklanjanje krajnjih
al-2 vezanih glukoza, dok glukozidaza II uklanja dvije unutrasnje al-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 1 i Il je supstrat za niz manozidaza koje
uklanjaju sve ili samo neke manoze vezane ol-2 vezom (slika 5). Prva manozidaza — a-
manozidaza | se nalazi u lumenu ER-a te uklanja terminalnu manozu sa srzne ruke
MangGIcNAC,. Medutim, navedena manozidaza ne obraduje sve glikane, tako da ovisno o
tome jesu li glikani bili supstrat a-manozidaze | ili ne, u GA dolaze MangGIcNAC; ili
MangGIcNAC, gdje postaju supstrat za a-manozidaze 1A, IB i IC smjeStene u cis-GA-uU te

nastaje meduprodukt hibridnih i kompleksnih glikana MansGICNACc,. Glikani koji su vezani
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za odredene proteine ostaju nepromijenjeni nakon pocetnih koraka do stanicne povrSine.
Takvi glikani, koji sadrzavaju pet do devet manoza se nazivaju oligomanozni glikani, dok su
ostali glikani procesirani u slozenije strukture u medial-GA-u.

Pocetak biosinteze hibridnih 1 kompleksnih glikana pocinje djelovanje N-
acetilglukozaminiltransferaze GICNACT-1 koja dodaje GICNAc na C-2 al-3 vezane manoze
srznog dijela MansGICNAC,. Nakon ovog koraka, kod veéine glikana slijedi uklanjanje
krajnjih al-3 1 al-6 vezanih manoza pomoc¢u a-manozidaze II koja se, takoder, nalazi u
medial-GA-u; na taj nacin nastaje GICNAcMansGIcNAc,. Na nastali glikan GICNACT-II
dodaje GIcNAc na C-2 al—6 vezane manoze stvarajuci prekusora za sve kompleksne N-
glikane. Hibridni glikani nastaju u slucajevima kada ne dolazi do uklanjanja al-3 i al-6
vezanih manoza pomoc¢u a-manozidaze Il daju¢i na taj nac¢in GleNAcMansGICNAC; strukturu.
Kompleksni N-glikani koji nastaju u medial-GA-u imaju dvije grane ili ,,antene” nastale
dodatkom dva krajnja GIcNAc-a. Dodatne grane nastaju djelovanjem GICNACT-IV na C-4
al-3 vezane manoze ili GICNACT-V na C-6 al-6 vezane manoze stvarajuci tri- i tetra-
antenarene N-glikane. Uz navedene enzime postoje i druge N-acetilglukozaminiltransferaze
stvaraju¢i na taj nain drugacije vezane antene ili ve¢i broj njih. Takoder, kompleksni i
hibridni glikani mogu imati racvaju¢i GIcNAc koji je vezan za B-manozu srzne strukture koji
nastaje djelovanjem GICNACT-III. Prisutnost ra¢vaju¢eg GICNAc-a blokira djelovanje a-
manozidaze II te, takoder, sprjecava odredene N-acetilglukozaminiltransferaze. Medutim, di-,
tri- i tetra-antenarni kompleksni N-glikani s ra¢vaju¢im GlcNAc-om nastaju nakon djelovanja
a-manozidaze II te kad je sintetiziran pocetak grana odgovaraju¢im  N-
acetilglukozaminiltransferazama, tako da nije neobi¢no vidjeti N-glikane s viSe grana i

rac¢vaju¢im GIcNAc-om.
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Slika 5. Procesiranje prekusora N-glikana glikozidazama i glikoziltransferazama. GICNAc — N-
acetilglukozamin (Preuzeto i prilagodeno iz Tylor i Drickamer®)

2.2.1.4. Zavrsna obrada glikana

Daljnja dodavanja Secera se najceS¢e dogadaju u trans-GA-u stvarajuci tako vise slozene N-

glikane. Ovaj dio biosintetskog puta se moze podijeliti na tri dijela:

1. SrZzno dodavanje Secera — najcesS¢a srzna modifikacija N-glikana kod kraljeznjaka je
dodavanje al—-6 vezane fukoze na GlcNAc vezan za asparagin. Kod beskraljeznjaka
fukoza moze biti vezana a1-3 1/ili a1—-6 vezom za isti GIcNAc kao i kod kraljeznjaka,
dok je kod biljaka iskljucivo vezana a1-3 vezom. Za prijenos fukoze na srzni GIcNAc
potreban je prvo prijenos GIcNAc-a pomoc¢u GlcNAcT-I. Kod biljaka i helminta je
prisutan 1 dodatak ksiloze vezane P1-2 vezom za P-manozu srzne strukture;
ksiloziltransferaze ba§ kao 1 fukoziltransferaze zahtijevaju prethodno djelovanje
GIcNACT-I.

2. Produzetak antena dodatkom Secera na GIcNAc — vec¢ina kompleksnih 1 hibridnih N-
glikana ima produZene antene nastale dodatkom B-vezane galaktoze na pocetni
GlcNAc stvaraju¢i  GalBl1-4GIcNAc, cesto nazivan tip-2 N-acetillaktozamin

(LacNAc). Antene mogu biti dalje produzivane dodavanjem GlcNAc-a i galaktoze
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daju¢i ponavljajuée LacNAc strukture, nazvane poli-N-acetillaktozamin ili
polyLacNAc. Takoder, galaktoza moze biti vezana -vezom za C-3 GIcNAc-a dajuci
GalpB1-3GIcNAC (tip-1 LacNAc) strukturu. Kod odredenih glikoproteina f-vezani N-
acetilgalaktozamin je vezan za GIcNAc umjesto B-vezano galaktoze stvaraju¢i antene
s GaINAcP1-4GIcNAc (LacDiNAc) strukturama. Suprotno od polyLacNAc-a koje je
relativno ¢esta struktura, ponavljanja LacDiNAc-a ili tipa-1 LacNAc-a su rijetke, iako

ponekad polyLacNAc zavrSava tipom-1 LacNAc-a.

3. Zavr$no vezanje SeCera na produzene antene — dodaci sialinske kiseline, fukoze,
galaktoze, N-acetilgalaktozamina i sulfata produzenim antenama pripadaju u
najvaznije reakcije zavrS$ne obrade glikana. Zavr$ni Seceri su najceSce a-vezani, za
razliku od B-vezanih antena polyLacNAc-a, tako omogucavajuci prezentaciju zavr$nih
Secera lektinima i protutijelima; vec¢ina od tih struktura je zajednicka glikolipidima, O-

i N-vezanim glikanima.

2.2.2. N-glikani i njihova uloga u sredisnjem zivéanom sustavu

Raznovrsnost N-glikana koji se mogu nalaziti na odredenom proteinu je velika te se moZze
znacajno razlikovati izmedu razli¢itih vrsta stanica i tkiva, te utjecati na njihov razvoj i

.. .y v v . e .. 27
funkciju pri ¢emu ziv€ani sustav nije iznimka“'.
2.2.2.1. N-glikozilacija i razvoj Zivéanog sustava

Vaznost N-glikozilacije u razvoju ziv€anog sustava se vidi kod humanih kongenitalnih
poremecaja glikozilacije. Kod njih se jasno ocituje da je genetski poremecaj u N-
glikozilacijskom putu skoro uvijek povezan s ozbiljnim neuroloskim abnormalnostima®®,
Takoder, inaktivacije gena kod miSeva pokazuje in vivo ulogu nekoliko klju¢nih gena
glikoziltransferaza i njhovih produkata u Zivéanom sustavu®. Tako, na primjer, mozdano
specificna inaktivacija GlcNAcT-I, glikoziltransferaze koja je bitna za sintezu hibridnih i
kompleksnih  N-glikana, rezultira ozbiljnim neuroloskim poremecajima ukljucujuéi
abnormalnu lokomotoriku, tremore i paralizu®. Medutim, pleiotropni u¢inak glikozilacije na
razvoj i fiziologiju Cesto sprjeCava dublje analize i interpretaciju fenotipova nastalih
,.knockoutom* gena koji sudjeluju u stvaranju srzne strukture N-glikana. Za razliku od ovih

istrazivanja, mutacije koje su utjecale na terminalne strukture glikana su se pokazale dosta

Ivan Gudelj Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 16

boljima za istrazivanje. Fenotipovi takvih mutacija pokazuju vaznost odredenih N-glikanskih
struktura za specificne dogadaje. Tako, genetska inaktivacija ST8Sia II i ST8Sia IV je
pokazala izuzetnu vaZnost polisialinske kiseline (PSA, eng. polysialic acid)® 3. PSA je
dugacki polimer 02,8-vezane sialinske kiseline koji se nalazi na krajevima glikana odredenih
glikoproteina, ukljuc¢ujuc¢i N-glikane adhezijske molekule ziv¢anih stanica (NCAM, eng.
neural cell adhesion molecule), za koje je pokazano da reguliraju razvoj mozga, rast neurita te
utjeCu na sinapticku plasticnost, ucenje i paméenjegl‘%gs. Takoder, fenotipovi povezani s
nedostatkom PSA uklju¢uju ranu postnatalnu smrtnost, poremecaje u glavnim traktovima
aksona, progresivni hidrocefalus®. Drugi primjer N-glikanske strukture koja ima specifi¢nu
ulogu u neuralnom razvoju je poli-N-acetillaktozamin (PLN). Sinteza PLN u razvoju
olfaktornog sustava ovisi o aktivnosti f1,3- N — acetilglukozaminiltransferaze (B3GnT2) koja
inicira i prolongira PLN na terminalni Bl-vezani galaktozni ostatak®®. Inaktivacija gena
B3GnT2 rezultira razli¢itim abnormalnostima olfaktornog sustava, ukljucujuc¢i poremecaje
vodenja aksona i formiranja glomerula. Cini se da je glavni uzrok takvog fenotipa
hipoglikozilacija adenilil ciklaze 3, enzima koji generira cAMP koji je kljuc¢na signalna
molekula olfaktornih aksona te gubitak PLN dramaticno smanjuje aktivnost adenilil ciklaze 1
produkciju cAMP-a*’. Navedeni primjeri su samo ,,vrh ledenog brijega® brojnih nepoznatih i

vaznih uloga N-glikozilacije u razvoju ziv€anog sustava.

2.2.2.2. N-glikozilacija u fiziologiji zivéanog sustava

Vaznost glikozilacije proteina za razlicite aspekte sinapti¢ke transmisije je pokazana brojnim
38-40

istrazivanjima™ . Medutim, molekularni i stani¢ni utjecaji glikozilacije na sinapticku
transmisiju su kompleksni i nisu u potpunosti razjasnjeni, ali kad se pogledaju sva istrazivanja
kao cjelina ona pokazuju da je glikozilacija neophodna za normalnu sinapticku funkciju; N-
glikozilacija kontrolira funkciju brojnih klju¢nih proteina u sinaptiCkom procesu i njezini
utjecaji na sinapticku fiziologiju su viSeslojni. Tako je, na primjer, funkcija sinaptickog
vezikularnog proteina 2 (SV2) koji se nalazi u sinapsama kraljeznjaka, ovisna o njegovoj N-
glikozilaciji. Njegovom inaktivacijom dolazi do smrtnosti zbog neuroloskih napadaja, dok
nisu pronadeni nikakvi razvojni poremecaji $to pokazuje njegovu vaznost iskljucivo u
sinaptickoj fiziologiji**. Osim SV2, poznato je da su N-glikani prisutni na vanstani¢noj
domeni neurotransmitorskih receptora koji su kljucni proteini u sinapti¢koj transmisiji te

omogucuju komunikaciju izmedu neurona ili neurona 1 miSi¢a u neuromuskularnim
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spojevima. Sve je viSe dokaza koji upuéuju na funkcionalnu vaznost glikana; tako je
pokazano da su N-glikani ukljuceni u funkciju nikotinskih acetilkolinskih receptora, a oni su
samo jedan clan super obitelji ionskih kanala koja jo§ ukljucuje serotoninske, v-
aminomaslacne kiseline i glicinske receptore42. Opcenito, glikani mogu regulirati ionske
kanale na najmanje tri razli¢ita nacina: (1) promoviraju¢i njihovo smatanje i prijenos na
stani¢nu povrsinu, (2) utjeuci na njihovu stabilnost i distribuciju na stani¢noj povrsini (npr.,
kroz regulaciju endocitoze i/ili recikliranja proteina na stani¢noj membrani), (3) mijenjajuci
njihova molekularna svojstva 1 tako potenciraju¢i kanalnu funkciju (npr. utjecu¢i na
biofizikalne karakteristike i/ili funkcionalne interakcije s drugim molekulama). Posljedice
prvih dvaju mehanizama je kontrola broja kanala na stani¢noj povrsini; utjecaj N-glikozilacije
na ekspresiju kanala stani¢ne povrSine je pokazan za nekoliko razli€itih tipova neuralnih
kanala (npr. kanali osjetljivi na kiselinu ASICla i 1b, kalijevi ionski kanali kontrolirani
naponom Kv1.3, Kvl.4 i HERG, te kalcijevi kanali Csv3.2)***. Utjecaj na biofizicka
svojstva je najCeSée posredovan vezanjem glikana za poru kanala gdje utjeCe na
otvaranje/zatvaranje kanala. Navedene funkcije nisu jedini nacini na koje sve glikani utjecu na
fiziologiju Ziv€anog sustava, ali nam pokazuju da njihova uloga moZe varirati ovisno o
molekularnom 1 stanicnom kontekstu, te da varira od neesencijanih utjecaja do neophodnih

zahtjeva za funkciju proteina.

2.2.3. Evolucija N-glikozilacije

Za razliku od proteina i RNA, glikani nemaju predlozak prema kojem bi bili sintetizirani.
Njihova sinteza je slozeni proces dodavanja, micanja i modificiranja Secernih podjedinica.
Oblik 1 raznolikost glikana ovisi o proteinima, ali takoder ovisi o prehrani i1 fizioloSkom
uvjetima. Zbog toga Sto glikani nisu direktno kodirani genomom, njihova evolucija se moze
pratiti jedino indirektno; npr. evolucija proteina ukljucenih u procesiranje glikana otkriva
takoder 1 glikanske promijene tijekom evolucije. Nastanak ili gubitak Secernih transportera,
transferaza i glikozidaza ima direktan utjecaj na sintezu ili razgradnju glikana organizma. N-
glikani mogu jako varirati izmedu razli¢itih organizama; N-glikani sisavaca Cesto zavrSavaju
sialinskom kiselinom, dok to nije nikad slucaj kod N-glikana biljaka. Kod gljiva, N-glikani
sadrze dosta manoza, a beskraljeznjaci sintetiziraju manje razgranate hibridne N-glikane od
sisavaca i s modifikacijama koje se mogu vidjeti kod biljaka*®. Opéenito se moZe re¢i da

visestanicni organizmi proizvode viSe N-glikana te su oni slozeniji u usporedbi s bakterijama i
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arheama. Raznolikost N-glikana viSestani¢nih organizama pomaze definiranju stani¢nog
identiteta kao i1 modulaciji stani¢nog signaliziranja tijekom razvoja. Dodatno, spektar
fenotipske raznolikosti nastale mutacijama proteina ukljuCenih u sintezu glikana moze
znaCajno varirati; neki koraci sinteze imaju trenutane specificne utjecaje koji mogu biti
vremenski ili prostorni, dok drugi imaju utjecaje na cijeli organizam. Tako su, npr. genetske
manipulacije sinteze N-glikana pokazale da su rani koraci njihove sinteze vise konzervirani
nego §to je to sludaj s kasnijim koracima®. Jedan od primjera promjena na krajevima je o-gal
epitop koji je Cesta struktura na animalnim glikanima (prisutan kod vecine sisavaca osim
primata Starog svijeta), a €ini ga terminalna galaktoza povezana al,3 vezom za prethodnu
galaktozu. Enzim, al,3 galaktozilatransferaza (a1,3GT), koji sintetizira a-gal je inaktiviran
kod zajednickog pretka primata Starog svijeta. Jedan od mogucih scenarija koji je doveo do
inaktivacije a1,3GT gena je pojava infektivnog agenta koji je eksprimirao a-gal epitop i bio
determiniraju¢i za primate te prisutan samo u Starom svijetu (npr. nije doslo do njegovog
rasprostranjivanja po Juznoj Americi). Takav infektivni agent mogao je inducirati selektivni
pritisak na evoluciju primata koji su eksprimirali a-gal epitop (npr. inaktivacija a1,3GT gena)
i proizvodnju a-gal protutijela kao sredstvo obrane*. 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
kiseline (Neu5SAc) pri tome stvarajuci N-glikolilneuraminsku kiselinu (Neu5Gc). Kod ljudi je
doslo do inaktivacije navedenog gena evolucijski gledano nedavno (prije otprilike 2 milijuna
godina), a vjeruje se da je doslo do selekcije zbog izbjegavanja patogena, seksualnog

50,51

konflikta ili kombinacije tog dvoje®°". Pojedinacni gubitci aktivnosti CMAH aktivnosti su

pronaden kod primata Novog svijeta i kuna®*®,

2.3. Analiza glikozilacije proteina

Iako je glikozilacija proteina jedna od najce$¢ih postranslacijskih modifikacija ona je
relativno slabo prouCavana. SloZenost 1 raznovrsnost glikana predstavljaju izazov za
pronalazak analitickih metoda koje bi s podjednakom ucinkovito§¢u omogucile istovremenu
analizu razli¢itih vrsta glikana (razli¢itog naboja 1 hidrofilnosti), a bez razgradnje slozenih

glikana na pojedinacne Secere.
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2.3.1. Analiza N- i O-glikozilacije proteina

Postoji veliko medusobno razlikovanje pojedinih vrsta glikana (Poglavlje 2.1.2.) po svojim
kemijskim svojstvima i stabilnosti Sto predstavlja veliki izazov za paralelnu analizu razlicitih
tipova glikozilacije (uglavnhom N- i O-vezanih glikana). Iako postoje metode koje omogucéuju
istovremenu analizu obje vrste glikana u nekom uzorku, te su metode ¢esto nereproducibilne,
najcesce nisu potpune, te zahtijevaju mnogo koraka priprave i proc¢i§¢avanja obje skupine
glikana. Kemijski postupci oslobadanja glikana s proteina se naj¢eS¢e primjenjuju u analizi O-
glikana pri ¢emu su moguce sporedne reakcije, §to dovodi do problema slabije u¢inkovitosti
oslobadanja O-glikana i loSije reproducibilnosti. Osim toga, manja kemijska stabilnost O-
vezanih glikana u odnosu na N-glikane zbog procesa u kojem se postepeno razgraduju, koji
se naziva ,,ljustenje” (eng. peeling), dodatno otezava njihovu to¢nu i reproducibilnu analizu®*
*® Nasuprot tome, N-glikane je moguce osloboditi s proteina enzimskim putem, inkubacijom
s peptid-N-glikozidazom F (PNGazom F), §to ima brojne prednosti u odnosu na kemijske
postupke. PNGaza F specifi¢no cijepa vezu izmedu N-vezanog srznog GIcNAc-a i Asn
glikoproteina, pri ¢emu se Asn prevodi u Asp i nastaje 1-aminooligosaharid, koji se u
sljede¢cem koraku neenzimski hidrolizira u amonijak i oligosaharid sa slobodnim
reduciraju¢im krajem®” (slika 6). Zbog svega navedenog i ¢injenice da su N-glikani vise
zastupljeni u odnosu na druge vrste glikana, ne iznenaduje da su upravo oni najproucavaniji

tip glikana.
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Slika 6. Prikaz reakcija oslobadanja N-vezanih glikana s glikoproteina PNGazom F (Preuzeto i
prilagodeno iz Wang i suradnici®’)
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2.3.2. Analiza N-glikana UPLC metodom

Nekoliko razli¢itih tehnika se trenutno koristi prilikom visokoproto¢ne analize N-glikana: 1)
tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (LC-MS, eng. liquid
chromatography mass spectrometry) koja omoguéava pouzdanu kvantifikaciju i analizu
mjesno specificne glikozilacije, dovoljno je osjetljiva te omoguéava odredivanje struktura
fragmentacijom uz nedostatak slabije protoc¢nosti i visoke cijene analize i opreme; 2)
spektrometrija masa S matricom potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom
(MALDI-MS, eng. matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry)
omogucava analizu mjesno specificne glikozilacije, visoku proto¢nost i odredivanje struktura
fragmentacijom uz nisku cijenu, a nedostatak tehnike je nepouzdana kvantifikacija i gubitak
sialinskih Kiselina tijekom analize; 3) kapilarnom gel-elektroforezom je moguce analizirati
veliki broj uzoraka u relativno kratkom vremenu zbog visoke proto¢nosti i robusnosti, manje
zahtjevne priprave uzoraka u odnosu na ostale metode, visoke osjetljivosti i pouzdane
kvantifikacije, a nedostatak tehnike je nemoguc¢nost analize mjesno specificne glikozilacije 1
mala baza podataka s obzirom da je tehnika relativno rijetko koriStena u analizama glikanass.
Osim prethodno navedenih tehnika, analiza glikana tekuc¢inskom kromatografijom
ultravisoke djelotvornosti (UPLC, eng. ultra-performance liquid chromatography) uz
fluorescencijski detektor je dosta Cesta, budu¢i da omogucava pouzdanu i robusnu
kvantifikaciju, razdvajanje glikanskih izomera, te uz relativno nisku cijenu opreme. Nedostaci
tehnike su nemogucénost analize mjesno specificne glikozilacije, relativno niska proto¢nost 1
vecéa cijena analize po uzorku u odnosu na npr. MALDI-MS. Standardni postupak analize
glikana UPLC-om se sastoji od:
1) deglikozilacije proteina — u poliakrilamidnom gelu,®® na membrani®*®* ili u
otopini,®
2) obiljezavanja oslobodenih glikana fluorescentnom bojom (2-aminobenzojevom
kiselinom;®®  2-aminopiridinom;®* prokainamidom;® a najéesce 2-
aminobenzamidom, 2-AB),%
3) procis¢avanja obiljeZenih glikana radi uklanjanja suviSka reagensa — najcesce
ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (SPE, eng. solid phase extraction) za §to se koriste

razliCite Cvrste faze,
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4) fluorescencijske detekcije obiljezenih i prociS¢enih glikana razdvojenih na
temelju njihove hidrofilnosti teku¢inskom kromatografijom.

Zbog zahtjeva za visokoprotocnom analizom glikana Sto ve¢eg broja uzoraka u $to kracem
vremenu uz $to manju potro$nju organskih otapala, napustena je donedavno najvise koriStena
metoda deglikozilacije proteina u poliakrilamidnom gelu® (eng. in-gel block method) te su
razvijeni alternativni pristupi koji su znatno skratili vrijeme priprave uzoraka i smanjili
utrosak otapala, te zamijenili toksi¢ni natrijev cijanoborhidrid koji se koristio za redukciju s 2-
pikolin boranom (2-PB)*°.

Takoder, kod analize N-glikana iz tkiva potrebno je prije deglikozilacije provesti
homogenizaciju tkiva (naj¢eS¢e soniciranjem) te prodcistiti  glikoproteine (npr.
voda/metanol/kloroform)® 2. Analiza glikana tkiva je takoder moguca direktnim nanoSenjem
PNGaze F na tkivo™ te analizom spektrometrijom masa, ali ta metoda zbog velike ovisnosti o
mjestu nanoSenja nije dovoljno reproducibilna te zbog toga neprihvatljiva za istrazivanja

razlika izmedu tkiva i vrsta.

2.4. SrediSnji Zivéani sustav

Sredi$nji ziv€ani sustav (CNS, eng. central nervous system) se sastoji od mozga (lat.
encephalon) i kraljezni¢ne mozdine (lat. medulla spinalis). Mozak se nalazi unutar lubanje, a
kraljezni¢na mozdina unutar spinalnog kanala, pruzajué¢i se od velikog otvora (lat. foramen

magnum) do razine drugog lumbalnog kraljeska’.
2.4.1. Stanicni sastav sredisnjeg Zivcéanog sustava

SloZena mreza stanica CNS-a se sastoji od neurona i glija stanica. Za vec¢inu njih vrijedi da se
razvijaju od neuroektoderma i neuralne krijeste tijekom embriogeneze. Neuroni i glija stanice
imaju specijaliziranu ekspresiju proteina koja pomaze njihovoj funkciji unutar CNS-a; npr.
neuroni su primarno odgovorni za propagaciju akcijskog potencijala te zbog toga sadrze
podjednako rasporedene naponom regulirane ionske kanale koji pomazu propagaciji
elektricnog signala. Postoje razli€iti tipovi glija stanica (astrociti, mikroglije 1 oligodendrociti)
1 svaki od tih podtipova posjeduje drugaciju funkciju. Iako svaka od tih stanica ima posebnu
ulogu unutar ziv€anog sustava, neke od njih sadrze komponente koje su slicne drugim

eukariotskim stanicama izvan CNS-a’.
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2.4.1.1. Neuroni

Neuroni su specijalizirane stanice CNS-a koje sluze kao jedinice za procesiranje informacija,
integriraju¢i odgovor organizma na vanjski podrazaj. Ljudski mozak sadrzi oko 100 milijardi
neurona s otprilike 100 bilijuna sinapsi izmedu njih. Takoder, postoji oko 100 razlicitih,
jedinstvenih tipova neurona unutar CNS-a. Oni se mogu pojaviti u razli¢itim veli¢inama i
oblicima, ali i dalje imaju zajednicke komponente koje sluze njihovoj specifi¢noj ulozi.
Osnovni oblik neurona je polarizirana stanica, koja se sastoji od tijela ili some s dendritima
zasluznima za primanje podrazaja na jednoj strani i aksona zaduzenog za daljnju transmisiju
signala na drugoj strani. Jedinstvena sposobnost neurona da usmjereno prenese informaciju je
zbog njegove asimetrije i polarizacije. Neuroni komuniciraju jedan s drugim polariziranim
valovima nastalim pomocu akcijskog potencijala. Akcijski potencijal je kratkozivuéi ,,sve-ili-
nista” depolarizirajuci val koji pocinje u tijelu neurona i zavrSava na kraju aksona. Tijelo
neurona izravno prima depolarizirajuée (ekscitatorne) i hiperpolarizirajuée (inhibitorne)
impulse od drugih neurona preko sinapsi na staninoj povrSini. Sinapsa je podrucje gdje
stanicna membrana signalizirajuéeg (presinaptickog) neurona dolazi blizu ciljnog
(postsinaptickog) neurona pomocu sinaptickih molekula koje povezuju stanice (synCAMs,
eng. synaptic cell adhesion molecules). Odredene synCAMs mogu povecati ili smanjiti
njihovu adheziju pomocu mjesno specificne N-glikozilacije, te tako mijenjati stvaranje

sinapse’™.
2.4.1.2. Glija stanice

U pocetku se vjerovalo da glija stanice sluze iskljucivo za drzanje neurona na mjestu poput
ljepila (glija na grckom znaci ljepilo), ali s viemenom se otkrilo da su te stanice neophodne za
odrzavanje CNS homeostaze — povecavajuci sinapticku tocnost, pruzajuéi nutritivou podrsku i
doprinose¢i imunom odgovoru unutar mozga. Tri glavne vrste glija stanica u CNS-u su:

1) Astrociti — najbrojnije glija stanice u mozgu kraljeznjaka, koje su pet puta ucestalije
od neurona i zauzimaju 20-50 % volumena mozga’®. Astrocite tvore sincicij, gdje su
spojevi/pukotine izmedu susjednih astrocita uskladeni tako da Salju nutrijente i ione iz
krvi prema neuronima. Oni su takoder odgovorni za odrzavanje osmolarnosti u mozgu
pomocu unosa iona, prostornog puferiranja i kontrolirane difuzije vode kroz ekspresiju

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

3)

metabolizmu vode mogu dovesti do kompresivnog cerebralong edema, hidrocefalusa
ili promjena u neuralnoj aktivnosti’’. Astrocite, takoder, mogu unositi, degradirati i
otpustati neurotransmitere i njihove prekusore (npr. glutamat ) te tako pomazu u
regulaciji sinapticke aktivnosti. Na taj nacin, astrociti su klju¢ni u prevenciji
ekscitotoksi¢nosti. Astrociti su jedino mjesto skladiStenja glikogena i tako vazan
regulator odrzavanja razine glukoze u mozgu. Takoder, astrociti lue neurotrofine
poput BDNF, GDNF 1 HGF koji su vazni za rast, prezivljavanje i sinaptogenezu
neurona’®. Astrociti mogu migrirati i mijenjati oblik kao odgovor na akutnu traumu u
procesu zvanom astroglioza. Tijekom tog procesa, astrociti postaju veéi, vise plasti¢ni,
pokretni i metaboli¢ki aktivni. Astroglioza ima pozitivan i negativan utjecaj na
oporavak mozga. Odmah nakon povrede, astrociti uklanjanju preostale fragmente i
kontroliraju proupalne odgovore ovisno o vrsti stimulacije, a nakon toga zajedno s
mikroglijama stvaraju glijalni oziljak koji odjeljuje povredu i upalu od ostatka tkiva
Sto pomaze modulaciji lokalnog imunog odgovora, prevenira nenormalan aksonalni
rast 1 pomaze revaskularizaciji oSte¢enog tkiva’®. Tako astroglioza pomaze
prezivljavanju neurona i1 homeostazi mozga, ali nastali oZiljci mogu dovesti do
ogranicenja rasta aksona te sprjeCavanja ponovnog uspostavljanja funkcionalnih veza
izmedu neurona.

Oligodendrociti — glija stanice odgovorne za potporu i izolaciju aksona unutar CNS-a.
Za razliku od astrocita, oligodendrociti ne sadrze veliki broj integralnih transportnih
proteina potrebnih za odrZavanje metaboli¢ke i1 ionske raspodjele unutar CNS-a”.
Oligodendrociti su sli¢éni Schwannovim stanicama perifernog ziv€anog sustava zato jer
su obije vrste odgovorne za omotavanje aksona plazmatskim membranama. Medutim,
razlika izmedu te dvije vrsta stanica je u tome Sto Schwannove stanice omataju
segment samo jednog neurona, dok oligodendrociti mogu omotati segmente aksona i
do 30 razli¢itih neurona. Zreli oligodendrociti spiralno omataju vlastitim palzmatskim
membrana nekoliko puta aksonalni segment, stvaraju¢i viseslojni lipidni sloj zvan
mijelin te se nalaze u redovima u traktovima bijele tvari CNS-a, ali u nekim
slu¢ajevima mogu se naci i pojedinacno.

Mikroglije — najmanje od svih glija stanica, sadrZe brojne razgranate nastavke s
trnastim produljcima i s gustom, heterokromatskom jezgrom kad se nalaze u stanju

mirovanja te su jedine stanice imunoloskog sustava koje se konstantno nalaze u CNS-
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u 1 pripadaju monocitno-makrofagnoj liniji. Mikroglije se ponasaju poput imunoloskih
nadglednih stanica, koje zahvaljuju¢i svojoj maloj dendritickoj masi patroliraju
zdravim mozgom u stanju mirovanja 1 stupaju u interakciju s perisnaptickim
astrocitima i sinapsama®®®!. Takoder, mikroglije mijenjaju brojne elemente unutar
zadanog okolisa kao odgovor na promijene njihove okoline. Povr§ina mikroglija je
prekrivena receptorima koji upucuju na njihovu ulogu u urodenoj imunosti kao i
imunom odgovoru na bakterije 1 viruse, ali takoder eksprimiraju receptore za
neurotransmitore i trofne faktore. Aktivacija mikroglija moze biti inducirana stranom
tvari (npr. fragment virusa) ili odsutno$¢u normalnog signala (npr. trofnog faktora).
Aktivirane mikroglije povlace svoje nastavke i1 postaju okrugle te pocinju kretanje u
smjeru citokina®; na cilju fagocitiraju fragmente neurona, uklanjaju teske metale,
oblikuju sinapticke veze 1 mijenjaju sinapticki prijenos uklanjajuci sinapse®. Na taj
nacin aktivacija mikroglija moze biti povezana s normalnim neuralnim razvojem,

funkcijom kao i odgovorom na infekciju ili traumu.
2.4.2. Anatomska podjela sredisnjeg zZivéanog sustava

Opcenito, mozak se moZe podijeliti na veliki cerebrum ili veliki mozak, cerebelum ili mali
mozak 1 truncus cerebri ili mozdano deblo (slika 7). Ontogenetski mozak mozZe biti podijeljen
na tri glavna djela: primozak (lat. rhombencephalon), srednji mozak (lat. mesencephalon) i
prednji mozak (lat. prosencephalon). Primozak ukljucuje produzenu mozdinu (lat. medulla
oblongata; myelencephalon) te most i mali mozak (lat. metencephalon). Produzena mozdina
predstavlja rostralno proSirenje kraljeznicne mozdine, dok metencephalon tvori veliki ventrali
produzetak poznat kao most (lat. pons) te izrazeniji dorzalni dio nazvan mali mozak (lat.
cerebellum). Isthmus je dio primozga smjeSten najviSe rostralno koji grani¢i sa srednjim
mozgom. Srednji mozak je kratki, u obliku klina oblikovani segment mozga izmedu primozga
1 prednjeg mozga. Produzena mozdina, most i srednji mozak tvore mozdano deblo. Prednji
mozak se sastoji od medumozga (lat. diencephalon) i krajnjeg mozga (lat. telencephalon).
Medumozak sadrzi dva vazna nuklearna kompleksa, brezuljak (lat. thalamus) koji je veci te
manji podbrezje (lat. hypothalamus). Prednji mozak se uglavnom sastoji od dvije polutke koje
su daleko najve¢i dio humanog mozga; one okruzuju i prekrivaju oba ostala dijela mozga

(medumozak 1 srednji mozak). PovrSina cerebralnih polutki se sastoji od brojnih mozdanih
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vijuga (lat. gyri), koje su odijeljene jedna od druge brazdama (lat. sulcus) i jamama (lat.
fissura). Cerebralne polutke su dalje podijeljene u pet glavnih dijelova ili reznjeva (lat. lobes):
¢eoni rezanj (lat. lobus frontalis), tjemeni rezanj (lat. lobus parietalis), sljepoo¢ni rezanj (lat.
lobus temporalis), zatiljni rezanj (lat. lobus occipitalis) i limbicki rezanj (lat. lobus limbicus).

- . . v e . .. 74
Vecina, iako ne sve, granica izmedu rezanja je odredena brazdama i jamama'”.

1 Polutka krajnjeg mozga

2 Unutarnje strukture krajnjeg mozga

Prednji mozak

3 Medumozak

4 Srednji mozak

Mozak

5 Most

Sredisnji Zivéani sustar

6 Mali mozak

Primozak
Mozdano deblo

7 Produiena moidina

8 KraljeZniéna moZdina

Slika 7. Ontogenetska podjela mozga (A) i prerez mozga (B) odraslog ¢ovjeka kroz lateralni dio
putamena. Regije mozga su oznacene brojevima u skladu s legendom, a analizirane regije u ovom
radu su oznaCene zutom (mali mozak), crvenom (hipokampus), zelenom (strijatum) i ljubi¢astom
(frontalna dorsalna kora velikog mozga) (Preuzeto i prilagodeno iz Nieuwenhuys i suradnici’™)

2.4.3. Razvoj sredisnjeg Zivéanog sustava

Sredi$nji ziv€ani sustav covjeka i ostalih kraljeznjaka se razvija od neuralne ploc¢e ektoderma.
Na rubovima neuralne ploce se stvara neuralna krijesta koja odvaja neuralni ektoderm od
ostatka ektoderma. S rastom neuralne ploCe, njezini krajevi se uzdiZzu i stvaraju neuralne
nabore dok sredi$nji dio tone te stvara neuralni Zlijeb. Tijekom daljnjeg razvoja, neuralni
zlijeb se produbljuje te dolazi do spajanja neuralnih nabora te na taj na¢in nastaje neuralna
cijev. Zatvaranje cijevi pocinje na viSe mjesta, a zadnji se zatvaraju krajevi cijevi; rostralni

dio 30 dana nakon fertilizacije dok kaudalni jedan dan kasnije. Tijekom Sestog gestacijskog
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tjedna formiraju se tri primarna mozdana vezikula: prednji mozak, srednji mozak te primozak.
Unutar sedmog gestacijskog tjedna nastaje pet sekundarnih mozdanih vizikula od primarna
tri: krajnji mozak, medumozak, srednji mozak, mali mozak s mostom i produzenu mozdinu.
Navedenih pet mozdanih vezikula formira mozdane komore te daje temeljnu regionalnu

podjelu kasnije odraslog mozga”*®.

2.4.4. Evolucija sredisnjeg zivéanog sustava

Dijelovi bilo kojeg prilagodljivog sustava, kao Sto je mozak sisavaca, podlijezu koordiniranoj
evoluciji; dok u isto vrijeme funkcionalna diferencijacija Ziv€anog sustava unutar mozga
sisavaca potencijalno stvara podrucje za mozai¢ne evolucijske promjene koje su posljedica
alometrijske kovarijacije pojedinac¢nih dijelova. Komparativne analize pokazuju da su
specifi¢ni sustavi i strukture evoluirali djelomi¢no neovisno od ukupne veli¢ine mozga i da te
sustavno-specificne promjene koreliraju s ekologijom ponaSanja. Nakon prilagodbe u odnosu
na ostale strukture mozga, neokorteks primata je u prosjeku pet puta veci nego kod kukcojeda
(1ako neke usporedbe pokazuju 1 do deset puta vecu razliku). Povecanje neokorteksa 1 ukupne
veli¢ine mozga tijekom evolucije primata je povezano s neproporcionalnom ekspanzijom
vidnog sustava i s ostalim aspektima vidne specijalizacije kao §to su povecana orbitalna
konvergencija i ekspanzija malog mozga®. Mozai¢na priroda promjena u proporcijama
mozga tijekom evolucije primata se jasno vidi kad se usporedi veli¢ina glavnih dijelova
mozga naspram tjelesne mase®. Neki dijelovi (npr. neokorteks i mali mozak) pokazuju jasnu
razliku 1izmedu taksona, dok ostale (npr. produzena mozdina) to ne pokazuju. Takoder, svi
utjecaji nisu jednako snazni za razlicite strukture: veli¢ina neokorteksa i malog mozga je veca
kod primata nego kod kukcojeda, ali jedino veli¢ina neokorteksa je razli¢ita izmedu
strepsirhinih (mokronosci ili vlaznonosci) i haplorhinih (suhonosci) primata. Dok je s druge
strane veliCina malog mozga veca kod Covjekolikih majmuna nego kod ostalih catarrhina
(uskonosci). Olfaktorni bulbli su veéi kod strepsirhnih primata i kukcojeda nego kod
haplorhinih primata; navedena promjena je barem djelomi¢no posljedica prilagodbe
nokturalnom ili diurnalnom ritmu. Usporedba pojedinacnih struktura kod vrsta sa slicnom
veli¢inom mozga otkriva razmjer sustavno-specifi¢ne promijene u veli€ini, tako je gornji
kolikul (lat. superior colliculus) priblizno deset puta veéi kod svizaca nego kod Stakora bez

obzira na sli¢nosti u veli¢ini mozga i tijela®*®.
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8§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Uzorci

Ovo istrazivanje odobrili su Eticko povjerenstvo SveuciliSta Yale i Eticko povjerenstvo
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu =za Zivotinjske uzorke, te Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu za ljudske uzorke.

U istrazivanje su ukljuCene cetiri regije mozga: frontalna dorsalna kora mozga,
hipokampus, strijatum te mali mozak. Regije su prikupljene od &etiri vrste: ¢ovjek (Homo
sapiens, Hominidae; odrasli i fetalni), ¢impanza (Pan troglodytes, Hominidae), makaki
majmun (Macaca mulatta, Cercopithecidae) te Stakor (Rattus norvegicus, Muridae, soj
Fischer 344). Detaljan pregled uzoraka je dan u Tablici 1.

Uzorci tkiva mozga covjeka (odrasli i fetalni), ¢impanze 1 makaki majmuna su
prikupljeni od strane Sestan Lab, Department of Neurobiology and Kavli Institute for
Neuroscience, Yale University School of Medicine koji ima eti¢ko odobrenje protokola za rad
na mozgovima primata dok su mozgovi Stakora ustupljeni od strane Medicinskog fakulteta u

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

Dob
Vrsta Stupanj razvoja | Spol | Broj jedinki . )
(prosjek godina(raspon))
Zenski 3 50,6 (30-82)
Odrasla jedinka
5 Muski 3 32 (23-37)
Covjek -
Zenski 2 22 (21-23)*
Fetus
Muski 1 23,5*
5 Zenski 2 27 (23-31)
Cimpanza Odrasla jedinka
Muski 2 25 (23-27)
Zenski 3 10,6 (10-11)
Makaki majmun | Odrasla jedinka
Muski 3 8,3 (7-11)
. Zenski 3 10**
Stakor Odrasla jedinka
Muski 3 10**

*postkoncepcijski tjedni

**postnatalni tjedni (svi Stakori su iz istog legla)

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 (BME) (Acros Organics), 2-pikolin boran (2-PB)
(Sigma-Aldrich), 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina (2,5-DHB) (Bruker Daltonik), acetonitril
(J. T. Baker), dimetil sulfoksid (DMSQO) (Sigma-Aldrich), etanol (Carlo Erba), formijatna
kiselina (HCOOH) (Merck), hidroksibenzotriazol monohidrat (HOBt) (Sigma-Aldrich),
igepal CA-630 (Sigma-Aldrich), kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO,) (Sigma-Aldrich), kalijev
klorid (KCI) (EMD Milipore), kloridna kiselina (HCI) (Kemika), kloroform (CHCI;) (Sigma-
Aldrich), metanol (J. T. Baker), natrijev azid (NaN3) (Sigma-Aldrich), natrijev dodecil-sulfat
(SDS) (Sigma-Aldrich), natrijev hidrogenfosfat (Na;HPO,) (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).
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3.2.2. Enzimi

PNGaza F (Prozyme) - 2,5 mU uL™ (1 U - eng. unit, koli¢ina PNGaze F koja katalizira
oslobadanje N-vezanih oligosaharida s 1 umol denaturirane ribonukleaze B pri pH 7.51 37 °C

u jednoj minuti.)®’
3.2.3. Plocice i filtri

0,20 pm GHP AcroPrep (Pall) - filtar plocica s 96 jazica volumena 1 mL i hidrofilnom
polipropilenskom membranom veli¢ine pora 0,20 pum. KoriStena je za prociS¢avanje

fluorescentno obiljeZenih glikana.

Amicon Ultra centrifugal filter devices (Merck Millipore) — centrikon volumena 2 mL s
veli¢inom pora kroz koje prolaze Cestice manje od 30 kDa. KoriSten za prociS¢avanje N-

glikana nakon deglikozilacije.

MTP AnchorChip 384 T F (Bruker Daltonik) — plocica s 384 hidrofiline to¢ke okruzene
hidrofobnim prstenima koji ukoncetriravaju uzorke u dijametru izmedu 0,4 1 2 mm te

sprjecavaju razlijevanje uzorka izvan njih. KoriStena za pripremu uzorka za MALDI analizu.

3.3. Metode za pripravu uzoraka za analizu teku¢inskom

kromatografijom

U nedostatku metoda za analizu N-glikana tkiva teku¢inskom kromatografijom za potrebe
analize uzoraka (Poglavlje 3.1.) razvijena je niZe opisana metoda koja je temeljena na metodi

za analizu N-glikana tkiva spektrometrijom masa®® uz znacajne modifikacije.

3.3.1. Homogenizacija uzoraka tkiva

Zamrznuti uzorci tkiva mozga (koli¢ina tkiva je za veéinu uzorka bila izmedu 25 — 50 mg) su
stavljeni u tubice volumena 2 mL te dodan Lysing Matrix D (keramicke kuglice promjera 1,4

mm namijenjene za liziranje mekih tkiva) ovisno o pocetnoj koli¢ini tkiva (5 — 6 kuglica na
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25 mg tkiva). U tubicu je potom dodan 1 mL ultra Ciste vode (8 MQ cm pri 25 °C) ohladene
na 4 °C, tubica je zatvorena i ¢ep omotan parafilmom. Za homogenizaciju je koriSten
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
volumena 15 mL. Tubica s matriksom je isprana s 1 mL metanola ohladenog na 4 °C, kratko
vorteksirana, metanol s ostacima tkiva prenesen u istu tubicu volumena 15 mL te postupak
ponovljen jo§ jednom s 0,75 mL hladnog metanola. Cep tubica je omotan parafilmom te su

tubice sonicirane u vodenoj kupelji 15 min.

3.3.2. Metanol/kloroform ekstrakcija proteina

Nakon homogenizacije i soniciranja u uzorke je dodano 3,24 mL kloroforma ohladenog na
4 °C te su tubice vorteksirane, a potom su ponovo ¢epovi omotani parafilmom te sonicirani 15
min u vodenoj kupelji. Centrifugiranje 30 min pri 4500 g (model 5804, Eppendorf) je
uslijedilo nakon soniciranja i uklanjanja parafilma; proteini se nalaze u medufazi nakon
centrifugiranja izmedu vodene (voda/metanol) i1 organske faze (kloroform). Vodena faza je
odbacena pazeci na proteinsku medufazu te nadomjeStena volumenom koji odgovara ostatku
organske faze otopinom metanola u vodi (p = 50 %) ohladenom na 4 °C te vorteksirana.
Postupak koji ukljuCuje soniciranje, centrifugiranje i dodatak 50 %-tnog metanola je
ponovljen, nakon ¢ega su uzorci sonicirani 15 min u vodenoj kupelji, parafilm uklonjen te
centrifugirani 30 min pri 4500 g (model 5804, Eppendorf).

Nakon centrifugiranja vodena faza je odbacena te je dodan metanol ohladen na 4 °C
S§to uzrokuje precipitaciju proteina. Nakon centrifugiranja 30 min pri 4500 g (model 5804,
Eppendorf) supernatant je pazljivo uklonjen bez doticanja proteinskog precipitata. U tubicu je
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, Eppendorf) i supernatant odbacen. Jedan mililitar hladnog metanola je
dodan, pelet resuspendiran te potom centrifugiran 15 min pri 13 000 g (centrifuga miniSpin,
Eppendorf). Koraci odbacivanja supernatanta, dodatka metanola i centrifugiranja su

ponovljeni dodatno dva puta nakon ¢ega su talozi suseni 10 min u vakuum centrifugi (Thermo
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Scientific vakuum koncentrator Savant SC210A s hladenom stupicom za paru Savant RVT400
I vakuum pumpom OFP400).

3.3.3. Denaturacija i deglikozilacija proteina

Osuseni talog proteina je resuspendiran u jednom mililitru 1x koncentriranog pufera PBS pH
7,4 (137 mmol L™ NaCl; 2,7 mmol L™ Na2HPO4; 9,7 mmol L™ KH2PO4; 2,2 mmol L™ KClI;
titrirano s NaOH do pH 7,4) te je dodano 150 pL SDS-a (y = 100 g L™) i 6 uL BME. 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
minuta, nakon &ega je dodano 15 pL natrijevog azida (y = 100 g L™) i 200 pL igepal CA-630
(9 = 10 %). Prije prekono¢ne inkubacije u inkubatoru pri 37 °C dodano je 0,5 pL PNGaze F
(5U). Sljede¢i dan je ponovo dodano uzorcima 0,5 uL PNGaze F (5U), uzorci su

vorteksirani te ostavljeni preko noci pri 37 °C.

3.3.4. Uklanjanje proteina iz reakcijske smjese nakon deglikozilacije

Centrikoni Amicon Ultra centrifugal filter (Merck Millipore) su isprani dva puta s mililitrom
ultra Ciste vode (8 MQ cm pri 25 °C) 1 centrifugiranjem 5 min pri 2 450 g (model 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 pL ultra ¢iste vode te je voda prenesena u
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, Eppendorf). Tubica u kojoj se skupljalo filtrate je odvojena od filtra te filtrat susen u
vakuum centrifugi (Thermo Scientific vakuum koncentrator Savant SC210A s hladenom
stupicom za paru Savant RVT400 i vakuum pumpom OFP400) dva do Cetiri sata, nakon kojih
je ostatak filtrata prenesen u tubicu volumena 2 mL, a tubica centrikona u kojoj se skupljao
filtrat isprana dva puta sa po 200 uL ultra ¢iste vode koja je potom prenesena u tubicu s
filtratom. Tubica s filtratom sa slobodnim N-glikanima je stavljena u vakuum centrifugu
(Thermo Scientific vakuum koncentrator Savant SC210A s hladenom stupicom za paru Savant
RVT400 i vakuum pumpom OFP400) te je filtrat osusen do kraja.
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3.3.5. Izmjene metode u optimizaciji

Nakon razvoja gore opisane metode i provjere robusnosti (Poglavlje 3.4.) pokusali su se

odredeni koraci tako optimirati da bi se skratilo vrijeme i troSak analize.

3.3.5.1. Optimizacija homogenizacije i ekstrakcije

Metoda homogenizacije tkiva (Poglavlje 3.3.1.) i metanol/kloroform ekstrakcije proteina
(Poglavlje 3.3.2.) sadrze nekoliko koraka soniciranja od 15 min. Navedeni koraci su izbaceni
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

Navedeni koraci su se pokuSali optimirati na vi§e nacina:

a) Volumen reakcijske smjese — volumen 1 x PBS-a koji se dodaje u koraku opisan u
Poglavlju 3.3.3. je smanjen na 500 pL, 250 pL ili 100 pL te ostalih otopina na nacin
da koncentracija ostaje jednaka u procesu denaturacije, dok je volumen enzima ostao
jednak.

b) SDS — volumen SDS-a (y = 100 g L) koristen u koraku opisanom u Poglavlju 3.3.3.
je smanjen na 37 pL tako da konac¢ni postotak u otopini bude 0,3 %.

¢) Enzim - volumen od 0,5 uL 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 — umjesto dvije prekono¢ne inkubacije s PNGazom F (Poglavlje
3.3.3.), provedena je jedna prekono¢na inkubacija s tim da je dodana ukupna koli¢ina

PNGaze F odjednom, a ne dva dana uzastopno.

3.3.5.3. Optimizacija procis¢avanja glikana nakon deglikozilacije

Nakon koraka opisanog u Poglavlju 3.3.3. cijeli volumen deglikozilacijske smjese je prebacen

u tubicu od 15 mL, a potom je dodan devet puta vec¢i volumen etanola ohladenog na -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, Eppendorf). Supernatant je prebacen u novu
tubicu od 15 mL i suSen preko no¢i u vakuum cetrifugi (Thermo Scientific vakuum
koncentrator Savant SC210A s hladenom stupicom za paru Savant RVT400 i vakuum pumpom
OFP400).

3.3.6. Obiljezavanje oslobodenih glikana fluorescentnom bojom

Oslobodeni glikani su radi detekcije obiljeZeni fluorescentnom bojom 2-aminobenzamidom
(2-AB). Smjesa za obiljezavanje je svjeze pripravljena otapanjem 2-AB (kona¢na masena
koncentracija 19,2 mg mL™) i reducensa 2-PB (konagna masena koncentracija 44,8 mg mL™)
u smjesi w(DMSO, CH3;COOH) = 70:30. Prije dodavanja 50 pL pripravljene smjese za
obiljezavanje osuseni oslobodeni glikani su resuspendirani u 100 pL ultra ¢iste vode. Nakon
Sto su uzorci uz protresanje inkubirani pri sobnoj temperaturi 10 minuta, reakcija
obiljeZavanja glikana provedena je pri 65 °C 2 sata.

Hidrofilni 0,20 um GHP AcroPrep filtar je prije nanoSenja uzoraka pripravljen na
nacin da je koriStenjem uredaja za filtriranje uz pomo¢ vakuuma (priblizno 25 mm Hg)
(Milipore) ispran s 200 pL svjeze pripremljenog etanola u ultra €istoj vodi (¢ = 70 %), 200 uL
ultra Ciste vode i 200 pL 96 %-tnog acetonitrila ohladenog na 4 °C. Nakon reakcije
obiljeZzavanja i hladenja reakcijske smjese na sobnoj temperaturi 30 minuta, glikanima je
dodano 800 pL acetonitrila te su premjeSteni na hidrofilni 0,2 um GHP AcroPrep filtar i
inkubirani 2 minute. SuviSak reagensa je uklonjen ispiranjem pet puta s hladnim 96 %-tnim
acetonitrilom s tim da je zadnje ispiranje provedeno centrifugiranjem 5 min pri 165 g (model
5804, Eppendorf). Filtar s vezanim glikana je stavljen na PCR plocicu s 96 jaZica, uzorci
inkubirani dva puta s 90 pL ultra ¢iste vode po 15 minuta uz potresanje pri sobnoj temperaturi
i eluirani u PCR ploc€icu centrifugiranjem 5 min pri 165 g (model 5804, Eppendorf). Nakon
eluiranja obiljezenih glikana, plo¢ica je zatvorena i uzorci Cuvani pri -20 °C do analize

tekuc¢inskom kromatografijom.
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3.3.7. Analiza fluorescentno obiljezenih glikana tekucinskom kromatografijom
3.3.7.1. Opis metode

Fluorescentno obiljezeni procCiS¢eni glikani analizirani su tekucinskom kromatografijom
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
kromatografa koriSten je program Empower 2, verzija 2145 (Waters). Svi uzorci i standardi,
osim ultra Ciste vode, pripravljeni su u acetonitrilu, y(uzorak, acetonitril) = 30:70, na nacin da
je pripravljeni volumen veci za 10 pL od injektiranog (Vinj). Svaki set uzoraka je analiziran
na sljede¢i nacin: 1. Ultra Cista voda (18 MQ cm pri 25 °C), Vinj = 10 pL 2. Dekstran (vanjski
standard, vidi dolje), Vinj = 10 puL 3. Standard glikana mozga (interni standard obiljezenih i
procis¢enih ukupnih glikana misjeg mozga), Vinj = 40 uL 4. do 16 uzoraka, Vinj = 50 uL 20.
Standard glikana mozga (interni standard obiljezenih i procis¢enih ukupnih glikana misjeg
mozga), Vinj = 40 uL 21. Ultra ¢ista voda (18 MQ cm pri 25 °C), Vinj = 10 uL. Za
razdvajanje je koriStena kolona Acquity BEH Glycan (Waters) duljine 150 mm i unutarnjeg
promjera 2,1 mm te veliine Gestica 1,7 pm. Pokretnu fazu &nio je 100 mmol L™ 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™ sljede¢ih 80 minuta. U sljede¢oj minuti je sastav pokretne faze postupno promijenjen do
70 % otapala A, te je kolona ispirana 2 minute pri protoku 0,4 mL min™. Zatim je sastav
pokretne faze postupno u jednoj minuti promijenjen na volumni udjel otapala A od 27 %, Sto
odgovara pocetnim uvjetima sljedeeg injektiranja uzorka, te je kolona ispirana dvije minute u
tim uvjetima uz protok od 0,561 mL min™. Ukupno trajanje analize pojedinog uzorka bilo je
100 minuta. Kao otapalo za ispiranje kromatografskog sustava (eng. seal wash) koristen je
acetonitril u vodi (¢ = 20 %). Temperatura kolone bila je 25 °C, a temperatura uzoraka prije
injektiranja 5 °C. Fluorescentno obiljezeni glikani detektirani su pri valnoj duljini pobude od
250 nm, i valnoj duljini emisije od 428 nm. Sustav je kalibriran prema vanjskom standardu
hidroliziranih i fluorescentno obiljezenih oligomera glukoze (2-AB obiljezenim dekstranom)

te su vremena zadrzavanja pojedinih glikana pretvorena u GU jedinice (eng. glucose units);
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preracunavanje u GU jedinice je napravljeno samo na poCetku analize da bi se kasnije
olaksalo odredivanje struktura prisutnih u svakom kromatografskom piku. Kromatogrami su
obradeni automatskom metodom integriranja nakon Cega je svaki kromatogram rucno
ispravljen kako bi svi uzorci bili integrirani na jednak nac¢in. Svaki kromatogram je, prema
tome, razdvojen na 58 kromatografskih pikova (slika 14), te je udio povrSine svakog
kromatografskog pika izrazen kao postotak ukupne povrsine svih kromatografskih pikova koji

odgovaraju glikanskim strukturama.

3.3.7.2. Skupljanje frakcija pojedinacnih kromatografskih pikova

Reprezentativni uzorci za svaku regiju i svaku vrstu su nakon analize tekucinskom
kromatografijom i integriranja ponovo analizirani po metodi opisanoj u Poglavlju 3.3.7.2. s
tim da su frakcije svakog pojedinacnog kromatografskog pika nakon prolaska kroz FLR
fluorescencijski detektor skupljene u prethodno obiljezene tubice, osim frakcije za
kromatografski pik GP54 koji je skupljen u dvije zasebne tubice zbog volumena frakcije.
Tako skupljene frakcije su osusene do suha u vakuum centrifugi (Thermo Scientific vakuum
koncentrator Savant SC210A s hladenom stupicom za paru Savant RVT400 i vakuum pumpom

OFP400) te ¢uvani pri -20 °C do analize spektrometrijom masa.

3.4. Robusnost metode

Za provjeru robusnosti metode uzeto je 1000 mg misjeg tkiva mozga te je nakon koraka
homogenizacije i dodavanja metanola (Poglavlje 3.3.1.) podijeljeno na 16 alikvota ( ~ 62,5
mg tkiva po alikvotu) u tubice volumena 15 mL. Alikvoti su ¢uvani pri -20 °C do analize.
Analiza za prvih osam alikvota je nastavljena tri dana poslije homogenizacije te je u
potpunosti napravljena u roku od cCetiri dana (Sto je standardno vrijeme potrebno za analizu
gore opisanom metodom). Preostalih osam uzoraka je analizirano deset dana nakon
homogenizacije istom metodom i na jednak nacin, ali od strane drugog analiti¢ara. Nakon
analize HILIC-UPLC-om (Poglavlje 3.3.7.1.) kromatogrami su podijeljeni na 75
kromatografskih pikova, te je udio povrSine svakog kromatografskog pika izrazen kao

postotak ukupne povrsine svih pikova.
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3.5. Metode za pripravu uzoraka za analizu spektrometrijom masa

Odredivanje glikanskih struktura u frakcijama pojedina¢nih kromatografskih pikova je

napravljeno prema prethodno objavljenoj metodi®.
3.5.1. Metoda esterifikacije

Oslobodeni glikani su radi stabilizacije, neutralizacije i razlikovanja sialinske kiseline vezane
02,3 1 02,6 vezom modificirani reakcijom esterifikacije (slika 8). OsuSene frakcije
pojedina¢nih kromatografskih pikova su resuspendirane u 5 uL ultra ¢iste vode. Od navedene
otopine su uzeta 2 pL te dodana u 20 pL svjeze pripremljene smjese za esterifikaciju
otapanjem EDC ( kona¢na koncentracija 0,25 mol L™) i HOBt (kona¢na koncentracija 0,25
mol L™) u etanolu. Smijesa 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 pL smjese glikana humane plazme; 10 pL humane plazme je pomijesano s 20
uL SDS-a (y = 20 g L™) i inkubirano 10 min pri 65 °C, nakon inkubacije od pola sata pri
sobnoj temperaturi uz blago potreskivanje je dodano 10 pL igepala CA-630 (¢ = 4 %) te

inkubirano dodatnih 15 min pri sobnoj temperaturi. Nakon zavrSetka inkubacije dodano je 10

puL 5x koncentriranog pufera PBS-a i 1,25 U PNGaze F (Promega). Uzorci su potom
inkubirani 18 h pri 37 °C.

H -H20
HN
OH
ch)‘t‘j
Slika 8. Strukture 02-6 sialillaktoze (A) i a2-3 sialillaktoze (B) prije i nakon reakcije esterifikacije

etanolom. Dok a2-6 vezana sialinska kiselina stvara ester, 02-3 sialinska kiselina stvara lakton sa
susjednom galaktozom rekacijom esterifikacije (Preuzeto i prilagodeno iz Reiding i suradnici®®)
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3.5.2. Procisc¢avanje esterificiranih glikana

Nakon inkubacije u svaki uzorak je dodano 20 uL acetonitrila te su uzorci inkubirani 15 min
pri -20 °C radi zaustavljanja esterifikacije. U meduvremenu su nastavci za pipete volumena
200 pL napunjeni pamukom® kao §to je prikazano na slici 9. Takvi nastavci su neposredno
prije nanoSenja uzorka pripravljeni na nacin da je pamuk ispran tri puta s 30 uL ultra Ciste
vode 1 tri puta sa svjeze pripremljenim 85 %-tnim acetonitrilom u ultra ¢istoj vodi. Nakon
zavrsetka inkubacije, 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 %-tnom acetonitrilu. Proc¢iséeni glikani su eluirani s pamuka
pipetiranjem pet puta 10 pL ultra ¢iste vode koja se nalazila u prethodno pripremljenoj i
oznacenoj tubici. Uzorak humane plazme koji je koriSten za kalibraciju je prolazio sve
jednake korake kao i ostali uzorci. Eluat svih uzoraka, osim uzorka plazme, je osuSen do suha

u vakuum centrifugi (Eppendorf) i potom resuspendiran u 2 pL ultra ¢iste vode.

Slika 9. Nastavak za pipete napunjen pamukom koriSten za prociséavanje esterificiranih N-glikana
(Preuzeto i prilagodeno iz Selman i suradnici®)

3.5.3. Analiza glikana spektrometrijom masa

Na MTP AnchorChip 384 T F (Bruker Daltonik) plocicu je na svako mjesto na koje se trebao
nanijeti uzorak stavljen 1 L otopine matriksa (5 g L™ 2,5-DHB, 1 mmol L™ NaOH u 50 %-
tnom acetonitrilu u ultra ¢istoj vodi) te prenesen ukupni volumen uzorka, 0sim za uzorak
plazme gdje je prenesen samo 1 pL, na isto mjesto gdje i otopina matriksa. Smjesa otopine
matriksa 1 uzorka je osuSena na sobnoj temperaturi. Kristali glikana i1 matriksa su
rekristalizirani s 0,2 pL etanola. Uzorci su analizirani unutar nekoliko sati s MALDI — vrijeme
leta (TOF, eng. time of flight) — spektrometrom masa Ultraflex TOF/TOF (Bruker Daltonik) s
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UV-laserom Smartbeam-1I u pozitivnom modu koristeéi reflektor i program Flexcontrol 3.4
Build 119 (Bruker Daltonik). Instrument je kalibriran koriste¢i N-glikane humane plazme kao
standard. Tijekom analize je koriSten akceleracijski napon od 25 kV koji je primijenjen nakon
ekstrakcijske odgode od 140 ns. Za analizu N-glikana mozga koristen je prozor masa od 1000
do 5000 m/z sa supresijom do 900 m/z. Za svaki spektar je skupljeno 10 000 pucanja laserom
pri laserskoj frekvenciji od 200 Hz koriste¢i cijeli uzorak s nasumi¢nim hodom s 200
pucnjeva laserom po mjestu. Tandemska spektrometrija masa je napravljena za

najzastupljenije pikove u spektru pomocu laserom inducirane disocijacije.
3.5.4. Odredivanje struktura nakon spektrometrije masa i tandemske spektrometrije masa

Rezultati nakon MALDI-TOF-MS analize su uneseni u tablicu u kojoj je naznaceno koja
masa je prisutna u kojem kromatografskom piku, kojoj regiji mozga te vrsti. S obzirom da sve
mase koje se nalaze u pojedinacnom spektru ne pripadaju odredenoj glikanskoj strukturi, nego
nekom oneciS¢enju ili fragmentu glikanske strukture, sve mase su asignirane koriste¢i
razli¢ite baze glikanskih struktura 1 racunalne alate. Od glikanskih baza koriStena je NIBRT
Glyco Base™ pomocu koje su dobivene informacije o GU jedinicama odredene strukture, kao i
interna baza podataka koriste¢i glikanske strukture prisutne u humanoj plazmi i
imunoglobulinu G ( IgG). Od racunalnih alata je koriSten GlycoModgz, racunalni alat koji
koristi izraCun Secernog sastava glikanske strukture nakon unosa podatka o masi nakon
analize spektrometrije masa, te GlycoWorkbench®, raunalni alat koji daje informacije o
fragmentima koji nastaju nakon tandemske spektrometrije masa na osnovu pretpostavljene
strukture. Koriste¢i informacije dobivene koriStenjem prethodno navedenih glikanskih baza i
racunalnih alata za svaku masu nakon MALDI-TOF-MS analize dobiven je konacan popis
struktura koja su prisutne u svakom kromatografskom piku za svaku regiju mozga i

Zivotinjsku vrstu.
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3.6. StatistiCke metode

Analiza podataka je provedena koriste¢i racunalni program za statisticke analize R¥ (verzija
3.2.2.). Analiza glavnih komponenti® (PCA, eng. principal component analysis) je koristena
za eksplorativnu statistiku, koriste¢i svih 58 kromatografskih pikova. Postojanje razlika
izmedu N-glikoma mozga razli€itih vrsta, regija i tijekom razvoja je napravljeno usporedbom
svih moguc¢ih parova. U tu svrhu je koriStena statisticka metoda analiza varijance, a nad
rezultatima je potom provedena korekcija na viSestruko testiranje koriste¢i metodu FDR®®
(eng. false discovery rate). Kako bi mjerenja pratila normalnu distribuciju koristene su

logaritmirane vrijednosti mjerenja kromatografskih pikova.
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§4. REZULTATI

4.1. Razvoj metode za analizu N-glikana mozga

Dosadasnje metode za analizu N-glikana tkiva su bile razvijene za analizu spektrometrijom
masa, a zbog potrebe za ve¢om koli¢inom glikana za analizu tekuéinskom kromatografijom,
kao 1 analize veceg broja uzorka nije ih bilo moguce samo preuzeti u postoje¢em obliku, veé¢
je bilo potrebno znacajno modificirati. Prilikom preuzimanja metode za analizu glikana
spektrometrijom masa®® i obiljezavanja oslobodenih glikana s 2-AB-om prema metodi za
analizu N-glikana plazme i IgG-a HILIC-UPLC-om® (Poglavlja 3.3.1, 3.3.2., 3.3.3, 3.36. i
3.3.7.) uocena je slaba ponovljivost, kao i ovisnost o vremenu inkubacije s PNGazom F (slika
10, tablica 2). Za potrebe ispitivanja ponovljivosti metode jedan miSji mozak je
homogeniziran (Poglavlje 3.3.1.) i podijeljen u tri alikvota te je svaki alikvot analiziran kao
neovisan uzorak istom metodom, u istom vremenskom periodu te od strane istog analitiCara.
Od 61 kromatografskog pika samo ih je sedam imalo koeficijent varijacije (CV) < 15 %, dok
je kod ostalih kromatografskih pikova CV bio do 89 % (tablica 2). Takoder, nakon samo
jednog dana inkubacije s PNGazom F (Poglavlje 3.3.5.2.) vidi se da ve¢ina glikana dobivenih
HILIC-UPLC analizom c¢ine nabijeni glikani, dok se inkubacijom od dva dana moze vidjeti

znatno povecanje u intenzitetu signala neutralnih glikanskih struktura (slika 10).
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Slika 10. Ponovljivost metode HILIC-UPLC (A) i ovisnost o vremenu inkubacije s PNGazom F (B)
nakon preuzimanja metoda bez znacajnih modifikacija. A. Usporedba kromatograma tri alikvota istog
misjeg mozga nakon homogenizacije analizirana pod istim uvjetima, u istom vremenskom periodu i
od istog analiti¢ara. B. Usporedba kromatograma dva alikvota koja su analalizirana na jednak nacin s
jedinom razlikom u vremenu inkubacije s PNGazom F. | — intenzitet, EU — jedinice emisije.
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Tablica 2. Ponovljivost metode HILIC-UPLC nakon preuzimanja metoda bez znac¢ajnih modifikacija
i inkubacije s PNGazom F dva dana. Prikazana je vrijednost udjela povrSine pojedinog
kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih kromatografskih pikova u kromatogramu (Udio),

srednja vrijednost ( Udio ), standardna devijacija udjela povrsine (SD) te koeficijent varijacije (CV).

Udio / % -
Kromatografski pik Udio /% | SD/% | CV/%
Replika1l | Replika2 | Replika 3

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

Udio / % -
Kromatografski pik Udio /% | SD/% | CV/%
Replika1 | Replika2 | Replika 3
GP38 1,18 0,79 0,60 0,86 0,30 34,52
GP39 3,38 2,02 1,82 2,41 0,85 35,27
GP40 2,25 1,39 1,06 1,57 0,61 39,21
GP41 4,68 2,92 2,35 3,32 1,21 36,62
GP42 1,15 0,73 0,55 0,81 0,31 38,01
GP43 1,8 1,04 0,71 1,18 0,56 | 47,24
GP44 1,35 0,85 0,58 0,93 0,39 42,16
GP45 1,68 1,10 0,74 1,17 0,47 40,42
GP46 1,80 1,16 0,77 1,24 0,52 41,83
GP47 1,22 0,66 0,39 0,76 0,42 55,95
GP48 2,15 1,38 0,86 1,46 0,65 44,35
GP49 1,35 0,90 0,58 0,94 0,39 41,01
GP50 1,91 1,23 0,75 1,30 0,58 44,95
GP51 2,82 1,87 1,49 2,06 0,69 33,26
GP52 2,62 1,58 1,39 1,86 0,66 35,54
GP53 1,40 0,85 0,64 0,96 0,39 40,74
GP54 1,40 0,91 0,70 1,00 0,36 35,80
GP55 1,44 0,96 0,67 1,02 0,39 38,00
GP56 1,61 1,02 0,65 1,09 0,48 44,29
GP57 0,74 0,6 0,29 0,54 0,23 42,38
GP58 0,51 0,45 0,17 0,38 0,18 48,18
GP59 0,70 0,80 0,22 0,57 0,31 54,08
GP60 0,32 0,50 0,10 0,31 0,20 65,33
GP61 0,33 0,50 0,12 0,32 0,19 60,11

Zbog lose ponovljivosti uveden je korak proc¢is¢avanja glikana kroz 30 kDa filter (Poglavlje
3.3.4.) cime se uklonio utjecaj proteina na kasnije korake analize te moguénost
ukoncentriranja glikana $to je u konacnici dovelo do znacajnog porasta ponovljivosti (slika
10, tablica 3). Prilikom prvog testiranja nakon uvodenja 30 kDa filtera na tri uzorka uocena je
dobra ponovljivost (rezultati nisu prikazani; CV svih kromatografskih pikova je bio ispod 10
%) koja je potom testirana na dodatnih osam uzoraka na isti nacin kako je provedeno
testiranje nakon samog preuzimanja metode bez znacajnih modifikacija; CV svih
kromatografskih pikova je bio manji od 12 % s tim da je ve¢ina kromatografskih pikova (n =
52) imala CV manji od 5 %, a samo su Cetiri kromatografska pika imala CV ve¢i od 10 % Sto
je ukazalo na dobru ponovljivost metode. Takoder, prilikom testiranja jedan uzorak nije
inkubiran s PNGazom F da bi se dokazalo da signal na kromatogramima dolazi isklju¢ivo od

N-glikana §to je 1 bio slucaj (slika 11).
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Tablica 3. Ponovljivost metode HILIC-UPLC nakon uvodenja koraka procis¢avanja glikana kroz 30
kDa filter. Usporedba osam alikvota mi$jih mozgova (dobivenih od dva mi§ja mozga) analizirana pod
istim uvjetima, u istom vremenskom periodu i od istog analitiCara. Prikazana je srednja vrijednost
udjela povrSine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu

( Udio ), standardna devijacija udjela povrsine (SD) te koeficijent varijacije (CV).

Udio kromatografskog pika Udio kromatografskog pika
Kromatografski pik (=t Kromatografski pik (m=E)
“Udio /% | SD/% | CV/% “Udio /% | sSD/% | cvi%
GP1 1,33 0,04 3,37 GP35 1,34 0,02 151
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 141 0,01 0,92 GP52 0,53 0,02 3,94
GP19 3,64 0,05 1,37 GP53 0,32 0,01 4,54
GP20 5,87 0,06 1,10 GP54 0,58 0,03 4,79
GP21 2,23 0,03 1,13 GP55 0,45 0,03 7,25
GP22 0,60 0,02 3,04 GP56 0,95 0,06 6,15
GP23 0,51 0,02 4,10 GP57 1,20 0,08 6,90
GP24 0,36 0,01 2,97 GP58 0,47 0,03 7,37
GP25 0,80 0,02 1,89 GP59 0,67 0,03 4,48
GP26 0,89 0,02 1,80 GP60 0,70 0,04 6,03
GP27 1,52 0,02 0,99 GP61 0,55 0,04 7,09
GP28 0,91 0,02 2,59 GP62 0,32 0,02 7,78
GP29 4,49 0,03 0,57 GP63 0,24 0,01 6,14
GP30 1,72 0,03 1,47 GP64 0,36 0,02 6,04
GP31 0,55 0,01 2,04 GP65 0,18 0,01 5,14
GP32 0,67 0,02 2,26 GP66 0,19 0,02 7,77
GP33 1,17 0,05 4,06 GP67 0,05 0,01 11,19

n = broj replika
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Slika 11. Ponovljivost metode HILIC-UPLC nakon uvodenja koraka proci§¢avanja glikana kroz 30
kDa filter (A) i analiza tkiva mozga bez dodatka PNGaze F (B). A. Usporedba kromatograma osam
alikvota ista dva mi§ja mozga nakon homogenizacije analizirana pod istim uvjetima, u istom
vremenskom periodu i od istog analiticara. B. Kromatogram nakon analize tkiva mi$jeg mozga nakon
razvoja metode bez dodatka PNGaze F. EU — jedinice emisije.

4.2. Optimizacija metode za analizu N-glikana mozga
4.2.1. Optimizacija homogenizacije i ekstrakcije

Optimizacija ovog koraka je napravljena na nacin kako je opisano u Poglavlju 3.3.5.1., a za
ispitivanje ponovljivosti koristena su dva misja mozga te podijeljena u 16 alikvota od kojih je
osam analizirano na nacin da kod metode nije niSta mijenjano, dok je drugih osam analizirano
prema prethodno spomenutom poglavlju. Obje analize su napravljene paralelno od strane
istog analiti¢ara. Usporedbom koeficijenata varijacije nakon analiza (tablica 4) se vidjelo da je

broj kromatografskih pikova koji imaju CV vec¢i/manji od druge metode podjednak, s tim da
je srednji CV bez soniciranja ( CV = 10,56 %) ipak malo veé¢i od srednjeg CV-a sa
soniciranjem ( CV =17,27 %). S obzirom da zamjena soniciranja dodatnom homogenizacijom

znacajno skracuje vrijeme analize i s obzirom na broj uzoraka koji je trebao biti analiziran,

opcija metode u kojoj je izostavljeno soniciranje se Cinila prikladnijom za kona¢nu analizu.
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Tablica 4. Ponovljivost metode HILIC-UPLC nakon uvodenja dodatne homogenizacije umjesto
soniciranja. Usporedba po osam alikvota miS§jih mozgova (dobivenih od dva mi§ja mozga)
analizirana pod istim uvjetima, u istom vremenskom periodu i od istog analiti¢ara s jedinom razlikom
u soniciranju i homogenizaciji. Prikazana je srednja vrijednost udjela povrSine pojedinog

kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu ( Udio ), standardna

devijacija udjela povrsine (SD) te koeficijent varijacije (CV).

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

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

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

n = broj replika

4.2.2. Optimizacija denaturacije i deglikozilacije

Prilikom optimiziranja ovog koraka (Poglavlje 3.3.5.2.), prvo se pokuSalo reducirati volumen
pufera 1xPBS-a ¢ime bi se postiglo: 1) smanjenje soli koje stvaraju problem prilikom
proc¢iS¢avanja na GHP filteru (Poglavlje 3.3.6.), 2) koncentracija PNGaze bi bila veca Sto bi
potencijalno utjecalo na povecanje intenziteta te 3) sveukupno smanjenje volumena §to bi
olaksalo rukovanje uzorcima jer je prvotni volumen bio dosta velik. Testiranje je provedeno
od strane jednog analitiCara, unutar jednakog vremenskog perioda, koriste¢i istu metodu s
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 L i 100 pL blago smanjuje srednji koeficijent varijacije ( CV za 1000 pL = 9,96 %,

CV za 500 pL = 16,14 %, CV za 250 pL = 8,06 %, CV za 100 pL = 9,84 %), ali

uzrokuje znatno povecanje koeficijenta varijacije za odredene kromatografske pikove (npr.
GP1) te velike varijacije u intenzitetima Sto je sveukupno dovelo do zakljucka da se dodatkom
1000 pL 1xPBS-a dobivaju robusniji uvjeti za analizu te da smanjenje volumena pufera

1xPBS nije prihvatljiva opcija optimizacije metode za analizu N-glikana.
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Tablica 5. Ponovljivost metode HILIC-UPLC pri razli¢itim volumenima 1xPBS-a prilikom
denaturacije i deglikozilacije. Usporedba po osam alikvota misjih mozgova (dobivenih od dva misja
mozga) analizirana pod istim uvjetima, u istom vremenskom periodu i od istog analiti¢ara s jedinom
razlikom u volumenu 1xPBS-a prilikom denaturacije i deglikozilacije. Prikazana je srednja vrijednost
udjela povrsine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu

( Udio ), standardna devijacija udjela povrsine (SD) te koeficijent varijacije (CV).

Udio kromatografskog
pika

Udio kromatografskog
pika

Udio kromatografskog
pika

Udio kromatografskog
pika

Kromatografski (1000 pL, n = 8) (500 pL, n = 8) (250 pL, n = 8) (100 pL, n = 8)
Pl “Udio | sb/ | cv/ | Udio | sb/ | ev/ | Udic | sb/ | cv/ | Udio | sb/ | cv/
/% % % /% % % /% % % /% % %

GP1 207 | 031 | 1479 | 1,8 | 034 | 1831 | 057 | 011 | 1918 | 024 | 0,08 | 32,60
GP2 030 | 003 | 894 | 031 | 005 | 1646 | 016 | 002 | 1424 | 013 | 0,03 | 27,09
GP3 1,00 | 010 | 955 | 09 | 016 | 1704 | 057 | 009 | 1513 | 035 | 0,09 | 24,77
GP4 040 | 003 | 729 | 039 | 006 | 148 | 027 | 003 | 1252 | 020 | 005 | 24,60
GP5 504 | 016 | 324 | 518 | 067 | 1296 | 376 | 033 | 867 | 266 | 051 | 19,33
GP6 11,86 | 042 | 3,54 | 1373 | 1,48 | 10,80 | 10,80 | 0,64 | 596 | 873 | 1,23 | 14,05
GP7 685 | 049 | 700 | 667 | 1,14 | 1712 | 530 | 049 | 928 | 400 | 064 | 1593
GP8 021 | 005 | 2208 | o015 | 001 | 932 | 017 | 005 | 2835 | 1600 | 0,03 | 20,63
GP9 1,23 | 007 | 578 | 1,21 | 013 | 11,10 | 1,09 | 004 | 378 | 099 | 009 | 941
GP10 019 | 003 | 1660 | 026 | 002 | 944 | 029 | 001 | 419 | 030 | 003 | 947
GP11 024 | 002 | 643 | 024 | 002 | 1034 | 024 | 002 | 814 | 025 | 003 | 12,34
GP12 021 | 001 | 333 | 024 | 001 | 587 | 026 | 001 | 275 | 028 | 002 | 670
GP13 660 | 048 | 728 | 652 | 056 | 866 | 58 | 015 | 250 | 527 | 020 | 3,79
GP14 230 | 013 | 58 | 225 | 029 | 1307 | 211 | 013 | 604 | 203 | 016 | 7,99
GP15 021 | 002 | 862 | 023 | 001 | 519 | 027 | 001 | 387 | 030 | 002 | 633
GP16 283 | 009 | 325 | 276 | 018 | 653 | 265 | 007 | 263 | 254 | 006 | 252
GP17 1,40 | 0,04 | 311 1,42 | 009 | 610 | 145 | 004 | 3,05 151 | 003 | 1,82
GP18 05 | 004 | 733 | 045 | 002 | 456 | 048 | 002 | 3,8 | 049 | 002 | 487
GP19 329 | 021 | 647 | 311 | 019 | 610 | 310 | 012 | 379 | 300 | 008 | 2,66
GP20 647 | 017 | 265 | 630 | 027 | 425 | 613 | 015 | 240 | 591 | 015 | 2,55
GP21 308 | 005 | 1,53 | 311 | 015 | 471 | 321 | 015 | 475 | 332 | 015 | 454
GP22 074 | 001 | 1,78 | 070 | 003 | 373 | 077 | 003 | 437 | 079 | 005 | 643
GP23 045 | 006 | 1218 | 052 | 002 | 394 | 062 | 002 | 284 | 068 | 004 | 584
GP24 1,04 | 0,08 | 7,62 1,13 | 008 | 7,25 1,22 | 0,05 | 381 128 | 004 | 3,42
GP25 223 | 001 | 067 | 220 | 007 | 309 | 243 | 005 | 226 | 262 | 011 | 4,06
GP26 357 | 004 | 1,25 | 352 | 006 | 1,77 | 358 | 009 | 241 | 355 | 018 | 506
GP27 132 | 010 | 754 | 1,16 | 005 | 358 | 1,22 | 008 | 670 | 124 | 010 | 828
GP28 127 | 004 | 310 | 1,30 | 005 | 361 1,47 | 0,04 | 2,62 1,59 | 009 | 555
GP29 155 | 003 | 1,68 | 144 | 012 | 839 | 161 | 009 | 547 1,74 | 019 | 10,69
GP30 1,09 | 009 | 782 | 097 | 007 | 769 | 1,11 | 007 | 644 | 121 | 006 | 512
GP31 945 | 041 | 431 | 855 | 039 | 458 | 902 | 029 | 323 | 892 | 039 | 4,38
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Nastavak tablice 5.

Udio kromatografskog
pika

Udio kromatografskog
pika

Udio kromatografskog
pika

Udio kromatografskog
pika

Kromatografski (1000 pL, n=8) (500 pL, n = 8) (250 pL, n = 8) (100 pL, n = 8)
pik
Udio SD/ cv/ Udio sb/ | cv/ Udio SD/ cv/ Udio SD/ oV /%
/% % % /% % % /% % % 1% %

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 1xXPBS-a na ponovljivost metode pokusalo se je reducirati

koli¢inu detergenta SDS-a ¢ime bi se, takoder, reducirao volumen i smanjili problemi

prilikom procis¢avanja na GHP filteru. Dva mi§ja mozga su homogenizirana i nakon

homogenizacije podijeljena u 16 alikvota, od kojih je osam analizirano na nacin kako je to

opisano u Poglavlju 3.3.3., dok je drugih osam analizirano na jednak nacin, u istom

vremenskom periodu i od strane istog analitiara s jedinom razlikom u volumenu dodanog
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SDS-a (Poglavlje 3.3.5.2.). Nakon analize (tablica 6) srednji koeficijent varijacije je bio manji

za skupinu s manjom koli¢inom SDS-a ( CV = 5,38 %) u usporedbi s kontrolnom skupinom

(CV =17.27 %). Takoder, proces pro¢is¢avanja obiljezenih glikana preko GHP filtera je bio

znacajno olaksan, a doSlo je i do porasta intenziteta nakon HILIC-UPLC analize. Zbog svega

navedenog ova izmjena je zadrzana u kona¢noj metodi kojom su na kraju analizirani uzorci.

Tablica 6. Ponovljivost metode HILIC-UPLC pri razli¢itim koli¢inama SDS-a prilikom denaturacije i
deglikozilacije. Usporedba po osam alikvota mi§jih mozgova (dobivenih od dva miSja mozga)
analizirana pod istim uvjetima, u istom vremenskom periodu i od istog analiti¢ara s jedinom razlikom u
koli¢ini SDS-a prilikom denaturacije i deglikozilacije. Prikazana je srednja vrijednost udjela povrSine

pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu ( Udio ), standardna
devijacija udjela povrsine (SD) te koeficijent varijacije (CV).

Udio kromatografskog pika s nepromijenjenim Udio kromatografskog pika sa smanjenim
volumenom volumenom
Kromatografski SDS-a(n=8) SDS-a(n=8)
pik
Udio SD/% cVI% Udio SD/ % cV /%
| % / %

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

Udio kromatografskog pika s nepromijenjenim Udio kromatografskog pika sa smanjenim
volumenom volumenom
Kromatografski SDS-a(n=8) SDS-a(n=8)
pik —— —
Udio SD/% cVI% Udio SD/ % cV /%
/% 1%

GP26 0,98 0,05 4,88 1,07 0,03 2,63
GP27 1,13 0,05 4,74 1,23 0,03 2,06
GP28 0,96 0,07 7,65 1,17 0,06 4,71
GP29 1,31 0,12 9,18 1,70 0,11 6,47
GP30 1,05 0,07 6,60 1,13 0,04 3,26
GP31 2,22 0,06 2,71 3,33 0,15 4,42
GP32 0,57 0,05 8,38 0,75 0,02 2,82
GP33 1,07 0,06 5,25 1,22 0,20 16,11
GP34 0,83 0,05 6,24 1,37 0,20 14,32
GP35 141 0,09 6,45 2,28 0,05 2,33
GP36 1,02 0,06 6,33 1,79 0,08 4,52
GP37 1,08 0,09 8,34 1,94 0,09 4,68
GP38 0,64 0,08 13,01 1,27 0,10 8,24
GP39 0,64 0,13 20,97 1,12 0,13 11,40
GP40 0,24 0,06 25,99 0,47 0,07 15,29
GP41 0,25 0,06 23,80 0,37 0,05 12,58
GP42 0,13 0,03 21,38 0,19 0,03 13,24
GP43 0,08 0,02 27,60 0,09 0,02 20,50

n = broj replika

Nakon gore navedenih testiranja, analizirali smo smanjenje koli¢ine enzima PNGaze F
(Poglavlje 3.3.3.) s ciljem smanjenja troSkova analize. Koli¢ina enzima PNGaze F je
smanjena na pola od pocetne koli¢ine. Testiranje je napravljeno tako da su dva mi$ja mozga
homogenizirana i podijeljena u 16 alikvota od kojih je osam analizirano kako je opisano u
Poglavlju 3.3.3., dok je drugih osam analizirano na jednak naéin, u istom vremenskom
periodu 1 od strane jednog analiti¢ara s jedinom razlikom da je koli¢ina enzima koja se dodaje
u dva koraka smanjena na pola. Rezultati nakon testiranja su prikazani u tablici 7. S obzirom

da je srednji koeficijent varijacije bio ve¢i nakon §to je koli¢ina enzima smanjena na pola
(CV =4,08 %) u usporedbi s kontrolom ( CV = 3,30 %), a intenziteti nakon HILIC-UPLC

analize nizi, ova modifikacija se nije pokazala dobrom opcijom pri optimizaciji metode te nije

ukljucena u kona¢nu metodu kojom su se analizirali uzorci.
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Tablica 7. Ponovljivost metode HILIC-UPLC pri razliitim koli¢inama PNGaze F prilikom
denaturacije i deglikozilacije. Usporedba po osam alikvota misjih mozgova (dobivenih od dva misja
mozga) analizirana pod istim uvjetima, u istom vremenskom periodu i od istog analitiara s jedinom
razlikom u koli¢ini enzima PNGaze F prilikom denaturacije i deglikozilacije. Prikazana je srednja
vrijednost udjela povrSine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj povrSini svih pikova u

kromatogramu ( Udio ), standardna devijacija udjela povrsine (SD) te koeficijent varijacije (CV).

Udio kromatografskog pika s Udio kromatografskog pika sa
nepromijenjenom koli¢inom enzima | smanjenom koli¢inom enzima
Kromatografski pik m=ts) (=t
Udio so/% | cv/% | Y9 | sps% | cv/u
/% /%

GP1 1,16 0,02 1,68 1,36 0,04 2,78
GP2 0,22 0,01 2,48 0,21 0,01 3,89
GP3 0,80 0,11 13,70 0,91 0,10 11,16
GP4 0,28 0,01 2,92 0,30 0,01 2,29
GP5 4,66 0,04 0,89 4,95 0,07 1,44
GP6 12,05 0,08 0,66 11,93 0,13 1,06
GP7 6,96 0,08 1,11 7,27 0,18 2,42
GP8 1,71 0,02 0,94 1,74 0,04 2,49
GP9 9,48 0,12 1,28 10,21 0,12 1,16
GP10 2,81 0,06 1,96 2,90 0,05 1,56
GP11 1,61 0,02 1,33 1,61 0,02 1,18
GP12 4,20 0,04 0,99 4,34 0,06 1,28
GP13 6,43 0,03 0,50 6,65 0,04 0,55
GP14 2,44 0,03 1,36 2,30 0,07 2,88
GP15 1,53 0,01 0,96 1,53 0,03 2,08
GP16 1,50 0,02 1,48 1,41 0,02 1,59
GP17 2,32 0,02 0,96 2,30 0,04 1,54
GP18 4,84 0,04 0,76 4,94 0,03 0,61
GP19 1,76 0,11 6,20 1,62 0,04 2,36
GP20 1,59 0,12 7,73 1,62 0,04 2,31
GP21 9,50 0,10 1,04 9,89 0,05 0,51
GP22 0,72 0,02 2,47 0,70 0,01 1,29
GP23 0,66 0,02 3,61 0,63 0,02 3,83
GP24 2,45 0,03 1,07 2,32 0,03 1,49
GP25 0,99 0,02 1,62 0,98 0,01 1,41
GP26 1,16 0,02 2,05 1,13 0,01 1,11
GP27 1,34 0,01 1,09 1,29 0,01 1,13
GP28 1,70 0,03 1,59 1,55 0,02 1,16
GP29 0,31 0,01 3,04 0,30 0,02 8,25
GP30 1,80 0,04 2,15 1,67 0,04 2,62
GP31 2,04 0,03 1,25 1,90 0,05 2,67
GP32 0,67 0,02 2,99 0,58 0,01 2,23
GP33 1,20 0,02 2,03 1,12 0,03 2,85
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Nastavak tablice 7.

Udio kromatografskog pika s Udio kromatografskog pika sa
nepromijenjenom koli¢inom enzima | smanjenom koli¢éinom enzima
Kromatografski pik = (n=8)
Udio so/% | ov/w | YO | so/% | cvyw
/% /%

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. Optimizacija procis¢avanja glikana nakon deglikozilacije

Nakon optimizacije koraka denaturacije i deglikozilacije, ispitan je utjecaj taloZenja proteina
hladnim etanolom (Poglavlje 3.3.5.3.) sa svrhom izostavljanja filtriranja uzoraka kroz 30 kDa
filtere (Poglavlje 3.3.4.) ¢ime bi se smanjila koli¢ina vremena 1 troSkovi potrebni za analizu. S
obzirom da se uvodenjem metode talozenja proteina hladnim etanolom umjesto metode
filtriranja uzoraka kroz 30 kDa filtre nisu dobili kromatogrami koji bi se mogli integrirati i
rezultati usporediti nakon HILIC-UPLC analize (slika 12), ova vrsta zamjene nije bila moguca
tako da je kona¢na metoda kojom su analizirani uzorci sadrzavala korak filtriranja uzoraka

kroz 30 kDa filtere.
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Slika 12. Reprezentativni kromatogrami nakon HILIC-UPLC analize nakon procis¢avanja
glikana kroz 30 kDa filter (A) ili talozenjem hladnim etanolom (B). EU — jedinice emisije.

4.3. Robusnost metode za analizu N-glikana mozga

Robusnost metode je testirana kako je opisano u Poglavlju 3.4. Na taj se na¢in namjeravalo
ispitati koliki utjecaj na metodu imaju faktori koje nije moguce izbjeéi tijekom analize veceg
broja uzoraka, tj. kad nije moguce sve uzorke paralelno analizirati unutar istog vremenskog
perioda, istim kemikalijama i od strane samo jednog analitiara. Rezultati analize (tablica 8)
su pokazali da je metoda robusna jer svi od 75 kromatografskih pikova su imali CV manji od
12 % s tim da su samo tri kromatografska pika imala CV vec¢i od 10 %. Prosjecni koeficijent
varijacije je bio 3.93 %. Takoder, napravljena je usporedba prvih osam replika analiziranih od
jednog analiticara s drugih osam analiziranih od drugog analitiara s vremenskom razlikom
od tjedan dana (slika 13) i tu je primije¢eno da iako su vrijednost CV-a pojedinacnih
kromatografskih pikova kao i ‘CV bile relativno niske, kod odredenih kromatografskih
pikova (npr. GP6 i GP30) se jasno vidjelo razdvajanje ovisno o analiti¢aru i vremenu analize.
Razlika izmedu dvije analize je bila najve¢a za GP6 te je iznosila svega 0,4 %, ali unato¢

tome svi uzorci su randomizirani prije analize tako da dobivena razlika ne bi bila zbog razlike

izmedu analiza, nego da bi pokazala stvarnu biolosku razliku.
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Tablica 8. Robusnost metode HILIC-UPLC. Usporedba 16 alikvota misjih mozgova (dobivenih od
dva miSja mozga) analizirana istom metodom, u razliitim vremenskim periodima i od razli¢itih
analiti¢ara. Prikazana je srednja vrijednost udjela povrsine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj

povrsini svih pikova u kromatogramu ( Udio ), standardna devijacija udjela povrSine (SD) te

koeficijent varijacije (CV).

Udio kromatografskog

Udio kromatografskog

pika pika
Kromatografski (n=16) Kromatografski (n=16)
pik pik
Udio sb/ | cv/ Udio sb/ | 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
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Nastavak tablice 8.

Udio kromatografskog Udio kromatografskog
pika pika
Kromatografski (n=16) Kromatografski (n=16)
pik pik
Udio sD/ | cv/ Udio 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
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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.
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4.4. HILIC-UPLC analiza N-glikana mozga

Glikani mozga razliCitith vrsta i regija su analizirani na nacin da su uzorci nasumicno
vrsta, regija, dobi i spola. Svi uzorci su na taj nac¢in podijeljeni u 10 serija te je svakoj seriji
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
¢uvan pri -20 °C. Svaka serija je analizirana unutar Cetiri dana na nacdin da su uzorci
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
izmjenom dodane koli¢ine SDS-a (Poglavlje 3.3.5.3. 1 4.2.2.). Nakon deglikozilacije uzorci su
procis¢eni kroz 30 kDa filtere (Poglavlje 3.3.4.), osuSeni te obiljeZeni reduktivhom
aminacijom fluorescentnom bojom, 2-AB, prema postupku opisanom u Poglavlju 3.3.6.
Fluorescentno obiljezeni glikani su procis¢eni od suviska fluorescentene boje, ostatka
reagensa i proteina HILIC-SPE procis¢avanjem na 0,2 um GHP AcroPrep filterima uz
ispiranje s 96 %-tnim acetonitrilom u vodi ohladenim pri 4 °C (Poglavlje 3.3.6.). Pro¢is¢eni
fluorescentno obiljezeni glikani su analizirani HILIC-UPLC metodom opisanom u Poglavlju
3.3.7. 1 u svim kromatogramima je na identi¢an nacin integrirano 58 kromatografskih pikova
(slika 14). Iz analize su isklju€eni svi uzorci kod kojih je intenzitet bio nedovoljan da bi se
moglo sa sigurnos¢u odrediti granice svakog kromatografskog pika (takvih je uzoraka bilo
devet).
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Slika 14. Reprezentativni kromatogram fluorescentno obiljeZenih glikana kore velikog mozga
¢ovjeka. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, w(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™
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,561 mL min™ sljede¢ih 80 minuta. U
kromatogramu je integrirano ukupno 58 kromatografskih pikova (oznaceni rombom). Vinj = 50 puL,
Tkolone = 25 °C, Tuzoraka = 5 °C, Aex = 250 nm, lem = 428 nm. EU — jedinica emisije

Standardi su analizirani na identi¢an nacéin kao i uzorci da bi se dobio uvid u ponovljivost
metode, $to je bila i kontrola da uocene razlike izmedu vrsta, regija i razvoja nisu posljedica
pogreske metode, nego su posljedica bioloske razlike. Nakon zavrSetka cjelokupne analize

izraCunati su koeficijenti varijacije za svaki kromatografski pik (dodatak 2), kao i srednji
koeficijent varijacije (CV = 10,20 %). Od 58 kromatografskih pikova njih 11 je imalo CV

ve¢i od 15 % 1 to su uglavnom bili kromatografski pikovi s udjelom kromatografskog pika
manjim od 1 %. Takoder, rasprSenje udjela kromatografskog pika standarda za svaki
kromatografski pik je bilo manje od rasprSenja udjela kromatografskog pika uzoraka (slika
15) tako da se ova metoda pokazala dovoljno pouzdanom za otkrivanje bioloSke razlike

izmedu analiziranih uzoraka.
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Broj uzoraka
Slika 15. Prikaz uzoraka i standarada nakon analize. Standardi su prikazani crnim to¢kama, dok su
uzorci prikazani plavim (neparne serije) i crvenim (parne serije).

4.4.1. Razlike izmedu glikanskih profila razlicitih vrsta, 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
profili razlikuju izmedu razlic¢itih vrsta i regija mozga. Na Slici 16 se vidi grupiranje razli¢itih
regija odredene vrste medusobno u zasebne skupine, a to je najjasnije izrazeno kod Stakora.
Razlog za to bi mogao lezati u ¢injenici da je kod Stakora bilo moguce analizirati cijelu regiju
odredene polutke mozga, svi Stakori su bili jednog soja i dobi, dok kod ostalih vrsta nije bilo
moguce imati takve uzorke. Statisticka znacajnost izmedu regija za svaki kromatografski pik
dana je u Dodatku 3. Takoder, ovom analizom se pokazalo da se mali mozak izmedu razli¢itih
vrsta grupira zajedno i uvijek je jasno odvojen od ostalih regija. Cinjenica da mali mozak
pripada u evolucijski najstarije regije mozga bi mogla objasniti razlog takvog rezultata. Osim
grupiranja N-glikanskih profila razli¢itih regija mozga, vidljivo je jasno odvajanje svih vrsta
osim ¢impanze i ¢ovjeka, a osobito Stakora od kojih su evolucijski znatno udaljeniji, nego §to
je to slucaj izmedu pojedinih vrsta primata. Od primata, makaki majmun je jedini pokazao

grupiranje neovisno od ¢impanze 1 Covjeka. Preklapanje izmedu glikanskih profila izmedu
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¢impanze i Covjeka lezi u cCinjenici da su te dvije vrste evolucijski najblize od svih
analiziranih. Naravno, gore navedena opazanja se ne odnose na mali mozak koji se grupira
zajedno bez obzira na vrstu kojoj pripada; iako se unutar te skupine ipak vidi grupiranje
prema vrsti kojoj pripada, npr. jasno se vidi grupiranje malog mozga Stakora, kao i makaki

majmuna neovisno o ostalim vrstama.
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DF HIF
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Slika 16. Analiza glavnih komponenti glikankih profila svih odraslih jedinki uklju¢enih u analizu.
Svaka boja predstavlja odredenu vrstu kako je navedeno u legendi. DFC — kora velikog mozga
(eng. dorsal frontal cortex), HIP — hipokampus, STR — strijatum, CBC — mali mozak (eng.
cerebellum cortex).

Kad se zbog svega navedenog mali mozak izbaci iz analize glavnih komponenti, postaje
jasnije vidljivo razdvajanje izmedu Stakora i primata, kao i preklapanje u glikanskom profilu
izmedu ¢impanze i covjeka kod svih ostalih regija (slika 17). Iako postoji preklapanje izmedu
glikanskih profila navedenih vrsta nakon analize glavnih komponenti, nakon testiranja
znacCajnosti razlika za svaki pojedinac¢ni kromatografski pik (tablica 9), vidljivo je da, iako ne
postoji generalna razlika u glikanskom profilu izmedu ¢impanze i Covjeka, razlika postoji
izmedu odredenih kromatografskih pikova. Za sve ostale vrste znacajni kromatografski pikovi

su dani u Dodatku 3.
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Tablica 9. Statisticki znacajni kromatografski pikovi nakon prilagodbe na visestruko testiranje
(Poglavlje 3.6.) izmedu Covjeka i ¢impanze (prilagodena p-vrijednost < 0,05). Utjecaj govori koliko
je puta veca/manja srednja vrijednost Covjek/Cimpanza za odredeni kromatografski pik kad se
vrijednost utjecaja stavi u eksponent baze prirodnog logaritma e.

Kromatografski pik | Utjecaj | Standardna pogreSka | p-vrijednost | Prilagodena p-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
o
|
|
m o
o | -
E ¥ -
= m

Kon*;;gonenta1

wiste
Eimparza
éo\rjd(

M ek ki majmun
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Slika 17. Analiza glavnih komponenti glikanskih profila svih odraslih jedinki uklju¢enih u analizu.
U analizu su ukljuéene sve regije osim malog mozga. Svaka boja i simbol predstavlja odredenu vrstu

kako je navedeno u legendi.
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Analiza glavnih komponenti za glikanske profile odraslinh ljudi i fetusa (slika 18) pokazuje
jasnu promjenu glikanskog profila mozga Covjeka sa starenjem, a osobito je jasna razlika
izmedu fetalnog i odraslog razdoblja; glikanski profili analiziranih fetalnih uzoraka se nalaze
izmedu Stakora i primata nakon analize glavnih komponenti svih vrsta i razvoja (dodatak 5).
Takoder, i u ovom slucaju glikanski profil malog mozga se razlikuje od ostalih regija mozga
grupirajuéi se odvojeno. Nakon $to je uoceno takvo ponaSanje glikanskog profila tijekom
razvoja, napravljena je ista analiza za 344 gena ukljucena u glikozilacijugs. Kao sto je vidljivo
na Slici 18 i Slici 19 postoji preklapanje izmedu analiziranih N-glikanskih profila i ekspresije
gena ukljuéenih u glikozilaciju tijekom razvoja. Takoder, isto se vidi grupiranje fetalnih

uzoraka u zasebnu skupinu od skupine gdje se nalaze uzorci nakon rodenja.
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Slika 18. Analiza glavnih komponenti glikanskih profila razli¢itih stadija razvoja ¢ovjeka. Svaka
boja predstavlja odredenu dob, kako je navedeno u legendi. Skupinu “Stari” ¢ini samo jedna osoba
od 82 godine, dok su ostale osobe bile mlade od 40 godina. DFC — kora velikog mozga (eng. dorsal
frontal cortex), HIP — hipokampus, STR — strijatum, CBC — mali mozak (eng. cerebellum cortex).
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Slika 19. Analiza glavnih komponenti ekspresije 344 gena uklju¢enih u glikozilaciju® tijekom
razvoja Covjeka. Svaka boja predstavlja odredenu 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), Neonatalna i rana dojenacka (rodenje — 6 mjeseci), Kasna
dojenacka (6 — 12 mijeseci ), 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 (60 i vise godina).

4.5. Analiza N-glikana mozga spektrometrijom masa

Nakon HILIC-UPLC analize, frakcije pojedinaénih kromatografskih pikova su skupljene
kako je to opisano u Poglavlju 3.3.7.2. i prema integriranju prikazanom na Slici 14. Svaka
pojedinacna frakcija je osuSena do suha te esterificirana (Poglavlje 3.5.1.) radi stabilizacije,
neutralizacije 1 razlikovanja sialinske kiseline vezane 02,3 1 02,6 vezom. Esterifikacija je
provedena etanolom uz pomo¢ EDC 1 HOBt. Nakon esterifikacije uzorci su procisceni
vezanjem na pamuk i procis¢eni 85 %-tnom acetonitrilom u ultra Cistoj vodi, te eluirani ultra
¢istom vodom. ProciS¢eni esterificirani glikani su osuSeni do suha te analizirani MALDI-
TOF-MS-om kako je to opisano u Poglavlju 3.5.3., a za kalibraciju je koriStena humana
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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taj nacin je snimljeno ukupno 2 000 MS spektara te su svi koristeni kako bi se dobio $to bolji

uvid u N-glikanske strukture prisutne u mozgu (slika 20).
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Slika 20. Reprezentativni spektar masa za kromatografski pik GP7 kore velikog mozga Covjeka.
Masa 1808,801 je masa dominantne glikanske strukture u navedenom kromatografskom piku. | —

intenzitet; m/z — omjer mase i naboja (z = 1).

Za svaku masu za koju je to bilo moguce, ovisno o intenzitetu za odredenu masu na MS
spektru i o broju masa koje su vidljive u MS spektru za pojedinacan kromatografski pik,
napravljena je tandemska spektrometrija masa. Na taj je nafin snimljeno 5698 MS/MS
spektara, a s obzirom da su se jednake glikanske strukture nalazile u istim kromatografskim
pikovima, ali u razli¢itim vrstama i regijama, za svaku je glikansku strukturu odabran MS/MS

spektar kod kojeg je bilo najviSe fragmenata koji su kasnije bili korisni pri odredivanju
strukture (slika 21).
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Slika 21. Reprezentativni spektar masa nakon tandemske spektrometrije masa za masu 1808,801

kromatografskog pika GP7 kore velikog mozga ¢ovjeka. I — intenzitet; m/z — omjer mase i naboja
(z=12).
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Strukture su se asignirale na nacin kako je to opisano u Poglavlju 3.5.4., tj. osim informacije
dobivene tandemskom spektrometrijom masa (tablica 10) koriStene su informacije o
glukoznim jedinicama kako je to opisano u Poglavlju 3.3.7.1., a GU jedinice su dane u Tablici

11 za svaki kromatografski pik.

Tablica 10. Strukturno informativni fragmenti i gubitci mase nakon tandemske spektrometrije masa
opisane u Poglavlju 3.5.4. GIcNAc — N-acetil glukozamin, AB — aminobenzamid.

Strukturno informativni

fragmenti / m/z

Kompozicija

Interprentacija

gubitak mase / Da

296,0741 laktonizirana sialinska kiselina 02,3 sialinska kiselina
342,1159 etil-esterificirana sialinska kiselina 02,6 sialinska kiselina
372,1265 fukozilirani antenarni GIcNAc antenarna fukoza
4581269 laktonizirana sialinska kiselina s jednom a2,3-sialinizirana
heksozom galaktoza
etil-esterificirana sialinska kiselina s 02,6-sialinizirana
504,1688 jednom heksozom galaktoza
510,1371 fukozilirani kraj s 2-AB srzna fukoza
534,1793 dvije heksoze s jednim GIcNAc-om fukozilirana antena
713,2164 dva GIcNAc-a s fukozom i 2-AB-om srzna fukoza
6612063 laktonizirana s!allnska kiselina s heksozom 02,3-sialinizirana
i GICNAc-om antena
etil-esterificirana sialinska kiselina s a2,6-sialinizirana
707,2481 heksozom i GICNAc-om antena
807 2642 laktonizirana sialinska kiselina s hekozom, 02,3-sialinizirana i
' fukozom i GIcNAc-om fukozilirana antena
932,2907 tri GIcNAc-a s jednom fukozom i 2-AB- struktura s ra¢vaju¢im
om GIcNAc-om
SIS (AT Kompozicija Interprentacija

-341,0899 GIcNAc s 2-AB-om bez srzne fukoze
4351377 laktonizirana sialinska kiselina s jednom a2,3-sialinizirana
heksozom galaktoza
481,1795 etll-esterl_flmrana sialinska kiselina s 02,6-sialinizirana
jednom heksozom galaktoza
-487,1478 GIcNACc s 2-AB-om i fukozom srzna fukoza
laktonizirana sialinska kiselina s heksozom 02,3-sialinizirana
-638,217 .
i GIcNAc-om antena
etil-esterificirana sialinska kiselina s a2,6-sialinizirana
-684,2589 heksozom i GIcNAc-om antena
784 975 laktonizirana sialinska kiselina s o2,3-sialinizirana i
' heksozom, fukozom i GIcNAc-om fukozilirana antena
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Tablica 11. Glukozne jedinice za svaki kromatografski pik nakon HILIC-UPLC analize. Vremena
zadrzavanja pojedinih glikana pretvorena su u glukozne jedinice nakon $to je sustav kalibriran prema
vanjskom standardu hidroliziranih i fluorescentno obiljeZenih oligomera glukoze (2-AB obiljezenim
dekstranom) kao §to je opisano u Poglavlju 3.3.7.1. GU—glikozne jedinice (eng. glucose units).

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 / /

Prvi korak prilikom odredivanja struktura je bilo traZzenje svih mogucih kompozicija pomocu
racunalnog alata GlycoMod unose¢i masu u Daltonima te indicirajuci adukta, u ovom slucaju
je to bio ion natrija, i modifikaciju, glikani su bili obiljezeni 2-AB-om. Nakon dobivanja
najizglednije Se¢erne kompozicije, koriSten je ra¢unalni alat GlycoWorkbench u kojem bi se
moguca SeCerna kompozicija prikazala s modifikacijom 1 aduktom te izracunali svi moguci
fragmenti za takvu strukturu ukoliko je za nju bio snimljen MS/MS spektar. Na MS/MS
spektru za analiziranu strukturu bi se trazili fragmenti ili gubitci mase koji bi mogli uputiti na
odredenu glikansku strukturu, a kad bi se doSlo do glikanske strukture onda bi se pretrazila
NIBRT GlycoBase baza podataka gdje bi se pomo¢u GU jedinica vidjelo je 1li moguce da
takva struktura eluira u navedenom kromatografskom piku, tj. da se dokaze da ta struktura
nije kontaminacija nekog od prethodnih ili sljede¢ih kromatografskih pikova, kao niti

fragment od glikanskih struktura koje eluiraju u analiziranom kromatografskom piku. Na
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navedeni nacin su od pocetne 3504 mase snimljene nakon MALDI-TOF-MS analize dobivene
702 glikanske strukture rasporedene prema kromatografskom piku, regiji i vrsti. Za svaku
glikansku strukturu je izraCunat njen udio za svaki kromatografski pik te su sve glikanske
strukture koje su ¢inile manje od 10 % udjela u kromatografskom piku za sve regije, vrste i
stupnjeve razvoja uklonjene iz tablice te je tako dobivena konacna tablica s 296 glikanskih
struktura (tablica 12) kojima se mogu pripisati rezultati nakon HILIC-UPLC analize
(Poglavlje 4.4.). Od navedenih 296 glikanskih struktura, najveci broj prisutnih struktura, njih
154, sadrzava sialinsku kiselinu od kojih samo 19 (6,5 % svih struktura) ima isklju¢ivo a2,6
dok je njih 56 (19,0 % svih struktura) ima isklju¢ivo 02,3 vezanu sialinsku kiselinu. Ostatak,
njih 79 (26,9 % svih struktura) ima kombinaciju tih dviju veza sialinskih kiselina, ali u tim
kombinacijama moze se vidjeti puno veci broj sialinskih kiselina vezanih 02,3 vezom. Od
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. Jedina struktura sa sulfatom koja je ¢inila vise od

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
¢inile vise od 10 % odredenog kromatografskog pika prema analiziranoj vrsti i regiji mozga. Za sve strukture gdje je to bilo mogucée dan je opis
prema Oxford nomenklaturi®, a za ostale je dan samo sastav. Na mjestu gdje nije detektirana odredena glikanska struktura se nalazi prazna siva
¢elija. 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.

Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %
Kromatografski | Masa/ | Glikanska = =
pik Da struktura Odrasli covjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
1199,5 FM3 99 98 95 45 92 91 94 97 96 98 99 98 97 84 99 98 86 89 90
ort 1256,5 BM3 55 16 14 11 10
1215,4 M4 100 | 61 78 83 44 70 45 70 88 | 100 | 100 | 90 | 100 | 76 89 89 20 36 44 55
op2 1402,5 FAl 39 22 17 56 30 55 30 12 10 24 11 11 80 64 56 45
1402,6 FA1 91 78 78 96 82 98 95 98 89 95 92 97 83 68 76 87 46 32 49 47
ors 1459,6 A2 22 22 18 11 17 32 24 13 54 68 51 53
1361,5 Fm4 94 93 85 81 77 67 83 67 69 78 77 85 78 91 76 89 67 57 69 56
opd 1418,5 AlM4 15 19 23 33 17 33 31 22 23 15 22 24 11 33 43 31 44
1605,6 FA2 64 76 75 89 40 33 39 34 50 73 90 86 85 69 86 84 97 93 93 94
ops 1662,6 A2B 36 24 25 11 60 67 61 66 50 27 14 15 31 14 16
GP6 1377,5 M5 100 | 99 99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 98 99 | 100
1808,7 FA2B 99 98 94 99 98 99 | 100 | 100 | 100 | 100 | 53 | 100 | 94 93 88 92 99 97 95 92
o7 1824,7 | A2[6]BG1 47 12
1523,7 FM5 68 37 82 74 78 60 82 12 38 47 39 66 80 69 73
1767,7 | FA2[6]G1 14 13
GP8
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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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa/ Glikanska
pik Da struktura Odrasli ¢ovjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP DFC | STR | CBC | HIP DFC | STR | CBC | HIP DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC HIP DFC | STR | CBC
1580,6 A1M5 11 12
GP9
1767,7 FA2[3]G1 96 91 88 90 95 97 99 96 97 97 97 95 94 94 97 94 88 85 81 89
1539,5 M6D3 12 30 42 58 18 14 54 22 24 72 31 67 68 96 62
1971,0 FA2BG1 11 81
GP10
2011,9 FA4 66 47 31 23 16 25 70 67 55 95
2072,7 FA3SulfatG1l 75 27 69 52 59 20 20 14 27 32 31
1539,6 M6D1 17 21 13 10 15 18 19 53 65 69 45
1783,8 A2G2 30 11 15 31 12 13
GP11
1970,9 FA3G1 34 14 16 11 55 75 38 37 26 42 23 25 25 22 14 16 11
2011,9 FA3B 29 78 61 78 13 12 33 25 55 53 65 48 49 59 58 17 20 18 42
1539,8 M6D2 86 91 82 98 98 94 93 98 94 93 87 95 92 94 92 93 97 95 94 98
GP12
1971,1 FA3G1 13 10 12
1710,7 HAN3F2 25 27 17 13 15 22 18 20 10 10
1726,7 FA1M5 14 20 29 21 23 15 18 16 20 17 11 23 29 35 36 26 75 70 68 44
GP13
1783,7 A1BM5 19 12 33 29 29 37 32 22 18 34 37 33 14 57 31
1970,8 FA3G1 64 47 33 29 35 41 39 31 40 45 79 37 29 23 43 17 16 13 15 23
GP14 1970,9 A3F1G1 100 | 100 99 100 | 100 98 99 100 | 100 99 100 | 100 96 96 96 94 100 94 96 98
1913,9 FA2F1G1 93 82 82 95 50 56 77 51 82 75 93 92 79 71 95 80 97 97 96 94
1945,8 H6N4 17
GP15
1970,9 A3F1G1 33 31 14 34 12 14
2173,9 FA4G1 16
GP16 1929,9 FA2M5 99 95 83 99 93 90 99 99 98 97 99 99 84 87 95 97 89 86 92 97
GP17 2116,8 | FA1F1G1LacDiNAc 98 96 93 96 97 96 99 100 99 99 99 96 92 100 97 92 95 96 93 97
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa / Glikanska
pik Da struktura Odrasli ¢ovjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
1701,9 M7 95 90 80 92 96 96 95 99 89 94 91 95 85 84 77 95 91 91 89 99
opas 1873,0 FA1F1G1M4 19 10 14 14 21
2000,4 FA1G1S[3]1M4 17 13
GP19
2075,7 FA1F1G1BM4 95 98 99 100 83 79 96 92 97 96 100 | 100 98 99 99 100 100 84
2087,0 FA2G1S[6]1 11 30 20
1888,7 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
ep20 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
2447,0 HANG6F1L1 23 17 23 46 28
GP21 1888,8 A1F1G1M5 54 50 91 60 85 77 76 67 85 68 97 45 39 93 46 65 69 38 18
2320,0 HANG6F2 23 27 21 15 11 19 30 54 38 25 53 35 30 56 80
2446,9 HANG6F1L1 24 12
GP22 2091,8 FA2G1M5 14 20 26
2320,0 HANG6F2 74 95 89 89 85 100 90 100 84 82 94 95 76 83 91 94 86 80 69 93
2103,2 A2G2S[6]1 16 18 57 50 35 44
2447,3 HANG6F1L1 12
GP23
1863,5 M8D2,D3 25 71 53 28 13 20 29 31 36 39 73 34 25 47 66 58 86 57
2278,9 FA2F1BG2 46 17 19 30 13 17 30 13 50 29 48 12 36 45 46 24 30 13
GP24 1863,7 M8D1,D3 100 | 100 | 100 99 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 99 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa / Glikanska
pik Da struktura Odrasli ¢ovjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC

2145,9 H5N3F2L1 15 18
2162,3 FA1G1S[3]1M5 28 11 32
2034,9 HEN3F2 35 59 41 82 36 59 63 84 25 76 37 38 68 33 35 15 57 23
2075,8 A2F2G2 32 32 14 38 57 14 14

GP25
2222,1 FA2F2G2 38 15 10
2237,8 FLacDiNacF1M6 14 66 11 28 17 28 21 44
2279,1 H5N5F2 17 11 35 25 23 12
2482,1 A4F2G2 19
2161,8 FA1G1S[3]1M5 26 49 57 26 10
2117,7 H4NSF2 16

GP26 2238,0 FLacDiNacF1M6 73 97 91 82 100 44 43 74 70 86 97 90 82 79 96 68 93 93 91 94
2481,9 A4F2G2 15
2523,1 H4N7F2 21
2118,9 H4NS5F2 22 23 17 40
2249,0 A2F1G2S[6]1 84 52 77 38 100 60 29 66 85 26 21 15
2650,0 | FLacDiNAc2S[6,6]2 13

GP27 2237,9 FLacDiNacF1M6 21 15 17 17 18
2262,9 H4NS5F3 14 31 11 29 23 22 33 28 17 16
2424,9 FA2F2BG2 29 17 45 37 73 28
2481,9 A4F2G2 33 100 50 18 29 13 26 29 55 14 27 38
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %
Kromatografski | Masa/ Glikanska - -
pik Da struktura Odrasli ¢ovjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC

2349,3 | FA2F1G2S[3]1 18 14 50
2452,4 FA3G2S[6]1 16 13 13 33 32 18 14

GP28 2221,8 FA2F2G2 11 33 34 33 17 18 13 26 34
2237,8 HEN4F2 21 12 16 21 33 15 21 35 20 19 42 30 22 40 23 29 38
2482,0 A4F2G2 32 33 22 31 33 32 45 50 24 36 45 27 27 55 20 47 40 21 25
2348,9 | FA2F1G2S[3]1 40 40 14 17 12 17 10
2365,5 FA2G3S[3]1 12

GP29
2025,8 M9 24 17 39 11 46 14 26 24 18 22 57 27 66 51
2222,0 FA2F2G2 93 91 71 94 60 53 81 67 55 79 53 84 46 41 77 34 32 61 29 26
2025,8 M9 91 89 92 77 69 62 71 88 86 90 86 93 60 70 81 70 93 70 80 87

epso 24249 FA3F2G2 11 19 30 35 29 12 13 14 28 29 19 29 29 19 12
2476,3 FA2G2S[3,3]2 12
2551,9 | FA3F1G2S[3]1 27 10 15 18 12 16
2754,9 | FA4F1G2S[3]1 38 16
2025,7 M9 35 17 39 56 15 26 88 12 17 13 11 23 14 38

epst 24249 FA3F2G2 84 86 54 60 40 28 46 42 49 14 32 35 12 97 54 16
2440,9 HENS5F2 12 11
2628,0 H5N6F3 12 24 11 17 14
2643,9 FA4F1G3 18 21
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa/ Glikanska - »
pik Da struktura Odrasli covjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
2440,9 FA3F1G3 40
2552,4 FA3F1G2S[3]1 17 14 11 11 25 14 14 33 12
2627,9 FA4F2G2 22 14 65 25 23 20 12 88 21 25 81 79 30 37
GP32 2755,1 FA4F1G2S[3]1 32 56 72 20 79 83 50 64 63 79 77 50 11 33 41
2498,2 H6N6F1 26 29
2644,3 FA4F1G3 26 31
2701,3 FA4G3B 16
2422,1 A2G2S[6,6]2 22 36 11 10
GP33 2754,9 FA4F1G2S[3]1 33 15 25 16 42 38 39 44 37 38 16 20 25 14
2628,2 H5N6F3 44 77 65 92 91 54 70 95 45 47 54 92 36 57 59 78 87 77 70 82
2422,4 A2G2S[6,6]2 70 43 59 98 98 88 98 22 17 61 13
2598 FA3F1G2S[6]1 24 21 38 22 53 43 42
GP34 2755,1 FA4F1G2S[3]1 18 15 27 18 26 27 16 26 32 18 47
2628,0 H5N6F3 22 28 26 36 30 100 15 36 37 32 25 100 63 38 25
2644,2 H6N6F2 14
2494,9 H5N4F3L1 12 11
2598,9 FA3F1G2S[6]1 94 31 100
2714,3 FA3F1G3S[3]1 24 33 15 35 29 25
GP35 2755,4 FA4F1G2S[3]1 19
2882,4 H5N6F1L2 15 25
2187,9 | M10/M9Glucl | 99 92 16 100 63 100 67 93 59 31 100 51 100 73 96 72
2831,1 H5N7F3 32 15 13
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa/ Glikanska - -
pik Da struktura Odrasli covjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
2494,9 H5N4F3L1 43 33 32
2614,3 A3F1G3S[6]1 33 14 19 21
2638,2 HEN4F1L2 33 23 24 16 36 27
GP36 2668,3 | FA2F1G2S[3,6]2 | 33 35 38 87 40
2881,9 H5N6F1L2 14 11 15
2187,8 | M10 /M9Glucl 66 100 | 95 100 | 100 100 18 87 100 37
2831,3 H5N7F3 49 17 100
2568,1 A3F1G3S[3]1 16 20 24 18 53 19 36 26
2587,1 FA3F2G3 10 12 19 14 13 39 62 50
2668,1 | FA2F1G2S[3,6]2 | 23 22 21 36 35 13 29 21 29 13
2702,0 HEN7F1 16
GP37
2790,2 H6N6F3 12 47 33 45 58 13 37 16 18 12
2831,2 H5N7F3 55 28 23
2546,0 H7N4F3 10 42 13 13
2669,4 H4N7F3 49 61 39 36 35 13 29 21 13
2714,1 FA3F1G3S[3]1 26 18 21 20 22 100 24 24 22 18 63 38 18 32
2794,8 | FA2G2S[3,3,6]3 13 14 75 56 12 12 13
3074,3 H5N6F2E1L1 17 25 35 30 18 29 12 13 26
GP38 2546,3 H7N4F3 24 31 14
2587,2 FA3F2G3 30 23 18 100 22 18 16 40 30 17 49 12
2733,3 FA3F3G3 12 13 22 34
2790,3 FA4F2G3 12 27 22 12 13 43 14
GP39 2790,3 FA4F2G3 100 | 100 100 100 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa / Glikanska - »
pik Da struktura Odrasli covjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
2841,2 | FA3G3S[3,3]2 12 | 24
2887,3 HENS5F1E1L1 18
2933,3 H6NSF1E2 33
3044,4 H6N6F1L2 12 38
GP40
3090,4 H6N6F1E1L1 17
2790,2 FA4F2G3 31 27 25 12 25 15 16
2847,2 H6N7F2 18
2993,1 H6N7F3 14 17 75 80 25 47 53 67 27 39
2906,2 H6NS5F3E1 17 43 18
2933,3 H6NS5F1E2 13 21 17 29 47 17 25
3044,4 HEN6F1L2 19 14 23 21
3063,4 HEN6F3L1 20 100 31 25 17 25
3090,5 HEN6F1E1L1 11
GP41
2587,1 FA3F2G3 11 19
2733,2 FA3F3G3 43 22 81 33 36 18
2790,2 HENG6F3 11
2847,2 HEN7F2 17
2936,3 FA4F3G3 24 39 29 100 65 33 47 17 62 36
2749,4 H5N4F1L3 14
3063,5 | FA3F2BG3S[3]1 36 31 18 100 | 79 41 46 18 66 63 78 59 26 59
epaz 2733,2 FA3F3G3 96 62 66 82 61 14 56 46 92 80 10 20 13 23 96 65 22
2847,2 HEN7F2 14
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa / Glikanska
pik Da struktura Odrasli ¢ovjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC

2860,3 H6NS5F3L1 32 60 62 27 55 69 88 70 66 94 68 33 37 81 21 70 89
2987,3 H5N4F2E2L1 24 15 13 13 11
3033,3 H6N5F2E1L1 13

GP43
3114,4 H6N5F1L3 12 11 12 19
3247,5 H5N6F1E2L1 25
2733,2 FA3F3G3 12 44 21
2987,5 H6N5F2L2 49 12 15 13 11 30 41 19
3063,3 H6N6F3L1 19 17
3190,4 H6NG6F2L2 12 10 13

GP44
2847,3 H6N7F2 11
2936,4 H6N6F4 92 95 92 64 25 100 | 100 64 68 62 86 44 53 59 31 81 43 41
2952,1 H7N6F3 10 19
2979,3 A4F1G4S[6]1 40 14 20 13 25
2987,7 | FA2F1G2S[3,6,6]3 18 27 21 20 13 27 14 17 27
3063,2 H6N6F3L1 22 25 13 25 15 24 18 21 37 34 45 19 36
3114,5 H6N5F1L3 25 12

GP45 3160,2 H6NSF1E1L2 14 17
2847,4 H6N7F2 13
2936,3 FA4F3G3 60 56 79 40 31 30 56 10 100 19 66 10 44 11
2952,2 H7N6F3 12
2993,3 H6N7F3 16
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa/ Glikanska
pik Da struktura Oderasli ¢ovjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC

2906,5 FA3F2G3S[6]1 32 34 26 20 21 33 17 16 25 62 56
3063,4 H6N6F3L1 24 35 29 33 13 13 15
3082,5 H6N6F5 12
3114,7 | FA3G3S[3,3,3]3 53 21 17 17 25 22
3190,8 H6NG6F2L2 18 12 17 17 22 38 42

GP46
2512,0 H12N2 12 22
2936,4 HENG6F4 19 11
2952,4 H7N6F3 13 16 14
3119,5 H7N6F2S1 13
3139,6 FA4F3BG3 40 10 84 13 75 18 49 12 11
3033,4 | FA3F1G3S[3,6]2 54 30
3079,3 H6N5F2E2 13
3155,4 H7N7F3 14

GP47 3236,1 HEN6F2E1L1 12 20
3266,7 | FA4F2BG3S[3]1 56 45 51 25 50 100 100 33 60 46 63 39 52 24
2936,4 HEN6F4 56 14 25 39 52 35 24
3139,6 HEN7F4 44 11 44 61 34 64 12 11 52
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa/ Glikanska - -
pik Da struktura Odrasli ¢ovjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
3179,5 | FA3F2G3S[3,6]2 50 48 64 64 36 23 18 19
3206,4 | A3F1G3S[3,6,6]3 18 21 27
3317,4 | FA3BG3S[3,3,3]3 | 33 17 25 17 22
3393,5 HEN7F2L2 17 38 18 62 28 16 31 12 45
GP48 3394,6 H4N9F3E1 17
3421,6 H5N10F1L1 13
3440,1 H3N9F1L3 13
3510,2 H4NS8F3E2 13
2936,4 HENG6F4 100
3133,5 | FA3F2G3S[3,3]2 10 14 10 25
3206,8 H7N6F1L2 15
3266,5 H6N7F3L1 10 14 12 13
GP49 3520,7 H6N7F1L3 71 22 75
2936,4 HENG6F4 48
2952,3 H7N6F3 14
3139,4 H6N7F4 75 70 100 41 60 66 20
3225,7 H7N6F3L1 21
3308,0 | A3BG3S[3,3,3]3 14 18 41 27
3336,6 HEN6F3L2 22 35 19 11
GP50 3382,6 HEN6F3E1L1 18 22 14
2952,4 H7N6F3 14
3098,2 H7N6F4 91 24 20 54 13 78 100 22
3139,6 HEN7F4 13
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa/ Glikanska - »
pik Da struktura Odrasli covjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
3225,5 H5N5F1L4 25 60 29 23 44 17
3266,5 HEN7F3L1 23 50
3393,6 H5N6F2E2L1 20 12
3429,1 HEN6F3E2 20
GP51 2613,2 A4F4G1 60 38 67 43 22 22 67 77
2952,4 H7N6F3 14 24
3009,8 H7N7F2 15 14
3098,4 H7N6F4 40 26 100 24 29 22 20 22 18 33
3301,5 H7N7F4 25 22 15 15 22
2707,7 H8N4F3 11
2952,3 H7N6F3 55
3098,4 H7N6F4 12 100 45
3206,3 H6NSF1E2L1 16 27 13
3225,6 H5N5F1L4 11 26 16 16
GP52
3352,5 | FA3F1G3S[3,6,6]3 24 22 27 38 43 31 32 26 35 34 24 31
3428,6 H7N7F3L1 16 11
3463,8 HEN6F2L3 16
3479,6 H7N6F1L3 20
3525,6 H7N6F1E1L2 16 15
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa/ Glikanska - =
pik Da struktura Odrasli covjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
3019,4 H7N4E2L1 90 49 19
3098,4 H7N6F4 10 55
3225,5 H5N5F1L4 14
3260,5 H5N4F2E2L2 32 14
GP53
3265,7 HANG6F1L4 22
3273,6 H4NSF4E1L2 14 14
3417,2 FA4F3G4S[6]1 20 16 28
3479,6 FA4G4S[3,3,3]3 31 100 | 53 39 28 25 52 49
3098,4 A4F4G4 14 28
3225,5 H5N5F1L4 13
3244,1 FA4F4AG4 72 29 45 67 54 48 46 23 17 27 12 20
3266,5 HANG6F1L4 19
GP54 3352,5 H6N5F2E2L1 19
3370,9 | FA3F1G2S[3,3,8,8]14 | 23 61 47 47 100 95 40 45 50 52 61 58 36 83 21 61
3411,9 H7N4F3E1L2 19
3497,7 H6N5F3E2L1 18
3526,7 H7N6F1E1L2 13 13
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %
Kromatografski | Masa/ Glikanska
pik Da struktura Odrasli covjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
3225,5 H5N5F1L4 16
3266,5 HANG6F1L4 27
3352,6 HEN5F2E2L1 24
3448,0 H5N6F3L3 29 73 18
GP54b
3498,7 H6N5F3E2L1 43 46 56 34 65 72 61 40 33 23 18 53
3574,7 H5N6F2L4 29 17 20 25 24 10 18 22 44 27 23
3671,8 H6N5F2E3L1 14 15
3701,6 H6N6F3E2L1 17 21 12 11 11 24 14 18 24
3133,4 H5N4F3E2L1 24
3225,5 H5N5F1L4 60
3405,6 H7N5L4 19
3428,4 H5N6F1L4 16
GP55
3625,6 H7N6F2L3 60 65 54 59 100 81 100 89 35 19 26 72
3753,3 | FA4G4S[3,3,3,3]4 | 20 14 15 10
3798,3 | FA4G4S[3,3,3,6]4 17 19 23 17 48
3828,7 H7N7F2L3 20 10 18
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Udio glikanske strukture u MS spektru pojedinaénog kromatografskog pika / %

Kromatografski | Masa / Glikanska
pik Da struktura Odrasli ¢ovjek Fetus Cimpanza Makaki majmun Stakor
HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC | HIP | DFC | STR | CBC
3359,6 HS5N4F3E1L3 18 14 18 16
3516,9 HSNSF3L4 38
3671,7 H6N5F2E3L1 13 24 16 10
GP56
3752,5 FA4GA4S[3,3,3,3]4 15 13 32 100 | 38 67 16 13 44
3817,7 H6NSF3E3L1 35 43 25 21 33
3844,6 H7N6F1E2L2 26
3404,2 H7N5L4 36 28 26 15 16
3428,4 H5N6F1L4 100
3798,6 FA4GA4S[3,3,3,6]4 69 16 29
GP57
3817,7 H6N5F3E3L1 51 69 19 23 16 13
3845,6 H8N4F3E1L3 13 15 58 18
3944,9 | FA4F1G4S[3,3,3,6]4 35 49 13 31 30 57 34 24
3532,0 H5N7E1L3 21 35 82
3798,8 FA4GA4S[3,3,3,6]4 69
GP58
3844,7 H7N6F1E2L2 71 31
4071,9 H5N8F2E2L2 100 100 57 14 100 | 100
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U Tablici 12 se vidi da veliki broj kromatografskih pikova ima jednake glikanske strukture
bez obzira na razliCite vrste, regije i stupnjeve razvoja. Tako se moze vidjeti da u 38
kromatografskih pikova dominiraju neutralne glikanske strukture. Od neutralnih glikanskih
struktura u 17 kromatografskih pikova dominantna struktura je oligomanozna ili hibridna; to
su kromatografski pikovi GP1, GP2, GP4, GP6, GP8, GP12, GP16, GP18, GP19, GP20,
GP21, GP23, GP24, GP26, GP30, GP35 i GP36. U kromatografskom piku GP8 oligomanozna
struktura FM5 je glavna glikanska struktura u svim regijama osim u kori velikog mozga i
malom mozgu odraslog covjeka, hipokampusu makaki majmuna te u svim regijama mozga
¢impanze; u svim navedenim regijama su glavne kompleksne strukture (uglavnom A4). Kod
kromatografskog pika GP20 je prisutno nekoliko hibridnih struktura; FA2G1M5 je glavna
struktura za vecinu regija, osim kore velikog mozga 1 strijatuma Stakora, malog mozga makaki
majmuna i ¢impanze gdje je glavna struktura A1F1GIMS, dok je kompleksna struktura
FA1F1Gl1LacDiNAc glavna struktura u kori velikog mozga i malom mozgu covjeka i
strijatumu ¢impanze. Glikanska struktura FA2G1S[6]1 je jedino glavna u kori velikog mozga
fetusa te je to jedina regija gdje je kompleksa nabijena struktura dominantna za navedeni
kromatografski pik.

U kromatografskom piku GP21 glavna glikanska struktura je hibridna A1F1G1M5
osim u malom mozgu ¢impanze, makaki majmuna 1 Stakora te strijatumu Stakora gdje je
glavna kompleksna struktura H4AN6F2; nabijena kompleksna struktura HANG6F1L1 je jedino
dominantna u hipokampusu makaki majmuna. Oligomanozna glikanska struktura M8 je
glavna struktura kromatografskog pika GP32, osim u svim regijama mozga fetusa gdje je
glavna nabijena kompleksna struktura A2G2S[6]1, a kod ¢impanze i makaki majmuna je u
svim regijama mozga osim u malom mozgu glavna kompleksna struktura FA2F1BG2. U
kromatografskom piku GP35 glavna je struktura M9Glucl u svim regijama i vrstama, osim u
kori velikog mozga i malom mozgu fetusa gdje je glavna kompleksa nabijena struktura
FA3F1G2S[6]1. Glavna struktura kromatografskog pika GP36 je jednaka onoj u
kromatografskom piku GP35 s tim da u hipokampusu i strijatumu Covjeka podjednako
dominira nekoliko razli¢itih kompleksnih nabijenih glikanskih struktura, kao i u hipokampusu
1 kori velikog mozga ¢impanze, hipokampusu i malom mozgu makaki majmuna te kori
velikog mozga Stakora. Neutralna kompleksna struktura HSN7F3 je glavna jedino u malom
mozgu Stakora i Cimpanze za navedeni kromatografski pik. Od ostalih kromatografskih

pikova u kojima dominiraju neutralne strukture, u njih 19 su glavne bile kompleksne
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neutralne glikanske strukture. Ti kromatografski pikovi su GP3, GP5, GP7, GP9, GP11,
GP14, GP15, GP17, GP22, GP25, GP29, GP31, GP33, GP39, GP40, GP44, GP45, GP50 i
GP51. U vecini navedenih kromatografskih pikova je dominantna jedna neutralna kompleksna
struktura, ali to nije slucaj sa svima.

Tako u kromatografskom piku GP11 glikanska struktura FA3B je glavna u svim
vrstama osim u mozgu Stakora gdje je to M6, a u fetalnom mozgu je to FA3G1l. Kod
kromatografskog pika GP25 glavna je struktura HON3F2, osim u kori velikog mozga covjeka
1 Stakora gdje je to hibridna struktura FLacDiNAcF1IM6, a u malom mozgu ¢impanze je
kompleksna struktura A2F2G2. Za sve vrste je dominantna glikanska struktura u
kromatografskom piku GP29 FA2F2G2, osim za hipokampus, strijatum i mali mozak Stakora
kod kojih je glavna oligomanozna struktura M9. U kromatografskom piku GP31 glavna
neutralna kompleksna struktura je FA3F2G2, osim u malom mozgu fetusa i Stakora te
strijatumu ¢impanze gdje je to oligomanozna struktura M9. Kod kromatografskog pika GP44
jedino je u kori velikog mozga fetusa glavna kompleksna nabijena glikanska struktura
H6N5F2L2, dok je kod svih ostalih to neutralna kompleksna struktura H6N6F4. Glavna
glikanska struktura u kromatografskom piku GP45 je neutralna kompleksna struktura
FA4F3G3, osim za hipokampus, koru velikog mozga 1 mali mozak Stakora te mali mozak
makaki majmuna gdje je glavna nabijena kompleksna struktura HGN6F3L1 koja je, takoder,
glavna struktura zajedno s HGN5F1L3 u kori velikog mozga fetusa. U kromatografskom piku
GP50 glavna neutralna kompleksna struktura je H7N6F4, osim u hipokampusu makaki
majmuna gdje je to nabijena kompleksna glikanska struktura A3BG3S[3,3,3]3 i u strijatumu
odraslog covjeka u kojem je glavna nabijena kompleksna glikanska struktura HON6F3L2.

Kromatografski pik GP51 uglavnom sacinjavaju neutralne kompleksne glikanske
strukture kao $to je A4F4G1 u hipokampusu odraslog ¢ovjeka, kori velikog mozga fetusa,
hipokampusu 1 strijatumu ¢impanze te hipokampusu i kori velikog mozga Stakora. U
strijatumu odraslog Covjeka je glavna neutralna glikanska struktura H7N6F4, dok su kod
ostalih prisutne nabijene kompleksne glikanske strukture kao Sto je HSNSF1L4 u malom
mozgu odraslog covjeka i strijatumu makaki majmuna; u strijatumu Stakora je glavna druga
nabijena kompleksna glikanska struktura HGN7F3L1. U kromatografskim pikovima GP10 i
GP13 su podjednako zastupljene oligomanozne, hibridne i kompleksne neutralne glikanske
strukture. Tako je u kromatografskom piku GP10 u hipokampusu i malom mozgu odraslog

covjeka, ¢impanze i Stakora, kao 1 u malom mozgu makaki majmuna glavna oligomanozna
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M6 glikanska struktura, dok je u ostalim regijama neutralna kompleksna FA4, osim u
hipokampusu makaki majmuna gdje je to FA2BG1. U kromatografskom piku GP13 odnosi su
jos kompleksniji; jedino u mozgu Stakora za navedeni kromatografski pik dominira samo
jedna glikanska struktura u svim regijama — hibridna FA1M5, a kod ostalih vrsta i regija su
sve glikanske strukture pronadene u navedenom kromatografskom piku podjednako
zastupljene, osim u hipokampusu i kori velikog mozga odraslog Covjeka i Cimpanze,
strijatumu ¢impanze 1 kori velikog mozga fetusa u kojima je glavna neutralna kompleksna
glikanska struktura FA3G1, a u malom mozgu ¢impanze je to hibridna struktura A1BMS.

Nabijene kompleksne glikanske strukture su bile dominantne u 12 kromatografskih
pikova: GP27, GP32, GP34, GP43, GP47, GP48, GP53, GP54b, GP55, GP56, GP57 i GP58.
Za razliku od kromatografskih pikova s dominantnim neutralnim glikanskim strukturama gdje
je u pojedinom kromatografskom piku dominirala samo jedna glikanska struktura u svim
regijama i vrstama, kod kromatografskih pikova kod kojih dominiraju nabijene strukture
takvih slucajeva nema, nego dominacija odredene glikanske strukture ovisi o vrsti, regiji i
razvoju. Tako se moZe vidjeti u kromatografskom piku GP27 da je nabijena kompleksna
glikanska struktura A2F1G2S[6]1 glavna u svim regijama odraslog covjeka, kori velikog
mozga 1 strijatumu fetusa, kao 1 hipokampusu i strijatumu ¢impanze, a u malom mozgu
¢impanze je najviSe zastupljena neutralna kompleksna glikanska struktura H4NSF2; u
hipokampusu 1 malom mozgu fetusa 1 Stakora dominira neutralna kompleksna glikanska
struktura A4F2G2, a u ostalim regijama $takora neutralna kompleksna glikanska struktura
FA2F2BG2. U ostalim regijama je viSe razli¢itth neutralnih i nabijenih kompleksnih
glikanskih struktura podjednako zastupljeno.

U kromatografskom piku GP32 glavna struktura u svim regijama i vrstama je nabijena
kompleksna glikanska struktura FA4F1G2S[3]1 osim u malom mozgu odraslog covjeka,
¢impanze 1 makaki majmuna te kori velikog mozga Stakora gdje je to neutralna kompleksna
struktura FA4F2G2 te strijatumu makaki majmuna u kojem je dominantna neutralna
glikanska struktura FA3F1G3. Nabijena kompleksna glikanska struktura A2G2S[6,6]2 je
glavna struktura u kromatografskom piku GP34 u svim vrstama osim makaki majmuna gdje
je glavna u hipokampusu, strijatumu i malom mozgu nabijena kompleksna glikanska struktura
FA3F1G2S[6]1 koja je isto glavna struktura strijatuma Stakora; u strijatumu ¢impanze,
hipokampusu i1 kori velikog mozga Stakora glavna je neutralna kompleksna struktura

H5N6F3. U kromatografskom piku GP43 glavna je nabijena kompleksna glikanska struktura
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HO6NSF3L1 u svim vrstama i regijama osim u malom mozgu odraslog ¢ovjeka gdje je to
neutralna kompleksna glikanska struktura FA3F3G3, a u malom mozgu makaki majmuna je
podjednako zastupljena s nabijenom kompleksnom glikanskom strukturom H5N6F1E2L1. Za
vecinu regija 1 vrsta kromatografskog pika GP47 glavna je nabijena kompleksna struktura
FA4F2BG3S[3]1; u kori velikog mozga fetusa glavna struktura je nabijena kompleksna
glikanska struktura FA3F1G3S[3,6]2, a u hipokampusu odraslog ¢ovjeka i kori velikog
mozga ¢impanze dominira neutralna kompleksna glikanska struktura H6N6F4, dok je u
hipokampusu i malom mozgu C¢impanze te malom mozgu Stakora glavna neutralna
kompleksna struktura HGN7F4.

U kromatografskom piku GP48 glavna glikanska struktura u svim regijama odraslog
covjeka osim malog mozga, kori velikog mozga fetusa i strijatumu ¢impanze je nabijena
kompleksna struktura FA3F3G3S[3,6]2, dok je u malom mozgu odraslog covjeka,
hipokampusu makaki majmuna i malom mozgu Stakora glavna nabijena kompleksna struktura
H6N7F2L2, a u hipokampusu c¢impanze neutralna kompleksna struktura HO6NOF4.
Kromatografskim pikom GP53 dominira viSe razli€itih glikanskih struktura ovisno o vrsti 1
regiji, tako u malom mozgu odraslog Covjeka i Cimpanze glavna struktura je nabijena
kompleksna struktura H7N4E2L1; u kori velikog mozga Stakora glavna struktura je neutralna
kompleksna struktura H7N6F4, a u svim ostalim nabijena kompleksna struktura
FA4G4S[3,3,3]3. U kromatografskom piku GP54b prisutne su isklju¢ivo nabijene
kompleksne strukture od kojih je HONSF3E2L1 glavna u vedini regija, osim u malom mozgu
odraslog Covjeka gdje je glavna HSN6F3L3, a u kori velikog mozga, strijatumu i malom
mozgu makaki majmuna HS5N6F2L4; u strijatumu Stakora podjednako je prisutno vise
razli¢itih glikanskih struktura. Nabijena kompleksna struktura H7N6F2L3 je glavna glikanska
struktura u svim regijama i vrstama, osim u strijatumu Stakora gdje je to nabijena kompleksna
struktura H5N5F1L4 i u malom mozgu makaki majmuna gdje dominira nabijena kompleksna
struktura FA4G4S[3,3,3,6]4. U kromatografskim pikovima GP56 i GP57 se nalaze iskljucivo
nabijene kompleksne strukture, medutim niti jedna od njih nije glavna u vecini vrsta i regija.
Za razliku od njih, u kromatografskom piku GP58, iako su takoder prisutne samo nabijene
kompleksne strukture, HSN8F2E1L3 je glavna u vecini regija i vrsta osim u kori velikog
mozga makaki majmuna gdje je to H5N7F2E1L3, a u malom mozgu makaki majmuna
FA4G4S[3,3,3,6]4 te u malom mozgu c¢impanze H7N6F1E2L2. U preostalih devet
kromatografskih pikova, to¢nije u GP28, GP37, GP38, GP41, GP42, GP46, GP49, GP52 i
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GP54, nema neke zajednicke glikanske strukture ili skupine glikanskih struktura za vecinu
regija i vrsta, kao $to je to bio slu¢aj u prethodno navedenim kromatografskim pikovima, nego
je vise razlicitih skupina glikanskih struktura podjednako prisutno u pojedinoj regiji i vrsti za
odredeni kromatografski pik.

Ukoliko se pogleda kolika je bila zastupljenost (slika 22, dodatak 6) glikanskih
struktura prema udjelu u kromatogramu nakon HILIC-UPLC analize, moze se vidjeti da iako
najmanji broj glikanskih struktura pripada u skupinu oligomanoznih i hibridnih one ¢ine oko
45 % (od 43,6 % u mozgu odraslog covjeka do 46,7 % u mozgu Stakora) povrSine
kromatograma nakon HILIC-UPLC analize, a glikanske strukture sa sialinskom koje ¢ine
veéinu struktura pripada samo oko 10 % (od 8,7 % u mozgu Stakora do 12,0 % u mozgu
odraslog covjeka) povrSine kromatograma nakon HILIC-UPLC analize. Ostatak povrSine
¢ine kromatografski pikovi s neutralnim kompleksnim strukturama i kromatografski pikovi u

kojima ne dominira samo jedna skupina glikanskih struktura, nego viSe njih.
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Slika 22. Kromatogrami fluorescentno obiljezenih glikana kore velikog mozga odraslog covjeka,
fetusa, ¢impanze, makaki majmuna i Stakora. U kromatogramu je integrirano ukupno 58
kromatografskih pikova (ozna¢eni rombom). Imenovanje uzoraka: HS — ¢ovjek, Homo sapiens, PT —
¢impanza, Pan troglodytes, RM — makaki majmun, Rhesus macaque, RN- stakor, Rattus norvegicus,
B — mozak (eng. brain); DFC — kora velikog mozga (eng. dorsal frontal cortex).
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§ 5. RASPRAVA

Proteini su najée§ée postranslacijski modificirani glikozilacijom®, a raznovrsnost N-glikana
koji se mogu nalaziti na odredenom proteinu je poprilicno velika te se moze znacajno
razlikovati izmedu razliCitih vrsta stanica i tkiva, kao i utjecati na njihov razvoj i1 funkciju pri
Gemu Ziv&ani sustav nije iznimka®’. Medutim, istraZivanja N-glikozilacije Zivéanog sustava su
uglavnom svedena na proucavanje N-glikozilacije mozga glodavaca i na pojedinacne
proteine®®, te i dalje nedostaje cjelokupan N-glikom mozga. Problem nepoznavanja N-
glikoma postaje puno izrazeniji kad se govori o nehumanim primatima kao i tijekom
CovjeCjeg prenatalnog razvoja gdje nedostaje skoro pa cijela slika o strukturama N-glikana.
Najveci uzrok tome lezi u €injenici da za razliku od proteinskih sekvenci koje su primarno
produkti gena, glikanske lan¢ane strukture nisu direktno kodirane genomom te su sekundarni
produkti gena, tj. nastaju kao posljedica kompeticijskih 1 sekvencijalno djelujucih glikozidaza
1 glikoziltransferaza. Tako da unato¢ poznavanju razina ekspresije svih relevantnih genskih
produkata, i dalje nisu u potpunosti razjasnjene strukture i biosintetski putovi kako bismo
mogli precizno predvidjeti glikanske strukture u odredenom tipu stanica, a k tome male
promijene u okoliSu mogu uzrokovati dramati¢ne promjene u glikanima odredene stanice.
Naravno, to €ini istraZivanje glikana puno zahtjevnijim 1 teZim od npr. nukleinskih kiselina 1
proteina. Takoder, trenutno koriStene metode za analizu N-glikana tkiva omogucuju analizu
relativno malog broja uzoraka istovremeno, a neponovljivost, tj. nereproducibilnost takvih
analitickih metoda predstavlja veliki problem jer onemogucéava opazanje manjih razlika

unutar ili izmedu razli¢itih vrsta tkiva.

5.1. Analiza N-glikana mozga je mogucéa reproducibilnom HILIC-UPLC
metodom

Nekoliko metoda je razvijeno u posljednje vrijeme za visokoproto¢ne analize glikana s time
da svaka od njih ima svoje prednosti i nedostatke. Tako kromatografske metode s
fluorescencijskim ili MS detektorom su pogodnije za analize u kojima je potrebno napraviti
kvantifikaciju, ali zbog toga su ograni¢ene na analizu manjeg broja uzoraka uz vecu cijenu

analize po uzorku®. Reproducibilnost HILIC-UPLC analize je ve¢ prije testirana® te je
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pokazano da uzrok nereproducibilnosti metode lezi u koracima prije same analize na UPLC
stroju, tj. najveci udio varijacije je dolazio od koraka proc¢is¢avanja N-glikana na GHP filteru.
Metoda na kojoj je provedeno testiranje koraka koji su izvor varijacije se koristi za analizu
uzoraka plazme, seruma i pro¢is¢enog IgG-a koji za razliku od analize tkiva zahtijevaju puno
manje prethodnih koraka priprave uzoraka. Zbog svega navedenog, u ovom radu je upravo
HILIC-UPLC metoda koriStena kao glavna metoda za kvantifikaciju udjela odredenih
glikanskih struktura u N-glikomu razli¢itih regija mozga, vrsta i stupnjeva razvoja ¢ovjeka,
Sto je u konacnici omogucilo usporedbu razlic¢itih N-glikoma mozga 1 opazanje razlika koje ne
bi bilo moguce detektirati da metoda nije bila dovoljno reproducibilna.

Razvijanje HILIC-UPLC metode za analizu N-glikana koja bi bila reproducibilna i
omogucila analizu relativno veceg broja uzoraka je jedan od ciljeva ovog rada jer do sada
metode koje bi omogucile takvu analizu nisu postojale. Tako metoda za analizu N-glikana
tkiva nuklearnom magnetskom rezonancom (NMR) traje devet dana za pripravu samo jednog
uzorka za analizu®’, §to u ovom sludaju nije bilo prihvatljivo jer je broj uzoraka sa
standardima bio ve¢i od 100 pa bi sama analiza trajala predugo uz upitnu reproducibilnost s
obzirom da se objavljeno istraZivanje temelji na malom broju uzoraka. Medutim, navedena
NMR metoda je omogucila paralelnu usporedbu N- i O-glikana kao i glikosfingolipida,
glikozaminoglikana i glikozilfosfatidilinozitolnih sidara $to HILIC-UPLC metoda razvijena u
ovom radu ne omogucuje. Yoshimura i suradnici’ su razvili metodu za analizu glikana tkiva
mozga HPLC-om koja omogucuje analizu uzoraka unutar jednog dana Sto je svakako
prednost u odnosu na metodu koriStenu u ovom radu. Nedostatak navedene metode je u tome
Sto je deglikozilacija provedena kemijski, tj. hidrazinolizom. Kemijska deglikozilacija ima
brojne nedostatke: 1) uvjeti pod kojima se provodi kemijska reakcija dovode do deacetilacije
N-acetil aminoSecera §to za posljedicu ima gubitak informacije o acetilaciji ili glikozilaciji
sialinskih kiselina i dodatni korak acetilacije, 2) provodene kemijske reakcije pod tim
uvjetima moze dovesti do gubitka GICNAc-a s reducirajuéim krajem, 3) kemijska
deglikozilacija se mora provoditi u strogo bezvodnim uvjetima Sto nije uvijek jednostavno
posti¢i. Zbog svega gore navedenog, kemijska deglikozilacija je pristup koji se sve vise
napusta 1 prelazi se na enzimsku deglikozilaciju, naj¢eS¢e PNGazom F. Takoder, u metodi
opisanoj od strane Yoshimura i suradnika'’ koristi se pro¢i§¢avanje N-glikana celulozom §to
dovodi do velikog gubitka glikana, kao 1 onec¢is¢enja uzorka fragmentima celuloze®. Metoda

za analizu N-glikana mozga opisana od strane Chena i suradnika®®, takoder, koristi kemijsku
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deglikozilaciju zbog ¢ega nije bila pogodna zbog prethodno navedenih razloga, a metoda
koriStena za analizu N-glikana kolonorektalnog karcinoma opisana od strane Baloga i
suradnika®® je metoda koja se koristila kao osnova za metodu koriStenu u ovom radu.
Nekoliko je razlika izmedu navedene metode i metode razvijene za potrebe ovog rada: 1)
homogenizacija u navedenoj metodi je provedena soniciranjem, dok je u opisanoj metodi
(Poglavlje 3.3.) provedena pomoc¢u keramickih kuglica, 2) tijekom kloroform/metanol
ekstrakcije proteina uklonjeni su koraci soniciranja (Poglavlje 4.2.1.) §to je dovelo do
znacajnog skracivanja metode, 3) obiljezavanje glikana u navedenom radu je provedeno 2-
aminobenzojevom kiselinom (2-AA), dok u metodi opisanoj u Poglavlju 3.3. 2-
aminobenzamidom (2-AB); svaki od ova dva nacina obiljezavanja ima odredene prednosti, pa
tako je za 2-AB obiljezene glikane dostupno vise baza podataka s vremenima zadrzavanja te
laks$e otkrivanje sastava glikanske strukture, dok 2-AA obiljeZeni glikani nose jedan negativan
naboj pa je moguca analiza istih glikana osim kromatografijom jos i gel elektroforezom Sto,
takoder, daje dodatnu informaciju o strukturi®, 4) pro¢is¢avanje obiljeZenih N-glikana u
metodi iz rada je napravljeno pomocu grafitne SPE, a u metodi iz Poglavlja 3.3. preko GHP
filtera za Sto je u prethodnim testiranjima pokazana velika reproducibilnost kod analize veceg
broja uzoraka®’. Za navedenu metodu nigdje nije navedena njezina reproducibilnost jer je u
radu analizirano samo 13 uzoraka 1 isto toliko kontrola, $to je mali broj uzoraka koje je
moguce paralelno analizirati navedenom metodom 1 na taj nac¢in smanjuje izvore koji mogu
utjecati na varijaciju medu uzorcima.

S obzirom da je u ovom radu analiziran znacajno veci broj uzoraka i analiza je trajala
nekoliko tjedana tijekom kojih nije mogucée imati jednake uvjete u laboratoriju, kemikalije 1
materijale, trebalo je testirati reproducibilnost metode. Rezultati testiranja su pokazali da je
metoda ponovljiva (tablica 8, slika 13) unutar nekoliko tjedana, u okviru kojih dolazi do
promijene analiti¢ara i materijala koji se mijenjaju tijekom izvodenja eksperimenta, kao $to su
npr. tubice, GHP plocice 1 30 kDa filteri. Takoder, jedan od mogucih pristupa analizi ovog
tipa uzoraka je bila MALDI analiza oslobodenih N-glikana nakon direktnog nanosSenja

PNGaze F na tkivo mozga'® 3

to omogucuje relativno brzu i jednostavnu analizu veceg broja
uzoraka te precizniju analizu odredene regije mozga. Medutim, analiza N-glikana MALDI-
jem nije dobra u kvantificiranju N-glikanskih struktura kao §to je to analiza UPLC-om®® te
priprema tkiva mozga zahtjeva odredenu vjeStinu i dobro poznavanje anatomije mozga jer

uslijed nejednakog sekcioniranja mogu nastati velike razlike zbog razlicite stani¢ne strukture
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razli¢itih regija (Poglavlje 2.4.1.) §to je dosta zahtjevno, ako imamo tkivo razli¢itih vrsta 1

stupnjeva razvoja.

5.2. Rezultati nakon MALDI-TOF-MS analize otkrivaju veliku
raznolikost N-glikanskih struktura mozga

S obzirom na specificnost uloge koju glikani igraju u srediSnjem zivéanom sustavu (Poglavlje
2.2.2.), ne iznenaduje veliki spektar glikanskih struktura koje su prisutne u njemu (Poglavlje
4.5., tablica 12). Mis$ i Stakor su do sad bile jedine dvije vrste kojima je istrazen N-glikom

68,69

mozga™™, a kod ljudi je uglavhom N-glikozilacija mozga karakterizirana kroz pojedinacne

101,102

proteine . U tim istrazivanjima je primije¢eno da vecina glikanskih struktura u mozgu

69101102 i, N-glikanske strukture imaju

ima jedan za mozak specifi¢ni obrazac N-glikozilacije
veliki udio srzne al-6 vezane fukoze, antenarne fukoze, racvajuéeg GIcNAc-a, a sialinska
kiselina je vezana 02-3 vezom za 1-4 vezanu galaktozu puno ¢e$¢e nego 02-6 vezom koja je
karakteristicna za serumsku vrstu N-glikozilacije. Kao $to je moguce vidjeti u Tablici 12
vec¢ina pronadenih struktura ima upravo navedene karakteristike. To¢nije, samo 14 (manje od
5 % svih N-glikanskih struktura) N-glikanskih struktura pronadenih u tkivu mozga nema
vezanu fukozu, ako se iskljuc¢e hibridne 1 oligomanozne strukture; to je velika razlika u
odnosu na N-glikom plazme, uz N-glikom IgG-a najproucavaniji N-glikom, gdje se
antenarana fukoza dominantno nalazi u samo cetiri kromatografska pika od njih 46, a srZzna
fukoza je prisutna uglavnom na glikanima koji potjecu s IgG-alog.

Razlika izmedu N-glikoma plazme i N-glikoma mozga postaje jo§ naglasenija ukoliko
usporedimo oligomanozne i hibridne strukture; u samo jednom kromatografskom piku plazme
je glavna oligomanozna struktura (glikanska struktura M6), a hibridne strukture ne
prevladavaju u niti jednom kromatografskom piku. U N-glikomu mozga oko 30 % udjela
kromatografskih pikova nakon HILIC-UPLC analize pripada oligomanoznim strukturama
(M4 — M9), a oko 15 % hibridnim N-glikanskim strukturama (Poglavlje 4.5.). Ukoliko se
navedeni udjeli usporede s dosadasnjim istrazivanjima, moze se primijetiti da je u ovom
istrazivanju udio oligomanoznih struktura ve¢i. Tako je HPLC analizom bilo pokazano da
oligomanozne strukture &ni oko 15 % N-glikoma mozga glodavaca®® te je to jedina studija,

koliko je poznato, da je koriStena neka kromatografska metoda za odredivanje N-glikanskih

struktura u N-glikomu mozga. Razlog za ovu razliku u razli¢itim udjelima oligomanoznih
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struktura moze biti u razlici izmedu metoda; uslijed nekoliko uzastopnih skupljanja frakcija
nakon normalno fazne i obrnuto fazne kromatografije HPLC-om postoji vjerojatnost gubitaka
dijela glikana, Sto je zajedno s loSim odvajanjem glikanskih struktura HPLC-om u konac¢nici
dovelo do podcjenjivanja udjela oligomanoznih struktura u kromatogramu. Za razliku od te
metode, metodom koriStenom u ovom radu je moguée da je udio oligomanoznih struktura
precijenjen; naime, kori§tenom metodom nije postignuto potpuno odvajanje glikanskih
struktura Sto moze dovesti da se udio odredene strukture pripisuje drugoj. Takoder, ovim
istrazivanjem je pokazana prisutnost odredenih oligomanoznih struktura koje do sad nisu bile
pronadene u mozgu kao $to su oligomanozne strukture s racvaju¢im GIcNAc-om, BM3, i
srznom fukozom, FM3 1 FM4.

Veliki udio oligomanoznih struktura u mozgu, u usporedbi s ostalim tkivima, nije
novost. Naime, za razliku od ostalih tkiva gdje se oligomanozne strukture ne nalaze na
povrSini stanica zbog procesiranja tijekom sazrijevanja glikana (Poglavlje 2.2.1.),
oligomanozni glikani su uklju¢eni u molekulsko prepoznavanje te su prisutni na receptorima u
sinapsama gdje se mogu pronac¢i i lektini koji ih prepoznaju, a igraju vaznu ulogu u
plasti¢nosti mozga38. Takoder, hibridne strukture koje nisu ili su slabo zastupljene u ostalim
tkivima u mozgu ¢ine znacajan dio struktura (Poglavlje 4.5.). Svakako je zanimljivo da su
pronadene hibridne strukture koje imaju za N-glikane mozga karakteristine elemente: srznu
fukozu (npr. FAIMS), antenarnu fukozu (npr. FA1F1G1M4), ra¢vaju¢i GIcNAc (npr.
FA1F1G1BM4) i 02-3 vezanu sialinsku kiselinu (npr. FA1G1S[3]1M4). Najve¢i broj takvih
hibridnih struktura N-glikana je bio poznat do sada, medutim u ovom radu ih je otkriveno
nekoliko novih, a razlog za to najvjerojatnije lezi u Cinjenici da je u ovom istrazivanju
obuhvaceno vise razliCitih regija mozga 1 vrsta. Tako za glikanske strukture FA2MS,
FA2G1MS5 i FLacDINACF1IM6 nije pronadeno da je dosadasnjim istrazivanjem pokazana
njihova prisutnost u tkivu mozga. Kod kompleksnih struktura sa sialinskom kiselinom
dominira 02-3 vezana sialinsku kiselina (Poglavlje 4.5.), §to je u skladu s dosadaSnjim
istrazivanjima, najcesée tvore¢i sialil-Lewis™ epitop (NeuAca2-3GalB1-4(Fuc al1-3)GIcNAC).
VaZnost 02-3 vezanih sialinskih kiselina u mozgu je pokazana za nekoliko razli€itih procesa.
Tako su vazne za stvaranje i odrzavanje mijelina preko MAG lektina (MAG, eng. myelin-
associated glycoprotein) koji iskljuc¢ivo vezu a2-3 vezanu sialinsku kiselinu'®*%. Osim
navedene uloge, isti lektin ima ulogu u ranom rastu neurita tijekom razvoja'®, a sprjecava

107

njihov rast u odrasloj dobi™". Takoder, a2-3 vezane sialinske kiseline su vazne za brojne
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druge funkcije, kao $to su interakcije neurona i glija stanica (Poglavlje 2.4.1.), neurogeneza i
vodenje aksona®. Polisialinska kiselina (Poglavlje 2.2.2.) se sastoji od vie sialinskih kiselina
medusobno povezanih «a2-8 glikozidnom vezom i za nju je poznato da je bitna za

109 vao i za njegovu plasticnost'®. Jedina struktura sa PSA

regeneraciju’® i razvoj mozga
pronadena u ovom radu je FA3F1G2S[3,3,8,8]4 u kromatografskom piku GP54 (Poglavlje
4.5.). Zbog nedostatka MS/MS spektara za veliki broj glikanskih struktura nije moguce reci
koliko to¢no glikanskih struktura ima PSA. Osim glikanskih struktura koje se nalaze u Tablici
12, pronadene su 1 strukture koje su ¢inile manje od 10 % svih glikanskih struktura odredenog
kromatografskog pika (Poglavlje 4.5.). Tako se moze vidjeti da se u navedenoj tablici nalazi
samo jedna struktura koje sadrze sulfat, glikanska struktura FA3SulfatG1l kromatografskog
pika GP10, iako je poznato da se viSe takvih struktura nalazi u tkivu mozgaeg. Naime,
navedeni kromatografski pik je jedini u kojem je struktura sa sulfatom c¢inila vise od 10 %
svih glikanskih struktura koje su se nalazile u tome kromatografskom piku, dok u ostalim
kromatografskim pikovima u kojima su se nalazile takve strukture one nisu prelazile navedeni
prag pa su uklonjene iz Tablice 12, iako su pronadene MALDI-MS analizom (Poglavlje
3.5.3).

Za razliku od glikanskih struktura sa sulfatom koje su pronadene, ali su Cinile
zanemariv dio ukupnog N-glikoma, strukture koje imaju glukuronsku kiselinu nisu pronadene
ovom metodom, iako se zna da su prisutne u tkivu mozga®. Razlog najvjerojatnije lezi u
¢injenici da su glikanske strukture s glukuronskom kiselinom relativno slabo zastupljene. Do
sad je poznato da se glukuronska kiselina nalazi u sastavu HNK1 (eng. human natural killer
cell glycan) koji je ukljuten u mijelinizaciju'*!, razvoj mozga'?, periferni rast motornih

neurona™® i plasti¢nost mozgam’114

. lako glukuronska kiselina nije pronadena tijekom ovog
eksperimeta, prilikom proucavanja MS spektra prije HILIC-UPLC analize pronadena je masa
koja odgovara strukturi HNK-1 (podaci nisu pokazani). Najvjerojatnije je gubitak glikana u
svakom koraku prije same MS analize bio dovoljan da se kolicina HNK-1 smanji ispod razine
detekcije. Takoder, u mozgu je pronadena sialil-Lewis® struktura (Galp1-3-(NeuAco2-
6)GIcNAc) koja moze biti jo§ dodatno sialinizirana na galaktozi a2-3 vezanom sialinskom
kiselinom i za nju je pokazano da njen udio u N-glikomu mozga Stakora raste tijekom
razoja’®. Medutim, koliki udio a2-6 vezanih sialinskih kiselina u Tablici 12 pripada sialil—

Lewis® strukturi, a koliki je vezan za galaktozu tipa-2 LacNAc strukture (Poglavlje 2.2.1.4.)
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ovom metodom to nije moguce znati jer se sialinska kiselina u oba navedena slucaja ponasa

jednako tijekom esterifikacije (Poglavlje 3.5.1.).

5.3. N-glikozilacija mozga se mijenja tijekom razvoja covjeka

Kao $to je vidljivo na Slici 18 (Poglavlju 4.4.1.) postoji jasna razlika izmedu N-glikozilacije
mozga odraslog ¢ovjeka i mozga fetusa. Ukoliko se pogledaju kromatografski pikovi koji se
statisticki znacajno razlikuju izmedu navedena dva stupnja razvoja (dodatak 4), moze se
primijetiti da glikanske strukture (tablica 12) koje se nalaze u tim kromatografskim pikovima
obuhvacaju sve tri vrste N-glikana. Kromatografski pik koji se najvise razlikuje izmedu ta dva
stupnja razvoja je GP5; glikanske strukture FA2 i A2B koje su prisutne u tom
kromatografskom piku su viSe zastupljene u mozgu odraslog ¢ovjeka, nego $to su u mozgu
fetusa. Takoder, osim §to je povrSina kromatografskog pika razli¢ita, moze se vidjeti da u
mozgu fetusa prevladava A2B glikanska struktura dok je u mozgu odraslog covjeka glavna
struktura u tom kromatografskom piku FA2. Sli¢no je 1 s kromatografskim pikovima GP38,
GP37, GP36, GP35, GP54, GP29 i GP42 (kromatografski pikovi su poredani po statisti¢koj
znacajnosti, a ne po vremenu izlaZzenja) gdje postoji razlika u glikanskoj strukturi koja se
nalazi ili prevladava u odredenom kromatografskom piku, ovisno o stupnju razvoja.

Tako u kromatografskim pikovima GP29, GP35, GP36, GP37 i GP38, koji zauzimaju
znacajno veci udio povrSine kromatograma kod fetusa nego kod odraslog covjeka, moZe se
uociti da u svim navedenim kromatografskim pikovima postoji porast glikanskih struktura sa
sialinskim kiselinama; u kromatografskom piku GP29 u mozgu fetusa glikanska struktura
FA2F1G2S[3]1 je znacajno zastupljena dok u mozgu odraslog ovjeka uopce nije pronadena,
a slicno se moze vidjeti u kromatografskom piku GP35 gdje je FA3F1G2S[6]1 glavna
glikanska struktura toga kromatografskog pika u mozgu fetusa, dok se M9Glucl nalazi kao
glavna struktura u mozgu odraslog Covjeka. U kromatografskom piku GP37 se moze
primijetiti sli¢na pojava gdje u mozgu fetusa dominiraju nabijene kompleksne strukture
A3F1G3S[3]1 i FA2F1G2S[3,6]2, a u mozgu odraslog ¢ovjeka neutralna struktura H4N7F3.
Takoder, strukture sa sialinskom kiselinom FA3F1G3S[3]1 1 FA2G2S[3,3,6]3 su dominantne
u mozgu fetusa, a neutralna glikanska struktura FA3F2G3 je to u mozgu odraslog ¢ovjeka za
kromatografski pik GP38. Zanimljivo je da se kod kromatografskih pikova koji imaju

znacajno veci udio povrSine kromatograma u mozgu odraslog ¢ovjeka u odnosu na mozak
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fetusa, kromatografskim pikovima GP42 i GP54, moze opaziti isto §to i u prethodno
navedenim kromatografskim pikovima, tj. u kromatografskom piku GP42 glikanska struktura
FA3F2BG3S[3]1 je vise zastupljena od strukture FA3F3G3 u mozgu fetusa u odnosu na
mozak odraslog covjeka, dok je u kromatografskom piku GP54 glikanska struktura
FA3F1G2S[3,3,8,8]4 dominantnija od glikanske strukture FA4F4G4. lako kromatografski
pikovi GP23 i GP45 nemaju statisti¢ki znacajnu razliku u udjelima povrSine izmedu odraslog
covjeka 1 fetusa, ovisno o stupnju razvoja u njima su prisutne razli¢ite glikanske strukture; u
kromatografskom piku GP23 je u mozgu fetusa dominantna struktura A2G2S[6]1, a u mozgu
odraslog Covjeka oligomanozna struktura M8. U kromatografskom piku GP45 prevladava
nekoliko sialiniziranih struktura u mozgu fetusa, od kojih je najvaznije istaknuti
A4F1GA4S[6]1 i FA2F1G2S[3,6,6]3, a u mozgu odraslog Covjeka je to jedna neutralna
glikanska struktura FA4F3G3. Osim za navedene kromatografske pikove gdje je se vidi
drugaciji sastav izmedu razliitih stupnjeva razvoja, svi ostali statisticki znacajni
kromatografski pikovi koji sadrzavaju strukture sa sialinskom kiselinom imaju veéi udio
povrsine kromatograma u mozgu fetusa, osim kromatografskih pikova GP32 i GP56 (iako su
promjene puno manje u usporedbi s ostalim statisticki znacajnim promjenama ). Stoga ne ¢udi
da je obrnuti slu¢aj s kromatografskim pikovima u kojima dominiraju neutralne kompleksne
strukture, tj. svim takvim statisticki znacajnim kromatografskim pikovima udio povrsine je
veci u mozgu odraslog ¢ovjeka u odnosu na mozak fetusa, osim za kromatografske pikove
GP3i GP16.

Ovo sve prethodno navedeno pokazuje da sialinska kiselina igra izrazito vaznu ulogu
tijekom razvoja. Polisialinska kiselina (PSA, Poglavlje 2.2.2.), koja je prethodno navedena
kao jedna od struktura koja je znacajno vise zastupljena u mozgu fetusa, zbog velike koli¢ine
negativnog naboja i posljedi¢no vezanja velike koli¢ine vode zauzima veliki volumen prostora
u kojem se nalazi. To sve sprjeCava vezanje stanica koje eksprimiraju PSA s drugim
stanicama te na taj nacin PSA djeluje kao antiadheziv za homofilno i heterofilno vezanje'™.
Na navedeni nac¢in PSA utjeCe i omogucava broje stanicne aktivnost tijekom razvoja, kao §to

su kretanje stanica, produZivanje aksona'’® rast neurita'’

, regeneriranja i formiranja
sinapsi''®. Osim PSA, vidljiv je znaCajan porast 02-3 i a2-6 vezanih sialinskih kiselina.
Vaznost a2-3 vezanih sialinskih kiselina za razvoj je opisana u Poglavlju 5.2. Medutim, kao
Sto se vidi iz prethodno navedenih promjena u glikanskom sastavu mozga tijekom razvoja, u

fetalnom mozgu se takoder nalazi povecana ekspresija a2-6 vezanih sialinskih kiselina. Dok
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za 02-3 vezane sialinske kiseline postoje neka saznanja vezana za ulogu u razvoju i funkciji
mozga, s a2-6 vezanim sialinskim kiselinama je slucaj puno kompleksniji. Dosadasnja
istrazivanja pokazuju da ST6Gal I koja katalizira vezanje sialinske kiseline 02-6 vezom na tip
Il N-acetillaktozamina (Poglavlje 2.2.1.4.) nije eksprimirana u tkivu mozga te nije pronadena
takva struktura u samom neuralnom tkivu, nego u isklju¢ivo u krvnim zilama, dok je ST6Gal
II eksprimirana najvise u tkivu mozga te katalizira vezanje sialinske kiseline 02-6 vezom na
LacDiNAc'*®. Nadalje, uloga glikanskih struktura s 02-6 vezanom sialinskom kiselinom u
mozgu je u potpunosti nepoznata. Naime, primije¢eno je da se ekspresija sialil-Lewis®
strukture poveéava tijekom razvoja mozga' te da je poveéana ekspresija ST6Gal povezna s

malignitetom tumora mozga'®

. Uzorcima ¢ovjeka, analiziranim u ovom radu, prethodno je
analiziran transkriptom®. U transkriptomu se moZe primijetiti da je ekspresija ST8Sia II i
ST8Sia IV uklju€enih u sintezu PSA te ST6Gal 11 ST6Gal II znatno veca tijekom prenatalnog
razvoja, nego u odrasloj dobi (slika 23) §to se u potpunosti poklapa s prethodno navedenim
opazanjima u promjenama glikanskih struktura tijekom razvoja. Medutim, iako se vidi, kao
§to je prethodno opisano, znacajan porast glikanskih struktura s vezanom a2-3 sialinskom

kiselinom to nije moguce vidjeti u transkriptomu jer ekspresija gena ukljucenih u njihovu

sintezu ostaje nepromijenjena kroz covjekov razvoj (slika 23).
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Slika 23. Primjeri ekspresija gena tijekom razvoja i kroz razliCite regije za glikoziltransferaze kod
kojih dolazi do promjene (A) ili se ne mijenja ekspresija (B) tijekom razvoja. Puna crta oznacava
dob rodenja. NCX — kora velikog mozga, STR — strijatum, HIP — hipokampus, MD — medumozak,
AMY — amigdala, CBC — mali mozak (Preuzeto i prilagodeno iz Kang i suradnici®)

Nadalje, osim kromatografskih pikova koje sadrzavaju strukture sa sialinskom kiselinom,

moze se vidjeti da svi kromatografski pikovi koji sadrzavaju oligomanozne strukture
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statisticki znacajno imaju veci udio povrsina kromatograma u mozgu fetusa, nego u mozgu
odraslog ¢ovjeka, osim glikanskih struktura M3 i M5 s tim da ukupni udio oligomanoznih
struktura je ve¢i u mozgu odraslog Covjeka zbog velikog udjela navedenih struktura u
kromatogramu. Ve¢i udio povrsina zadnjih dviju glikanskih struktura u mozgu odraslog
covjeka u odnosu na fetalni mozak moze se pripisati jednostavnoj kompeticiji manozidaza i
glikoziltransferaza (Poglavlje 2.2.). Vaznost oligomanoznih glikana u razvoju mozga je
opisana u Poglavlju 5.2. S obzirom da kod sisavaca tri gena kodiraju za a-manozidazu I (geni
MAN1A1, MAN1A2 i MAN1C1) i dva za a-manozidazu Il (geni MAN2ALl i MAN2A2), a
mogu biti paralelno eksprimirani'?, predvidanje glikanskih struktura na osnovu transkriptoma
je znatno otezano. Od navedenih, jedina dva koja pokazuju neku razliku tijekom razvoja su
MAN1C1 i MAN2AZ2 kojima je manja ekspresija u fetalnom mozgu, nego u mozgu odraslog
Covjeka Sto bi donekle moglo objasniti porast oligomanoznih struktura u ranom stadiju
razvoja mozga.

Jedina pronadena struktura sa sulfatom, glikanska struktura FA3SulfatGl
kromatografskog pika GP10, takoder pokazuje promijene tijekom razvoja. Navedena struktura
je vise zastupljena tijekom fetalnog razvoja mozga nego §to je u mozgu odraslog covjeka u
navedenom kromatografskom piku (tablica 12), iako se taj kromatografski pik nije pokazao
statisti¢ki znacajnim (dodatak 4). O potencijalnoj ulozi navedene strukture za vrijeme razvoja
trenutacno nije moguce nista reci jer se opcenito o ulozi glikana sa sulfatom u mozgu malo
zna, tj. jedina glikanska struktura sa sulfatom za koju se zna neka uloga u mozgu je ve¢ ranije

spomenuti HNK-1'22

(Poglavlje 5.2.). Ukoliko se pogleda ekspresija sulfotransferaza koje
imaju mogucnost prijenosa sulfata na N-glikane, moZe se vidjeti da jedino CHST3 pokazuje
promijene tijekom razvoja, tj. ima povecanu ekspresiju u fetalnom mozgu u odnosu na mozak

odraslog covjeka, dok sa ostalim sulfotransferazama (CHST8 1 CHST9) to nije slucaj %,

5.4. N-glikozilaciji mozga je razli¢ita izmedu razlicitih vrsta

Velike promjene u N-glikozilaciji mozga izmedu primata i glodavaca se mogu vidjeti na Slici
16 gdje je jasno vidljivo da postoji znacajna razlika izmedu njih. U skupini primata postoji
preklapanje izmedu N-glikanskih profila ovjeka i ¢impanze, a znacajno razli¢it N-glikanski
profil je izmedu makaki majmuna i1 prethodno navedenih primata. Medutim, ukoliko se
pogledaju razlike izmedu pojedinacnih kromatografskih pikova, moze se uociti da one postoje

izmedu svih analiziranih vrsta pa tako i ovjeka i ¢impanze (tablica 9, dodatak 4). Moze se
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primijetiti da su najznacajniji kromatografski pikovi koji se razlikuju izmedu primata i Stakora
jednaki, iako nisu nuzno jednako poredani po znacajnosti. Dvanaest takvih pikova je
zajednicko svim primatima: GP2, GP7, GP12, GP15, GP16, GP17, GP19, GP24, GP27, GP46
1 GP48. Takoder, navedeni kromatografski pikovi pokazuju jednak ,,smjer u smislu
smanjenja, odnosno povecanja udjela u kromatogramu. Naime, ukoliko se pogledaju
glikanske strukture koje se nalaze u navedenim pikovima ne moze se naci nikakva poveznica
izmedu navedenih struktura jer pripadaju svim vrstama N-glikana, a s obzirom da su
istrazivanja na tom podrucju bazirana na razlikama izmedu razreda ili podrazreda, odnosno
samo odredenih karakteristika glikana (Poglavlje 2.2.3.), nije moguée napraviti usporedbu s
prethodnim istrazivanjima. Stoga postoji moguénost da znacajne promjene u proteomu
izmedu mozga Stakora i primata®® dovode do opaZene promjene u N-glikomu. Naravno, §to se
evolucijski viSe udaljavamo od Stakora, to broj znacajnih kromatografskih pikova raste. Tako
se mozak Covjeka i Stakora znacajno razlikuju u 42, mozak ¢impanze i Stakora u 40, a mozak
makaki majmuna i Stakora u 34 kromatografska pika. Ukoliko se pogleda glikanski sastav
najznacajnijih kromatografskih pikova (tablica 12) moZe se vidjeti da se jednake glikanske
strukture nalaze unutar istog kromatografskog pika, osim u kromatografskim pikovima GP2,
GP3, GP11 1 GP13 kod kojih se moze vidjeti da je samo kod Stakora dominantna druga
glikanska struktura. Tako u kromatografskom piku GP2 mozga primata glavna je
oligomanozna M4 glikanska struktura, a u mozgu $takora FA1. U kromatografskom piku GP3
je FA1 dominanta struktura u mozgu primata, a glikanska struktura A2 u mozgu Stakora.
Kompleksna struktura FA3B je glavna struktura u mozgu primata u kromatografskom piku
GP11, dok u mozgu Stakora je u istom kromatografskom piku dominanta oligomanozna
struktura M6. U kromatografskom piku GP13 u mozgu Stakora je glavna hibridna struktura
FALM5, dok u mozgu primata je to glikanska struktura FA3G1l. Od navedenih
kromatografskih pikova jedino se kromatografskom piku GP2 znacajno smanjuje udio
povrSine u kromatogramu kad se usporedi s udjelima koje zauzima u mozgu covjeka i
¢impanze S§to moze biti zbog smanjenja udjela glikanske strukture FA1 ili opcenitog
smanjenja oligomanoznih struktura.

Naime, ukoliko se samo gledaju udjeli kromatografskih pikova, moze se vidjeti da se
udio oligomanoznih i hibridnih glikanskih struktura smanjuje, evolucijski gledano, od Stakora
do Covjeka (Poglavlje 4.5.), dok drasticno raste udio sialiniziranih struktura; po jedan posto

izmedu svake vrste od Stakora do ¢impanze dok je izmedu ¢impanze i Covjeka taj porast dva
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posto. S obzirom da se N-glikom mozga ¢ovjeka i ¢impanze puno viSe razlikuje od makaki
majmuna nego medusobno (slika 16), zanimljivo je primijetiti da se istth osam
kromatografskih pikova u mozgu covjeka i ¢cimpanze znaCajno najviSe razlikuje od makaki
majmuna. To su kromatografski pikovi GP2, GP16, GP19, GP25, GP30, GP34, GP38 i GP39,
s tim da su GP2, GP16 1 GP38 tri kromatografska pika koja se najznacajnije razlikuju.
Ukoliko se pogledaju strukture navedenih kromatografskih pikova moze se primijetiti da
jedine dvije glikanske strukture, ako se uzmu u obzir samo navedeni pikovi, kojima se udio
povrsine povecava s evolucijom od makaki majmuna do ¢ovjeka su M4 iz kromatografskog
pika GP2 i A2G2S][6,6]2 iz kromatografskog pika GP34. Kod ostalih glikanskih struktura iz
kromatografskih pikova kojima se udio povrSine s evolucijom od makaki majmuna do
covjeka smanjuje, moze se vidjeti da su vecina hibridne strukture; FA2MS iz
kromatografskog pika GP16, FA1F1G1BM4 iz kromatografskog pika GP19 i
FLacDINACF1M6 iz kromatografskog pika GP25 s tim da ta struktura postaje dominantnija u
navedenom kromatografskom piku u mozgu ¢ovjeka u odnosu na mozak makaki majmuna.
Oligomanozna struktura M9 iz kromatografskog pika GP30 je, takoder, jedna od glikanskih
struktura kojima se udio povrSine smanjuje, a njezino smanjenje moze se djelomic¢no objasniti
prethodno navedeno povecanjem udjela povrSine kromatografskog pika GP2, tj. glikanske
strukture M4. Od ostalih kromatografskih pikova moze se vidjeti da je prisutno smanjenje
sialiniziranih struktura FA3F1G3S[3]1 i FA2G2S[3,3,6]3 kromatografskog pika GP38 i
neutralne kompleksne strukture FA4F2G3 kromatografskog pika GP39.

Nadalje, izmedu N-glikoma mozga ¢impanze i Covjeka je statisticki zna¢ajno samo
devet kromatografskih pikova te od njih samo se kromatografskim pikovima GP38, GP39 i
GP52 smanjuje udio povrsine u kromatogramu mozga covjeka u odnosu na mozak ¢impanze,
dok je s kromatografskim pikovima GP22, GP41, GP46, GP47, GP49 i GP50 suprotan slucaj.
Takoder, svi navedeni kromatografski pikovi, osim GP46, GP50 i GP52, koji se znacajno
razlikuju izmedu N-glikoma mozga ¢ovjeka 1 makaki majmuna pokazuju promjenu u istom
smjeru kakva je u odnosu N-glikoma mozga ¢ovjeka i ¢impanze. Strukture kojima se udio
povrsine kromatograma znacajno smanjio u N-glikomu mozga ¢ovjeka u odnosu na N-glikom
mozga ¢impanze su sialinizirane, kao Sto je u prethodno navedenom kromatografskom piku
GP38 i u kromatografskom piku GP52 gdje je glavna sialinizirana struktura
FA3F1G3S[3,6,6]3, te je vidljivo smanjenje udjela prethodno navedene neutralne kompleksne

strukture kromatografskog pika GP39. Zanimljivo je da niti jedna glikanska struktura koja se
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pokazala znacajno razli¢itom izmedu N-glikoma mozga Covjeka i ¢impanze ne pripada
oligomanoznim i hibridnom strukturama nego isklju¢ivo kompleksnim sa i bez sialinske
kiseline. Nazalost, kao $to je ve¢ ranije spomenuto, s obzirom na dosadasnja istraZzivanja nije

moguce znati koji bi bio evolucijski zna¢aj navedenih struktura.

5.5. Razlidite regije mozga imaju razlic¢itu N-glikozilaciju

S obzirom da je transkriptom odreden samo za humane uzorke koristene u ovom radu®,
razli¢itost u N-glikomu izmedu razli¢itih regija je promatrana prvenstveno izmedu razli¢itih
regija odraslog covjeka kako bi se mogle uocene razlike usporediti s transkriptomom. Ukoliko
se usporede N-glikanski profili svih analiziranih regija moze se vidjeti da N-glikanski profil
malog mozga pokazuje najveée odstupanje od svih ostalih regija neovisno o vrsti, a iza njega
je to N-glikanski profil strijatuma dok se N-glikanski profili kore velikog mozga i
hipokampusa ne razlikuju toliko znacajno (slika 16). Najvjerojatniji uzrok tome je Sto je mali
mozak evolucijski najstariji, a kora velikog mozga evolucijski najmladi dio mozga dok se
ostale regije nalaze negdje izmedu'®. Takoder, razlika bi mogla potjecati 1 od razli¢itog
staninog sastava regija (Poglavlje 2.4.). Najveée promjene u razlici udjela povrSina
kromatograma izmedu malog mozga i ostalih regija se mogu vidjeti u Cetiri kromatografska
pika GP12, GP16, GP17 i GP22. Od navedenih kromatografskih pikova moze se vidjeti
smanjenje udjela povrSine kromatograma u odnosu na ostale regije mozga u glikanskim
strukturama FA1F1GlLacDiNac kromatografskog pika GP17 i H4N6F2 kromatografskog
pika GP22. Ukoliko se pogleda transkriptom, moZe se vidjeti da u malom mozgu postoji
pojacana ekspresija gena FUT1 1 FUT2 ¢&iji su produkti zaduzeni za dodavanje antenarne
fukoze koja je prisutna na obje strukture ¢iji je udio povrSine manji u odnosu na ostale regije
mozga (slika 24). Nadalje, smanjena ekspresija gena MAN2AI1 koji kodira za a-manozidazu
II (Poglavlje 2.2.) moZe objasniti poveéani udio hibridne strukture FA2MS iz
kromatografskog pika GP16, ali s obzirom da u kromatografskom piku GP17 se nalazi isto
hibridna struktura, ¢iji je udio povrSine u kromatogramu manji u malom mozgu kad se
usporedi s ostalim regijama, dolazimo do zakljucka da je na osnovu samog transkriptoma
nemoguce predvidjeti glikanske strukture koje ¢e se nalaziti u odredenoj stanici.

Sli¢no se moze vidjeti 1 kod drugog kromatografskog pika ¢iji je udio povrsine vec¢i u

odnosu na isti kromatografski pik drugih regija, tj. kromatografski pik GP12 u kojem se nalazi
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oligomanozna struktura M6. Ukoliko se pogleda transkriptom, moze se vidjeti da je u malom
mozgu pojacana ekspresija gena MANI1C1 koji kodira za a-manozidazu | (Poglavlje 2.2.) te
se na taj naCin smanjuje udio oligomanoznih struktura; to vrijedi za sve znacajne
kromatografske pikove koji sadrze oligomanozne strukture osim kromatografskog pika GP30
u kojem se nalazi glikanska struktura M9. Medutim to ne vrijedi za sve gene koji kodiraju za
a-manozidazu I, npr. MANIA2 (slika 24). Takoder, zanimljivo je primijetiti da se
kromatografski pikovi koji su pokazali najvecu razliku u usporedbi malog mozga i ostalih
regija odraslog covjeka, jednako ponaSaju i kod ostalih analiziranih vrsta (dodatak 3). Ukoliko
se usporedi N-glikanski profil kore velikog mozga s hipokampusom moze se vidjeti da veci
udio povrsine kromatograma u N-glikomu hipokampusa u odnosu na koru velikog mozga
pripada hibridnim 1 kompleksnim strukturama, dok je sa sialiniziranim obrnut slucaj.
Najznacajnija tri kromatografska pika ¢iji je udio povrSine veci u kori velikog mozga 1 koji
pokazuju opéenito najvecu razliku u odnosu na N-glikom hipokampusa su kromatografski pik
GP14 u kojem je glavna struktura A3F1G1, kromatografski pik GP22 u kojem je glavna
glikanska struktura H4N6F2 sa znacajnim udjelom H4N6F1L1 u hipokampusu te
kromatografski pik GP32 u kojem je glavna glikanska struktura FA4F1G2S[3]1. lako je udio
struktura sa sialinskom kiselinom bio ve¢i u kori velikog mozga ne moZe se zanemariti
vaznost tih struktura za udenje i paméenje u hipokampusu'®’, a veéi udio kompleksnih
struktura u hipokampusu smanjuje medusobno spajanje stanica 1 omogucuju njihovu
migraciju'® sto je izuzetno bitno za odrZavanje plasticnosti hipokampusa. Takoder je
zanimljivo primijetiti da je udio oligomanozne strukture M9Glucl kromatografskog pika
GP35 znacajno manji u kori velikog mozga nego Sto je to u hipokampusu, a isto vrijedi za
strijatum. Nazalost, niti jedno od dosada$njih istrazivanja nije proucavalo vaznost
oligomanoznih glikana za koru velikog mozga te su dosadasnja istrazivanja bila usmjerena na
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proucavanje glikozilacije svega nekoliko receptora navedene regije .

Uz navedeni
kromatografski pik, medu statisticki znacajnim kromatografskim pikovima koji imaju manji
udio povrSine u kori velikog mozga u odnosu na strijatum moze se vidjeti Smanjenje
kromatografskog pika GP21 u kojem se nalazi hibridna glikanska struktura A1F1G1MD5.
Hibridne glikanske strukture zajedno s oligomanoznim su bitne za medusobnu stani¢nu
125

interakciju i migraciju™ ¢ime najvjerojatnije, uz sialinizirane glikane, utjeCu na plasti¢nost

kore velikog mozga'?’.
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Statisticki znacajni kromatografski pikovi koji imaju manji udio u N-glikomu
strijatuma nego u kori velikog mozga sadrze krace oligomanozne strukture kao §to se vidi za
ranije navedeni kromatografski pik GP12 i kompleksne strukture s vise sialinskih kiselina kao
Sto su one prisutne u kromatografskim pikovim GP36, GP57 i GP58. Zanimljivo je da je
razlika izmedu N-glikoma strijatuma i hipokampusa najizrazenija u kromatografskom piku
GP12 koji ima manji udio u N-glikomu strijatuma i koji se, kao $to je prethodno navedeno,
pokazao znacajnim i izmedu svih ostalih regija. Potencijalni razlog tome bi mogao biti
odredeni protein s navedenom strukturom koji je prisutan u svim regijama mozga, ali ima
znacajno razli¢itu zastupljenost. Ostale glikanske strukture koje imaju znacajno razliCite
udjele u N-glikomima strijatuma i hipokampusa uglavnom pripadaju neutralnim kompleksnim
glikanima kao S§to je to slufaj za GP14, GP25 i1 GP45 i sialiniziranim kompleksnim
strukturama kao $to su one prisutne u kromatografskim pikovima GP32 i GP48.

Uvidom u transkriptom, moze se vidjeti da nema tako znacajnih promjena u ekspresiji
glikoziltransferaza 1 glikozidaza izmedu navedenih regija kao Sto je to bilo prilikom
usporedbe transkriptoma malog mozga i ostalih regija. Tako je samo povecana ekspresija
gena BAGALT2 u kori velikog mozga, jedina promjena u odnosu na ostale regije. Prethodna
istrazivanja su pokazala da mi§ kojem nedostaje navedena glikoziltransferaza ima znacajno
smanjenje kore velikog mozga, poremecenu sinaptogenezu te probleme s ucenjem i
motornom koordiancijom*?®. Nazalost, metodom koristenom u ovom radu nije moguée znati
vezu galaktoze s N-acetilglukozaminom te vidjeti postoji li razlika u regijama s obzirom na
vezu galaktoze. Isti je problem s N-glikomom hipokampusa gdje je jedino znacajno smanjena
ekspresija FUT7, koji dodaje antenarnu fukozu tvoreéi iskljucivo siali-Lewis™ strukturu, u
usporedbi s ostalim regijama. U strijatumu je povecana ekspresija ST8SIA3 u odnosu na
ostale regije te se u N-glikomu mozga moze vidjeti da je udio strukture koja nastaje tim
enzimom FA3F1G2S[3,3,8,8]4 kromatografskog pika GP54 upravo povecana u navedenoj
regiji mozga (dodatak 3). Nadalje, u transkriptomu se moze vidjeti da je povecana ekspresija
sulfotransferaze CHST9 u hipokampusu u odnosu na ostale regije, a glikanska struktura
FA3SulfatGl kromatografskog pika GP10, koja je jedina glikanska struktura sa sulfatom
zastupljena vise od 10 % u pojedinom kromatografskom piku (Poglavlje 4.5.), je takoder
najvise zastupljena u hipokampusu u odnosu na ostale regije u navedenom kromatografskom
piku §to moze biti posljedica navedenog gena. Uloga glikana sa sulfatom je poprili¢no

nepoznata te je stoga tesko re¢i koji bi bio njihov zna&aj za funkciju hipokampusa'?.
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Za ostale glikanske strukture koje su pokazale znacajnu razliku u zastupljenosti
izmedu razlicitih regija ne postoji promjena u transkriptomu koja bi indicirala da bi dana

struktura bila viSe zastupljena u jednoj u odnosu na druge regije.
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Slika 24. Primjeri ekspresija gena tijekom razvoja i kroz razliCite regije za glikoziltransferaze kod
kojih dolazi do promjene (A) ili se ne mijenja ekspresija (B) izmedu razlicitih regija. Puna crta
oznacava dob rodenja. NCX — kora velikog mozga, STR — strijatum, HIP — hipokampus, MD —
medumozak, AMY — amigdala, CBC — mali mozak (Preuzeto i prilagodeno iz Kang i suradnici®)

5.6. Smjernice za buduca istrazivanja

Provedeno istrazivanje u sklopu ove doktorske disertacije je prvo istrazivanje u kojem je
paralelno analiziran N-glikom vi$e razlicitih regija mozga, vrsta i razli¢itih stupnjeva razvoja.
Naime, dosadasnja istrazivanja su uglavnom obuhvacala analizu N-glikoma mozga misa ili
Stakora, a N-glikom mozga primata je promatran isklju¢ivo kroz glikozilaciju odredenih
proteina. Takoder, promjene u N-glikomu mozga su proucavane uglavnom kod glodavaca.
Stoga ovo istrazivanje je prvo koje je omogucilo usporedbu navedenih N-glikoma i time je
otvorilo niz pitanja te stvorilo potrebu za daljnja istrazivanja. S obzirom da N-glikom nije
moguce u potpunosti predvidjeti iz transkriptoma (Poglavlja 5.3. — 5.5.), ostaje otvoreno
pitanje kako je N-glikozilacija unutar stanice regulirana. Nadalje, uocene su brojne razlike
izmedu N-glikoma mozga razli¢itih vrsta, regija mozga i za vrijeme razvoja Covjeka, ali za
vec¢inu struktura ¢iji se udio u N-glikomu mozga mijenja nije poznato koja bi mogla biti
njihova uloga. Takoder, podrijetlo navedenih struktura ostaje nepoznato; ovim istrazivanjem
nije moguce re¢i dolaze li te razlike zbog razliCitog stani¢nog sastava mozga, proteinskog

sastava, promjena u glikozilaciji unutar pojedinacne stanice ili, §to je najvjerojatnije, da su
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uocCene promjene kombinacija navedenih opcija. Osim §to se ovim istrazivanjem otvaraju
brojna pitanja, ovo istrazivanje daje mogucnost novog pristupa u istrazivanju evolucije i
razvoja mozga. Naime, ukoliko se zna kojim se glikanskim strukturama mijenja udio tijekom
evolucije ili razvoja, moguce je razli¢itim tehnikama, kao $to je npr. afinitetna kromatografija
s lektinima'?®, izdvoijiti sve proteine koji nose navedene strukture te tako otkriti kod kojih
proteina dolazi do promjene u koli¢ini, aminokiselinskom slijedu i promjena u
postranslacijskim modifikacijama.

Takoder, za potrebe ovog istrazivanja je razvijena HILIC-UPLC metoda za analizu N-
glikana tkiva mozga koja se pokazala reproducibilnom za analizu veéeg broja uzoraka kroz
duzi vremenski period i uz ocekivane promijene tijekom rada u laboratoriju. Stoga je
navedenu metodu moguce koristiti u analizi tkiva mozga da bi se dobili novi podaci koji nisu
pokriveni tijekom ovog istrazivanja; u ovom istrazivanju nije bilo uzoraka iz
predpubertetskog razvoja mozga, kao i veliki evolucijski razmak izmedu Stakora i makaki
majmuna koji bi valjalo popuniti vrstama koje se evolucijski nalaze izmedu te dvije vrste.
Nadalje, u ovom istrazivanju je koristeno tkivo mozga razlicitih jedinki koje su se razvijale
razli¢itim okoliSnim uvjetima, osim jedinki Stakora, a poznato je da okoliSni ¢imbenici imaju

znatajan u¢inak na N-glikozilaciju organizma®*®.

Stoga bi bilo zanimljivo napraviti
istrazivanje s neuronima razvijenim iz induciranih pluripotentnih stanica jer bi se na taj nacin
iskljucili okoli$ni ¢imbenici koje u ovom istraZivanju nije bilo mogucée ukloniti. Takoder,
razvijena HILIC-UPLC metoda bi se, najvjerojatnije, mogla koristiti za analizu drugih tkiva i
stanica uz minimalne izmjene $to bi trebalo omogucdilo daljnje otkrivanje novih N-glikanskih
struktura, promjene N-glikozilacije koje nastaju pod razli¢itim uvjetima te popunjavanje N-

glikoma razlic¢itih stanica, tkiva i organizama.
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§ 6. ZAKLJUCAK

= Uspostavljena metoda priprave uzoraka tkiva mozga i analize kromatografskom
metodom HILIC-UPLC je reproducibilna i robusna te omogucéava analizu veceg broja

uzoraka tkiva u kra¢em periodu.

» Razvijena metoda je dovoljno osjetljiva za detekciju bioloskih razlika u N-glikozilaciji

tkiva mozga.

* MALDI-TOF MS analiza frakcija kromatografskih pikova nakon HILIC-UPLC
analize otkriva veliku raznolikost N-glikanskih struktura u tkivu mozga, 296 razli¢itih
glikanskih struktura. Najveci broj glikanskih struktura pronadenih u tkivu mozga ima
sialinsku kiselinu, od kojih je najveéi udio s 02,3 vezanom sialinskom kiselinom, s tim
da najve¢i udio C¢ine neutralne glikanske strukture, od kojih najveéi udio pripada

oligomanoznim glikanskim strukturama.

= Tijekom razvoja N-glikom mozga Covjeka se mijenja. Udio sialiniziranih i vecih
oligomanoznih struktura je znacajno ve¢i u mozgu fetusa, a udio neutralnih

kompleksnih struktura je znacajno manji u odnosu na mozak odraslog ¢ovjeka.

* N-glikom mozga Stakora, makaki majmuna, ¢impanze 1 Covjeka se znacajno razlikuje.
Razlika izmedu N-glikoma mozga primata i Stakora je znaCajno veca nego §to je to
izmedu samih primata, s tim da je ta razlika najmanja izmedu Covjeka i ¢impanze.
Primati se razlikuju od Stakora u istih dvanaest kromatografskih pikova, a udio

sialiniziranih struktura se znacajno povecava za svaku vrstu od Stakora do Covjeka.

= Mali mozak, strijatum, hipokampus i kora velikog mozga se znacajno razlikuju u
udjelima razli¢itih N-glikanskih struktura. Najveca je razlika u N-glikomu izmedu

malog mozga i ostalih analiziranih regija, neovisno o vrsti kojoj pripadaju.

» Na osnovu transkriptoma mozga nije mogucée predvidjeti njegov N-glikom.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Seéeri:
Fuc F A fukoza
Gal G O galaktoza
GalA - & galakturonska kiselina
GalN - = galaktozamin
GalNAc - O N-acetilgalaktozamin
Glc - © glukoza
GlcA - Ao glukuronska kiselina
GlcN - N glukozamin
GIcNACc B s} N-acetilglukozamin
IdoA - v iduronska kiselina
Kdn - ® 2-keto-3-deoksinononska kiselina
Man M O manoza
ManA - o manuronska kiselina
ManN - b manozamin
ManNAc - i N-acetilmanozamin
Neu5Ac S 2 N-acetilneuraminska kiselina
Neu5Gc - <o N-glikolilneuraminska kiselina
Xyl - W ksiloza
Aminokiseline:
Ala A alanin
Arg R arginin
Asn N asparagin
Asp D aspartat
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Cys
GIn
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Kratice

2,5-DHB
2-AB
2-PB
cAMP
CDG
CGE
CMAH

CNS
cVv
Dol-P
Dol-P-P
ER

I o m o O

< < =4 »nw vt "< X

cistein
glutamin
glutamat
glicin
histidin
izoleucin
leucin
lizin
metionin
fenilalanin
prolin
serin
treonin
triprofan
tirozin

valin

2,5-dihidroksibenzojeva kiselina

2-aminobenzamid

2-pikolin boran

ciklicki adenozin monofosfat

nasljedni poremecaji glikozilacije (eng. congenital disorders of glycosylation)
kapilarna gel-elektroforeza (eng. capillary gel electrophoresis)
hidroksilaza citidin monofosfat-N-acetilneraminske kiseline

(eng. cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase)
srediSnji ziv¢ani sustav (eng. central nervous system)

koeficijent varijacije (eng. coefficient of variation)

dolikol fosfat

dolikol pirofosfat

endoplazmatski retikulum
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EU
GDP
GK
GP
GPI
GU
HILIC

HOBt

LC
MALDI

MS
NCAM
OST
PBS
PCA
PLN
PSA
SD
SDS
SPE
SV2
synCAMs
TOF
Tris
UDP
UPLC

jedinica emisije (eng. emission unit)

gvanozin-5'-difosfat

Golgijev kompleks

glikanski pik

glikozilfosfatidilinozitolno sidro

jedinica glukoze (eng. glucose units)

tekucinska kromatografija koja se temelji na hidrofilnim interakcijama
(eng. hydrophilic interaction liquid chromatography)
hidroksibenzotriazol monohidrat

imunoglobulin G

tekuc¢inska kromatografija (eng. liquid chromatography)

matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom

(eng. matrix- assisted laser desorption/ionization)

spektrometrija masa (eng. mass spectrometry)

adhezijska molekula zivéanih stanica (eng. neural cell adhesion molecule),
oligosaharil-transferaza

fosfatni pufer (eng. phosphate buffered saline)

analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis)
poli-N-acetillaktozamin

polisialinska kiselina (eng. polysialic acid)

standardna devijacija

natrijev dodecil-sulfat (eng. sodium dodecyl sulphate)

ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid phase extraction)

sinapti€ki vezikularni protein 2

sinapticke molekule koje povezuju stanice (eng. synaptic cell adhesion molecules)
vrijeme leta (eng. time of flight)

tris(hidroksimetil)aminometan

uridin-5'-difosfat

tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti

(eng. ultra performance liquid chromatography)
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XVII

§9. DODATAK

Dodatak 1. Raspored uzoraka nakon randomizacije u deset serija. Svaka serija ima slican odnos
izmedu vrsta, regija, dobi i spola. Imenovanje uzoraka, oznacavanje dobi i spola: HS — ¢ovjek, Homo

sapiens, PT — ¢impanza, Pan troglodytes, RM — makaki majmun,

Rhesus macaque, RN- Stakor,

Rattus norvegicus, B — mozak (eng. brain); DFC — kora velikog mozga (eng. dorsal frontal cortex),
HIP — hipokampus, STR — strijatum, CBC — mali mozak ( eng. cerebellum cortex), F — fetus, M-

muski spol, Z — Zenski spol, NA — nepoznato (eng. not available).

Dob

Dob

Uzorak Vrsta / god Spol | Serija Uzorak Vrsta / god Spol | Serija

RMB 219 STR | makaki 7 M 1 RMB 218 CBC | makaki 7 M 6
RNB 4 DFC stakor 10* | M 1 Standard 8 NA NA | NA 6
RMB 110 CBC | makaki 10 V4 1 PTB 167 CBC | &impanza | 23 M 6
Standard 9 NA NA | NA 1 HSB 123 DFC | &ovjek 37 M 6
HSB 102 CBC | ¢&ovjek F Z 1 RNB 1 STR $takor 10* Z 6
RNB 5 HIP Stakor 10 | M 1 PTB 167 HIP | &impanza | 23 M 6
HSB 156 STR | &ovjek 82 4 1 HSB 145 STR | &ovjek 36 M 6
HSB 159 HIP Sovijek F M 1 RNB 1 DFC Stakor 10* | 7 6
RNB 6 CBC stakor 10* | M 1 HSB 135 DFC | &ovjek 40 4 6
HSB 156 DFC | &ovijek 82 V4 1 RNB 4 CBC stakor 10 | M 6
HSB 123 STR | <&ovjek 37 M 2 HSB 126 STR | &ovjek 30 4 7
RMB 196 CBC | makaki 11 4 2 PTB 167 DFC | &impanza | 23 M 7
Standard 5 NA NA | NA 2 RMB 196 STR | makaki 11 7 7
HSB 135 HIP Sovjek 40 4 2 RNB 4 HIP Stakor 10 | M 7
PTB 167 STR | &impanza | 23 M 2 HSB 156 CBC | &ovjek 82 Z 7
HSB 135 CBC | ¢&ovjek 40 7z 2 RMB 110 DFC | makaki 10 Z 7
PTB 162 HIP | ¢impanza | 23 7z 2 RNB 2 DFC $takor 10* / 7
RMB 160 HIP | makaki 11 4 2 Standard 3 NA NA | NA 7
RNB 4 STR Stakor 10* | M 2 HSB 136 HIP Sovjek 23 M 7
RNB 5 CBC Stakor 10 | M 2 HSB 126 CBC | &ovjek 30 Z 7
RMB 219 DFC | makaki 7 M 2 RNB 3 STR Stakor 10* | 7 8
PTB 164 HIP | &impanza | 31 7 3 HSB 102 DFC | &ovijek F Z 8
RNB 1 HIP Stakor 10* | 7 3 HSB 159 CBC | &ovjek F M 8
HSB 145 HIP Sovjek 36 M 3 PTB 164 STR | &impanza | 31 4 8
RNB 3 CBC $takor 10* | 7 3 RNB 2 HIP §takor 10* Z 8
RNB 6 STR Stakor 10* | M 3 HSB 126 DFC | &ovjek 30 4 8
Standard 4 NA NA | NA 3 HSB 100 HIP Sovjek F Z 8
PTB 162 CBC | &impanza | 23 4 3 EMPTY NA NA | NA 8
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Uzorak Vrsta /%%% Spol | Serija Uzorak Vrsta /Dg%% Spol | Serija
RMB 218 STR | makaki 7 M 3 RMB 110 STR | makaki 10 Z 8
RMB 161 CBC | makaki 11 M 3 PTB 166 DFC | ¢impanza | 27 M 8
RMB 161 DFC | makaki 11 M 3 PTB 166 HIP | &impanza | 27 M 8
HSB 100 CBC | <&ovjek F 4 3 RNB 1 CBC Stakor 10* Z 8
PTB 162 STR | &impanza | 23 4 3 Standard 7 NA NA | NA 8
HSB 123 CBC | <&ovjek 37 M 4 RMB 219 HIP | makaki 7 M 9

RNB 5 STR Stakor 10* | M 4 RMB 110 HIP | makaki 10 7 9
HSB 145 CBC | <&ovjek 36 M 4 Standard 1 NA NA | NA 9
HSB 159 STR | <&ovjek F M 4 HSB 145 DFC | &ovjek 36 M 9
PTB 164 CBC | &impanza | 31 4 4 HSB 100 DFC | &ovjek F 4 9
RMB 160 DFC | makaki 11 Z 4 RNB 2 STR Stakor 10* Z 9

Standard 6 NA NA | NA 4 PTB 164 DFC | ¢impanza | 31 7 9
RMB 196 DFC | makaki 11 Z 4 HSB 102 STR Covjek F 7z 9
HSB 123 HIP Sovijek 37 M 4 PTB 166 CBC | &impanza | 27 M 9
RMB 161 HIP | makaki 11 M 4 RNB 5 DFC stakor 10* | M 9
HSB 136 CBC | <&ovjek 23 M 5 RMB 160 CBC | makaki 11 4 9

RNB 6 DFC Stakor 10 | M 5 HSB 136 STR | &ovjek 23 M 10
HSB 156 HIP Covjek 82 Z 5 HSB 102 HIP Covjek F 7z 10
HSB 135 STR | &ovjek 40 4 5 HSB 159 DFC | &ovjek F M 10

RNB 6 HIP stakor 10* | M 5 RMB 219 CBC | makaki 7 M 10
RMB 161 STR | makaki 11 M 5 RNB 3 DFC Stakor 10* | 7 10

RNB 2 CBC Stakor 10* 4 5 HSB 136 DFC | Covjek 23 M 10

Standard 2 NA NA NA 5 RMB 218 HIP makaki 7 M 10

RNB 3 HIP Stakor 10* 7 5 RMB 160 STR | makaki 11 7z 10
HSB 100 STR Sovjek F 7z 5 PTB 162 DFC | &impanza | 23 7z 10
RMB 218 DFC | makaki 7 M 5 PTB 166 STR | &impanza | 27 M 10
RMB 196 HIP makaki 11 7 6 Standard 10 NA NA NA 10

*postnatalni tjedni
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Dodatak 2. Ponovljivost metode HILIC-UPLC tijekom analize uzoraka. Usporedba devet standarada
koji su prosli sve jednake korake analize kao i uzorci; svaki standard je analiziran sa svojom serijom
uzoraka. Prikazana je srednja vrijednost udjela povrSine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj

povrsini svih pikova u kromatogramu ( Udio ), standardna devijacija udjela povrSine (SD) te
koeficijent varijacije (CV).

Udio kromatografskog pika Udio kromatografskog pika
(n=9) (n=9)
Kromatografski pik Kromatografski pik
Cele 0 epos CV /% Ul SD/% CV /%
% | %

GP1 1,25 0,09 7,15 GP30 7,06 0,13 1,79
GP2 0,42 0,02 5,88 GP31 1,38 0,07 4,93
GP3 0,67 0,12 18,42 GP32 1,05 0,04 35
GP4 0,17 0,01 75 GP33 1,18 0,02 1,58
GP5 1,53 0,05 3,31 GP34 1,75 0,23 13,1
GP6 10,76 0,28 2,58 GP35 0,6 0,03 5,59
GP7 6,98 0,34 4,92 GP36 0,94 0,05 49
GP8 0,2 0,15 73,36 GP37 1,95 0,09 4,63
GP9 1,46 0,05 3,24 GP38 1,49 0,12 8,13
GP10 0,19 0,04 18,42 GP39 13 0,21 15,77
GP11 0,24 0,04 18,09 GP40 04 0,05 13,69
GP12 6,42 0,2 3,06 GP41 1,05 0,25 23,89
GP13 1,46 0,12 8,23 GP42 0,7 0,11 15,34
GP14 0,34 0,05 14,12 GP43 1,07 0,04 3,88
GP15 0,99 0,09 9,08 GP44 0,78 0,05 6,23
GP16 1,64 0,03 1,99 GP45 0,95 0,08 8,15
GP17 4,94 0,15 2,96 GP46 1,41 0,05 3,25
GP18 6,39 0,16 2,43 GP47 1,23 0,12 10,07
GP19 25 0,05 2,2 GP48 1,68 0,17 10,19
GP20 0,92 0,02 2,32 GP49 0,52 0,03 6,38
GP21 0,33 0,03 9,33 GP50 05 0,06 12,66
GP22 0,99 0,04 4,33 GP51 0,76 0,06 8,14
GP23 2,36 0,2 8,64 GP52 1,33 0,38 28,98
GP24 2,65 0,06 2,44 GP53 0,97 0,18 18,5
GP25 0,54 0,04 7,71 GP54 2,61 0,18 6,87
GP26 1,48 0,1 6,92 GP55 1,24 0,09 7,48
GP27 1,04 0,13 13,01 GP56 1,58 0,28 17,6
GP28 0,94 0,08 8,18 GP57 0,72 0,1 13,6
GP29 1,39 0,03 2,06 GP58 0,65 0,27 41,54

n = broj uspjesno analiziranih standarada
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Dodatak 3. Statisticki znacajni kromatografski pikovi nakon prilagodbe na viSestruko testiranje
(Poglavlje 3.6.) izmedu N-glikoma razli¢itih regija mozga. Utjecaj govori koliko je puta ve¢a/manja
srednja vrijednost prva regija/druga regija za odredeni kromatografski pik kad se vrijednost utjecaja
stavi u eksponent baze prirodnog logaritma e. Kromatografski pikovi su poredani po znaéajnosti. C —
¢impanza, H — odrasli ¢ovjek, M — makaki majmun, R — stakor, DFC — kora velikog mozga, HIP —
hipokampus, STR — strijatum, CBC — mali mozak.

Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila.g.odena p- Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilafodena p-
pik vrijednost pik vrijednost
GP1 H_CBC_DFC -0,41098 0,129697 GP1 H_CBC_STR -0,16341 0,526336
GP2 H_CBC_DFC 0,023721 0,786826 GP2 H_CBC_STR -0,02038 0,812908
GP3 H_CBC_DFC -0,13579 0,237255 GP3 H_CBC_STR -0,12505 0,253117
GP4 H_CBC_DFC -0,05236 0,061872 GP4 H_CBC_STR -0,05586 0,061421
GP5 H_CBC_DFC 0,342474 0,251001 GP5 H_CBC_STR 0,679041 0,060978
GP6 H_CBC_DFC 0,350833 0,675522 GP6 H_CBC_STR 0,957447 0,302552
GP7 H_CBC_DFC 1,545245 0,063839 GP7 H_CBC_STR 1,663316 0,068713
GP8 H_CBC_DFC 0,07769 0,212568 GP8 H_CBC_STR 0,059732 0,03689
GP9 H_CBC_DFC -0,40989 0,001135 GP9 H_CBC_STR -0,41835 0,000572
GP10 H_CBC_DFC 0,035782 0,714017 GP10 H_CBC_STR 0,021459 0,782638
GP11 H_CBC_DFC -0,05794 0,242345 GP11 H_CBC_STR -0,08179 0,149116
GP12 H_CBC_DFC -1,64209 6,69E-05 GP12 H_CBC_STR -2,19103 1,46E-06
GP13 H_CBC_DFC -0,29118 0,001804 GP13 H_CBC_STR -0,23947 0,036435
GP14 H_CBC_DFC 0,177893 0,001292 GP14 H_CBC_STR 0,276305 0,002617
GP15 H_CBC_DFC 0,181863 0,001015 GP15 H_CBC_STR 0,387022 0,000285
GP16 H_CBC_DFC -0,61598 1,78E-09 GP16 H_CBC_STR -0,60671 5,09E-07
GP17 H_CBC_DFC 1,198123 1,59E-06 GP17 H_CBC_STR 1,188054 1,04E-05
GP18 H_CBC_DFC -0,77556 6,69E-05 GP18 H_CBC_STR -0,61188 0,000464
GP19 H_CBC_DFC 0,637209 3,27E-06 GP19 H_CBC_STR 0,577334 0,000727
GP20 H_CBC_DFC -0,24714 1,36E-05 GP20 H_CBC_STR -0,28858 0,001479
GP21 H_CBC_DFC -0,07265 0,003929 GP21 H_CBC_STR 0,048584 0,046563
GP22 H_CBC_DFC 0,473756 3,78E-10 GP22 H_CBC_STR 0,353729 7,94E-06
GP23 H_CBC_DFC 0,24563 0,125207 GP23 H_CBC_STR 0,463979 0,12194
GP24 H_CBC_DFC -0,10421 0,489704 GP24 H_CBC_STR 0,039223 0,797663
GP25 H_CBC_DFC 0,269091 0,00154 GP25 H_CBC_STR 0,532357 0,000308
GP26 H_CBC_DFC 0,342318 0,011771 GP26 H_CBC_STR 0,574481 0,002029
GP27 H_CBC_DFC 0,237629 0,05528 GP27 H_CBC_STR 0,061469 0,615129
GP28 H_CBC_DFC | 0,052746 0,344051 GP28 H_CBC_STR | 0,044114 0,519723
GP29 H_CBC_DFC -0,23622 0,000998 GP29 H_CBC_STR -0,3472 0,001729
GP30 H_CBC_DFC 1,029435 0,006853 GP30 H_CBC_STR 1,371148 0,001189
GP31 H_CBC_DFC -0,21056 0,027672 GP31 H_CBC_STR -0,30719 0,009739
GP32 H_CBC_DFC 0,299335 8,53E-06 GP32 H_CBC_STR 0,24438 0,000346
GP33 H_CBC_DFC | 0,553026 6,85E-06 GP33 H_CBC_STR | 0,468905 0,000118
GP34 H_CBC_DFC -0,08022 0,80025 GP34 H_CBC_STR -0,3839 0,093099
GP35 H_CBC_DFC -0,1859 0,001274 GP35 H_CBC_STR -0,1027 0,03509
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila.g.odena p- Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilagodena p-
pik vrijednost pik vrijednost
GP36 H_CBC_DFC -0,14779 0,008346 GP36 H_CBC_STR -0,27802 0,000165
GP37 H_CBC_DFC 0,282681 0,053575 GP37 H_CBC_STR 0,331142 0,031909
GP38 H_CBC_DFC 0,189401 0,042622 GP38 H_CBC_STR 0,158537 0,152989
GP39 H_CBC_DFC -0,29906 0,030071 GP39 H_CBC_STR -0,14746 0,479756
GP40 H_CBC_DFC 0,083328 0,065565 GP40 H_CBC_STR 0,143716 0,020892
GP41 H_CBC_DFC -0,36845 0,001347 GP41 H_CBC_STR -0,36431 0,001519
GP42 H_CBC_DFC 0,601003 6,85E-06 GP42 H_CBC_STR 0,543512 0,000452
GP43 H_CBC_DFC -0,12235 0,095342 GP43 H_CBC_STR -0,21914 0,004225
GP44 H_CBC_DFC -0,18552 0,019487 GP44 H_CBC_STR -0,23416 0,006861
GP45 H_CBC_DFC -0,08421 0,088222 GP45 H_CBC_STR -0,06114 0,181029
GP46 H_CBC_DFC -0,41331 0,002579 GP46 H_CBC_STR -0,47443 0,001227
GP47 H_CBC_DFC -0,06845 0,479756 GP47 H_CBC_STR -0,10711 0,288343
GP48 H_CBC_DFC -0,57934 0,001709 GP48 H_CBC_STR -0,75691 0,000124
GP49 H_CBC_DFC -0,01554 0,845136 GP49 H_CBC_STR | 0,004079 0,950551
GP50 H_CBC_DFC | 0,105737 0,069074 GP50 H_CBC_STR | 0,091188 0,125715
GP51 H_CBC_DFC -0,13375 0,055093 GP51 H_CBC_STR -0,08427 0,26797
GP52 H_CBC_DFC -0,28384 0,091031 GP52 H_CBC_STR -0,3438 0,027749
GP53 H_CBC_DFC -0,28495 0,008516 GP53 H_CBC_STR -0,29697 0,009206
GP54 H_CBC_DFC -0,04115 0,899782 GP54 H_CBC_STR -0,29603 0,373506
GP55 H_CBC_DFC -0,38316 0,024878 GP55 H_CBC_STR -0,57333 0,001804
GP56 H_CBC_DFC -0,03685 0,854274 GP56 H_CBC_STR -0,37296 0,057901
GP57 H_CBC_DFC 0,09791 0,398999 GP57 H_CBC_STR -0,20093 0,065157
GP58 H_CBC_DFC -0,16673 0,176241 GP58 H_CBC_STR -0,31078 0,019869
GP1 C_CBC_DFC -0,27473 0,046242 GP1 C_CBC_STR | 0,195215 0,268867
GP2 C_CBC_DFC | 0,032005 0,360763 GP2 C_CBC_STR | 0,080173 0,017684
GP3 C_CBC_DFC 0,14199 0,052341 GP3 C_CBC_STR | 0,286245 0,02148
GP4 C_CBC_DFC -0,0608 0,00044 GP4 C_CBC_STR -0,01811 0,014057
GP5 C_CBC_DFC | 0,560446 0,006275 GP5 C_CBC_STR 1,517195 0,002123
GP6 C_CBC_DFC | 0,661346 0,026988 GP6 C_CBC_STR | 0,863235 0,093844
GP7 C_CBC_DFC 2,859014 0,001479 GP7 C_CBC_STR 3,612332 0,002548
GP8 C_CBC_DFC | 0,185485 0,016627 GP8 C_CBC_STR | 0,008852 0,559264
GP9 C_CBC_DFC -0,32515 3,39E-05 GP9 C_CBC_STR -0,20854 0,002378
GP10 C_CBC_DFC | 0,037038 0,207883 GP10 C_CBC_STR | 0,203131 0,08917
GP11 C_CBC_DFC | 0,014806 0,4222 GP11 C_CBC_STR 0,10023 0,013495
GP12 C_CBC_DFC -1,76447 3,19E-08 GP12 C_CBC_STR -1,99857 3,78E-10
GP13 C_CBC_DFC -0,13458 0,092963 GP13 C_CBC_STR | 0,050101 0,09214
GP14 C_CBC_DFC | 0,212628 0,0003 GP14 C_CBC_STR 0,21556 0,000414
GP15 C_CBC_DFC | 0,316738 0,004457 GP15 C_CBC_STR | 0,354306 4,47E-07
GP16 C_CBC_DFC -0,59839 1,42E-06 GP16 C_CBC_STR -0,68116 9,78E-06
GP17 C_CBC_DFC 1,285251 0,000587 GP17 C_CBC_STR 1,314197 0,002871
GP18 C_CBC_DFC -0,96678 0,0001 GP18 C_CBC_STR -0,84858 0,012158
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila.g.odena p- Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilagodena p-
pik vrijednost pik vrijednost
GP19 C_CBC_DFC | 0,410343 0,000546 GP19 C_CBC_STR -0,02084 0,889281
GP20 C_CBC_DFC -0,10578 0,001976 GP20 C_CBC_STR -0,29096 0,002031
GP21 C_CBC_DFC -0,0969 3,19E-05 GP21 C_CBC_STR 0,021777 0,072803
GP22 C_CBC_DFC | 0,498547 9,52E-05 GP22 C_CBC_STR -0,09865 0,14579
GP23 C_CBC_DFC 0,32425 0,033754 GP23 C_CBC_STR 1,192442 0,001013
GP24 C_CBC_DFC -0,3557 0,00884 GP24 C_CBC_STR -0,19423 0,208825
GP25 C_CBC_DFC 0,247993 0,000514 GP25 C_CBC_STR 0,27032 0,000118
GP26 C_CBC_DFC | 0,041027 0,774194 GP26 C_CBC_STR | 0,021759 0,914154
GP27 C_CBC_DFC | 0,125575 0,396381 GP27 C_CBC_STR | 0,320614 0,108663
GP28 C_CBC_DFC -0,05493 0,497296 GP28 C_CBC_STR -0,11334 0,221628
GP29 C_CBC_DFC | 0,167957 0,056063 GP29 C_CBC_STR -0,10728 0,28183
GP30 C_CBC_DFC -0,19627 0,153369 GP30 C_CBC_STR -0,12948 0,624183
GP31 C_CBC_DFC -0,03568 0,566583 GP31 C_CBC_STR | 0,028963 0,733689
GP32 C_CBC_DFC | 0,237459 0,00044 GP32 C_CBC_STR -0,06065 0,54083
GP33 C_CBC_DFC | 0,297282 0,001776 GP33 C_CBC_STR -0,13719 0,290959
GP34 C_CBC_DFC -0,71534 0,002244 GP34 C_CBC_STR | 0,683602 0,544619
GP35 C_CBC_DFC -0,29039 7,35E-08 GP35 C_CBC_STR -0,19779 9,09E-07
GP36 C_CBC_DFC -0,14459 0,020938 GP36 C_CBC_STR -0,24615 0,003273
GP37 C_CBC_DFC 0,19125 0,005493 GP37 C_CBC_STR | 0,423819 0,118947
GP38 C_CBC_DFC | 0,456722 0,000278 GP38 C_CBC_STR | 0,302929 0,010268
GP39 C_CBC_DFC -0,27907 0,012395 GP39 C_CBC_STR -0,16154 0,188687
GP40 C_CBC_DFC | 0,075629 0,028906 GP40 C_CBC_STR -0,0389 0,348831
GP41 C_CBC_DFC -0,33652 0,001229 GP41 C_CBC_STR -0,42491 0,001425
GP42 C_CBC_DFC 0,362118 5,45E-05 GP42 C_CBC_STR 0,178211 0,000244
GP43 C_CBC_DFC -0,29834 0,001111 GP43 C_CBC_STR -0,37692 0,001013
GP44 C_CBC_DFC -0,09312 0,043522 GP44 C_CBC_STR -0,22792 0,000693
GP45 C_CBC_DFC -0,08332 0,016115 GP45 C_CBC_STR -0,04726 0,453108
GP46 C_CBC_DFC -0,31392 1,96E-07 GP46 C_CBC_STR -0,48078 0,000204
GP47 C_CBC_DFC -0,12715 0,255882 GP47 C_CBC_STR -0,37142 0,002304
GP48 C_CBC_DFC -0,32422 0,002379 GP48 C_CBC_STR -0,57437 0,000318
GP49 C_CBC_DFC -0,02705 0,261801 GP49 C_CBC_STR -0,07152 0,095987
GP50 C_CBC_DFC | 0,101752 0,004844 GP50 C_CBC_STR -0,06232 0,114175
GP51 C_CBC_DFC -0,08498 0,158504 GP51 C_CBC_STR -0,1449 0,015081
GP52 C_CBC_DFC -0,21932 0,096352 GP52 C_CBC_STR -0,32618 0,027049
GP53 C_CBC_DFC -0,17717 0,264592 GP53 C_CBC_STR -0,2196 0,025186
GP54 C_CBC_DFC -0,38247 0,018161 GP54 C_CBC_STR -1,51768 2,91E-09
GP55 C_CBC_DFC -0,21872 0,062018 GP55 C_CBC_STR -0,5335 0,000897
GP56 C_CBC_DFC -0,57801 0,004271 GP56 C_CBC_STR -0,95845 0,000179
GP57 C_CBC_DFC -0,10749 0,152403 GP57 C_CBC_STR -0,3916 0,000285
GP58 C_CBC_DFC -0,11036 0,082218 GP58 C_CBC_STR -0,24204 0,002081
GP1 M_CBC_DFC | -0,40452 0,046563 GP1 M_CBC_STR | -0,32512 0,118947
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila.g.odena p- Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilagodena p-
pik vrijednost pik vrijednost
GP2 M_CBC_DFC | 0,044089 0,232516 GP2 M_CBC_STR | 0,064006 0,033433
GP3 M_CBC_DFC 0,021956 0,842807 GP3 M_CBC_STR 0,068626 0,513557
GP4 M_CBC_DFC -0,03665 0,028298 GP4 M_CBC_STR -0,04026 0,036545
GP5 M_CBC_DFC | 0,356195 0,240253 GP5 M_CBC_STR | 0,821765 0,036545
GP6 M_CBC_DFC 0,718059 0,251001 GP6 M_CBC_STR 0,48195 0,359948
GP7 M_CBC_DFC | 1,449142 0,0927 GP7 M_CBC_STR 2,64827 0,003091
GP8 M_CBC_DFC 0,015705 0,889727 GP8 M_CBC_STR 0,002553 0,97546
GP9 M_CBC_DFC | -0,82642 5,46E-05 GP9 M_CBC_STR -0,7628 2,09E-05
GP10 M_CBC_DFC | -0,03867 0,38903 GP10 M_CBC_STR | -0,04256 0,339935
GP11 M_CBC_DFC | -0,07597 0,012787 GP11 M_CBC_STR | -0,0605 0,019761
GP12 M_CBC_DFC -2,2967 1,58E-05 GP12 M_CBC_STR -2,6801 1,42E-06
GP13 M_CBC_DFC | -0,58383 0,002123 GP13 M_CBC_STR | -0,49892 0,00159
GP14 M_CBC_DFC | 0,093658 0,025364 GP14 M_CBC_STR | 0,004083 0,91621
GP15 M_CBC_DFC | -0,04261 0,778781 GP15 M_CBC_STR | 0,203368 0,087998
GP16 M_CBC_DFC -1,54482 6,11E-06 GP16 M_CBC_STR -1,49244 1,07E-05
GP17 M_CBC_DFC | 1,359371 0,019213 GP17 M_CBC_STR | 1,257386 0,003706
GP18 M_CBC_DFC 0,421802 0,170914 GP18 M_CBC_STR 0,422125 0,000857
GP19 M_CBC_DFC 0,24347 0,088694 GP19 M_CBC_STR 0,42141 0,008992
GP20 M_CBC_DFC | -0,12458 0,084724 GP20 M_CBC_STR | -0,10093 0,070703
GP21 M_CBC_DFC | -0,17422 0,001059 GP21 M_CBC_STR | -0,09865 0,237524
GP22 M_CBC_DFC | -0,03373 0,75365 GP22 M_CBC_STR | -0,17568 0,043571
GP23 M_CBC_DFC | -0,15697 0,367544 GP23 M_CBC_STR | 0,358917 0,128103
GP24 M_CBC_DFC | -0,12967 0,371276 GP24 M_CBC_STR | -0,01696 0,876867
GP25 M_CBC_DFC | 0,595304 0,000667 GP25 M_CBC_STR | 0,615971 0,000485
GP26 M_CBC_DFC -0,129 0,30167 GP26 M_CBC_STR | 0,152989 0,070472
GP27 M_CBC_DFC | 0,067451 0,705964 GP27 M_CBC_STR | 0,031506 0,844137
GP28 M_CBC_DFC -0,2036 0,000378 GP28 M_CBC_STR | -0,23311 0,001276
GP29 M_CBC_DFC | 0,620196 0,000994 GP29 M_CBC_STR | 0,442971 0,002439
GP30 M_CBC_DFC | 0,129621 0,788513 GP30 M_CBC_STR 0,13901 0,523262
GP31 M_CBC_DFC | 0,057755 0,198678 GP31 M_CBC_STR | -0,05468 0,307982
GP32 M_CBC_DFC | 0,319802 3,51E-05 GP32 M_CBC_STR | 0,303374 0,00148
GP33 M_CBC_DFC | 0,232399 0,021536 GP33 M_CBC_STR | -0,10224 0,379583
GP34 M_CBC_DFC | -0,26036 0,024803 GP34 M_CBC_STR | -0,45061 0,003071
GP35 M_CBC_DFC | -0,14893 0,000188 GP35 M_CBC_STR | -0,13178 0,000596
GP36 M_CBC_DFC | -0,09757 0,153369 GP36 M_CBC_STR | -0,18033 0,001091
GP37 M_CBC_DFC | 0,572892 0,009365 GP37 M_CBC_STR | 0,268117 0,084206
GP38 M_CBC_DFC 0,38877 0,003536 GP38 M_CBC_STR | 0,590485 0,000281
GP39 M_CBC_DFC | -0,23086 0,126594 GP39 M_CBC_STR | -0,38681 0,000691
GP40 M_CBC_DFC -0,0721 0,144969 GP40 M_CBC_STR | -0,08257 0,04433
GP41 M_CBC_DFC -0,15258 0,127789 GP41 M_CBC_STR -0,23343 0,018707
GP42 M_CBC_DFC | 0,552835 1,46E-06 GP42 M_CBC_STR | 0,341694 8,22E-06
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila.g.odena p- Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilagodena p-
pik vrijednost pik vrijednost
GP43 M_CBC_DFC | 0,261162 0,021859 GP43 M_CBC_STR | 0,120802 0,099926
GP44 M_CBC_DFC 0,098561 0,051665 GP44 M_CBC_STR 0,002293 0,983707
GP45 M_CBC_DFC 0,154486 0,00174 GP45 M_CBC_STR 0,185686 0,00971
GP46 M_CBC_DFC | -0,04603 0,550179 GP46 M_CBC_STR | 0,069576 0,587566
GP47 M_CBC_DFC 0,045936 0,437767 GP47 M_CBC_STR -0,09167 0,103157
GP48 M_CBC_DFC | -0,42697 0,000358 GP48 M_CBC_STR | -0,42815 0,000122
GP49 M_CBC_DFC 0,014161 0,836882 GP49 M_CBC_STR 0,137844 0,092856
GP50 M_CBC_DFC | 0,149915 0,041103 GP50 M_CBC_STR | 0,052325 0,472039
GP51 M_CBC_DFC 0,01504 0,905009 GP51 M_CBC_STR | -0,01229 0,915224
GP52 M_CBC_DFC | -0,22219 0,010858 GP52 M_CBC_STR | -0,17758 0,072803
GP53 M_CBC_DFC | -0,13643 0,125603 GP53 M_CBC_STR | -0,05814 0,409975
GP54 M_CBC_DFC 0,01745 0,928633 GP54 M_CBC_STR -0,2578 0,160472
GP55 M_CBC_DFC | -0,27859 0,001613 GP55 M_CBC_STR | -0,39049 5,45E-05
GP56 M_CBC_DFC | -0,24573 0,000786 GP56 M_CBC_STR | -0,33781 0,000439
GP57 M_CBC_DFC | -0,02719 0,718526 GP57 M_CBC_STR | -0,07583 0,259334
GP58 M_CBC_DFC | 0,057684 0,523262 GP58 M_CBC_STR | -0,10562 0,173393
GP1 R_CBC_DFC | 0,100579 0,250761 GP1 R_CBC_STR | 0,095173 0,125207
GP2 R_CBC_DFC | 0,015265 0,369588 GP2 R_CBC_STR | 0,060555 0,001917
GP3 R_CBC_DFC | 0,175057 0,00018 GP3 R_CBC_STR | 0,403042 0,000716
GP4 R_CBC_DFC -0,0671 4,17E-05 GP4 R_CBC_STR -0,01452 0,448586
GP5 R_CBC_DFC | 0,697934 1,71E-06 GP5 R_CBC_STR 1,678521 3,91E-09
GP6 R_CBC_DFC -0,31421 0,263315 GP6 R_CBC_STR 1,727624 5,41E-05
GP7 R_CBC_DFC -2,44771 2,27E-09 GP7 R_CBC_STR -1,66781 1,93E-06
GP8 R_CBC_DFC -0,01946 0,561599 GP8 R_CBC_STR | 0,020538 0,741718
GP9 R_CBC_DFC -0,52679 1,06E-07 GP9 R_CBC_STR -0,45034 3,94E-06
GP10 R_CBC_DFC -0,13185 0,000857 GP10 R_CBC_STR -0,1378 0,000789
GP11 R_CBC_DFC -0,01633 0,462978 GP11 R_CBC_STR | 0,065384 0,048416
GP12 R_CBC_DFC -2,58201 2,19E-10 GP12 R_CBC_STR -2,79051 2,52E-08
GP13 R_CBC_DFC -0,62251 6,85E-06 GP13 R_CBC_STR -0,50185 0,000154
GP14 R_CBC_DFC | 0,147292 0,001263 GP14 R_CBC_STR | 0,050375 0,331228
GP15 R_CBC_DFC | 0,873543 5,14E-12 GP15 R_CBC_STR 0,86554 2,79E-10
GP16 R_CBC_DFC | -1,14123 3,77E-09 GP16 R_CBC_STR | -1,15469 2,91E-09
GP17 R_CBC_DFC | 0,541619 1,42E-07 GP17 R_CBC_STR | 0,429276 0,000196
GP18 R_CBC_DFC -0,30286 0,019554 GP18 R_CBC_STR -0,70491 0,00088
GP19 R_CBC_DFC -0,40323 9,20E-07 GP19 R_CBC_STR -0,57175 3,03E-09
GP20 R_CBC_DFC -0,20824 2,74E-05 GP20 R_CBC_STR -0,25694 4,17E-05
GP21 R_CBC_DFC | 0,113268 0,000474 GP21 R_CBC_STR | 0,143962 2,86E-06
GP22 R_CBC_DFC -0,15958 0,00308 GP22 R_CBC_STR -0,34792 4,64E-08
GP23 R_CBC_DFC -0,25929 0,126594 GP23 R_CBC_STR -0,21818 0,127009
GP24 R_CBC_DFC 0,28333 0,001135 GP24 R_CBC_STR -0,06927 0,427096
GP25 R_CBC_DFC | 0,207062 0,000131 GP25 R_CBC_STR 0,11966 0,004554
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GP26 R_CBC_DFC -0,47243 7,84E-06 GP26 R_CBC_STR -0,40106 2,90E-05
GP27 R_CBC_DFC -0,1378 0,049316 GP27 R_CBC_STR -0,19847 0,007204
GP28 R_CBC_DFC -0,11574 0,003598 GP28 R_CBC_STR -0,24548 0,002692
GP29 R_CBC_DFC | 0,687193 4,77€E-10 GP29 R_CBC_STR 0,71751 2,91E-09
GP30 R_CBC_DFC 0,014991 0,901579 GP30 R_CBC_STR 0,309394 0,043189
GP31 R_CBC_DFC | 0,433247 8,38E-08 GP31 R_CBC_STR | 0,212464 7,80E-05
GP32 R_CBC_DFC 0,027187 0,544147 GP32 R_CBC_STR -0,06328 0,311988
GP33 R_CBC_DFC | 0,573455 8,57E-08 GP33 R_CBC_STR 0,33671 4,91E-07
GP34 R_CBC_DFC | 0,083255 0,184024 GP34 R_CBC_STR -0,06463 0,068173
GP35 R_CBC_DFC -0,07566 0,001416 GP35 R_CBC_STR -0,12824 6,61E-05
GP36 R_CBC_DFC -0,19049 1,72E-05 GP36 R_CBC_STR -0,17438 0,000255
GP37 R_CBC_DFC | 0,491238 4,49E-05 GP37 R_CBC_STR 0,36568 0,001347
GP38 R_CBC_DFC | 0,210111 0,001887 GP38 R_CBC_STR | 0,090716 0,246343
GP39 R_CBC_DFC | 0,021549 0,862134 GP39 R_CBC_STR -0,07457 0,538598
GP40 R_CBC_DFC | 0,166318 0,000841 GP40 R_CBC_STR | 0,063848 0,184024
GP41 R_CBC_DFC -0,24488 0,001807 GP41 R_CBC_STR -0,36925 0,000169
GP42 R_CBC_DFC 1,118421 5,14E-12 GP42 R_CBC_STR 0,638803 2,91E-09
GP43 R_CBC_DFC | 0,329961 4,60E-06 GP43 R_CBC_STR | 0,135308 0,002958
GP44 R_CBC_DFC | 0,279965 2,90E-05 GP44 R_CBC_STR 0,12326 0,000979
GP45 R_CBC_DFC | 0,138391 0,00106 GP45 R_CBC_STR | 0,157501 8,97E-06
GP46 R_CBC_DFC | 0,521956 3,77E-09 GP46 R_CBC_STR 0,34238 7,99E-08
GP47 R_CBC_DFC | 0,349426 0,002373 GP47 R_CBC_STR | 0,206918 0,014671
GP48 R_CBC_DFC -0,01368 0,9329 GP48 R_CBC_STR -0,50014 4,17E-05
GP49 R_CBC_DFC 0,142844 0,163464 GP49 R_CBC_STR -0,02195 0,361782
GP50 R_CBC_DFC | 0,297441 0,001729 GP50 R_CBC_STR | 0,253262 5,37E-05
GP51 R_CBC_DFC | 0,057487 0,440523 GP51 R_CBC_STR -0,01634 0,800208
GP52 R_CBC_DFC -0,05838 0,718526 GP52 R_CBC_STR -0,01615 0,891348
GP53 R_CBC_DFC -0,11556 0,09214 GP53 R_CBC_STR -0,18237 0,006898
GP54 R_CBC_DFC 0,7575 0,000452 GP54 R_CBC_STR | 0,869905 0,000191
GP55 R_CBC_DFC | 0,071843 0,586786 GP55 R_CBC_STR | 0,318849 0,010043
GP56 R_CBC_DFC | 0,428048 0,031 GP56 R_CBC_STR | 0,299389 0,052611
GP57 R_CBC_DFC | 0,245294 0,039657 GP57 R_CBC_STR | 0,223663 0,034435
GP58 R_CBC_DFC | 0,049643 0,364638 GP58 R_CBC_STR 0,03184 0,575788
GP1 H_CBC_HIP -0,3979 0,183347 GP1 H_DFC_HIP | 0,068182 0,617125
GP2 H_CBC_HIP -0,06931 0,414609 GP2 H_DFC_HIP -0,08268 0,003005
GP3 H_CBC_HIP -0,1192 0,288343 GP3 H_DFC_HIP | 0,025858 0,78586
GP4 H_CBC_HIP -0,07714 0,014951 GP4 H_DFC_HIP -0,02337 0,004271
GP5 H_CBC_HIP 0,383823 0,241404 GP5 H_DFC_HIP | 0,083242 0,679831
GP6 H_CBC_HIP 0,001409 0,99891 GP6 H_DFC_HIP -0,04802 0,892833
GP7 H_CBC_HIP 2,388662 0,004473 GP7 H_DFC_HIP 1,025225 0,199358
GP8 H_CBC_HIP 0,107353 0,091486 GP8 H_DFC_HIP | 0,019155 0,827931
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GP9 H_CBC_HIP -0,40953 0,002548 GP9 H_DFC_HIP | 0,025927 0,702155
GP10 H_CBC_HIP 0,02638 0,676604 GP10 H_DFC_HIP -0,02044 0,848733
GP11 H_CBC_HIP -0,06227 0,173325 GP11 H_DFC_HIP -0,00793 0,853484
GP12 H_CBC_HIP -1,92828 1,06E-05 GP12 H_DFC_HIP -0,20656 0,136114
GP13 H_CBC_HIP -0,26343 0,008352 GP13 H_DFC_HIP 0,038236 0,525349
GP14 H_CBC_HIP 0,054987 0,281309 GP14 H_DFC_HIP -0,13448 0,000267
GP15 H_CBC_HIP 0,505823 0,000191 GP15 H_DFC_HIP 0,329841 0,000409
GP16 H_CBC_HIP -0,67989 1,92E-07 GP16 H_DFC_HIP -0,06353 0,100978
GP17 H_CBC_HIP 0,842225 0,001111 GP17 H_DFC_HIP -0,29982 0,039821
GP18 H_CBC_HIP -1,10737 0,000182 GP18 H_DFC_HIP -0,2961 0,129615
GP19 H_CBC_HIP 0,317217 0,021774 GP19 H_DFC_HIP -0,3142 0,014057
GP20 H_CBC_HIP -0,17446 0,025849 GP20 H_DFC_HIP 0,075001 0,31684
GP21 H_CBC_HIP -0,04896 0,337419 GP21 H_DFC_HIP | 0,021106 0,718526
GP22 H_CBC_HIP 0,22422 5,45E-05 GP22 H_DFC_HIP -0,2523 3,07E-05
GP23 H_CBC_HIP 0,850518 0,00884 GP23 H_DFC_HIP | 0,549964 0,021859
GP24 H_CBC_HIP -0,00422 0,983707 GP24 H_DFC_HIP 0,07464 0,541566
GP25 H_CBC_HIP 0,187168 0,12194 GP25 H_DFC_HIP -0,05821 0,535546
GP26 H_CBC_HIP 0,605708 0,006171 GP26 H_DFC_HIP | 0,253904 0,128103
GP27 H_CBC_HIP 0,31117 0,15224 GP27 H_DFC_HIP 0,023561 0,899042
GP28 H_CBC_HIP 0,108079 0,151715 GP28 H_DFC_HIP | 0,042278 0,524469
GP29 H_CBC_HIP -0,39563 0,000152 GP29 H_DFC_HIP -0,17788 0,017996
GP30 H_CBC_HIP 1,320777 0,002352 GP30 H_DFC_HIP | 0,249989 0,237255
GP31 H_CBC_HIP -0,32472 0,006488 GP31 H_DFC_HIP -0,12356 0,031205
GP32 H_CBC_HIP 0,075233 0,068682 GP32 H_DFC_HIP -0,22946 0,000192
GP33 H_CBC_HIP 0,316369 0,004966 GP33 H_DFC_HIP -0,2486 0,028613
GP34 H_CBC_HIP 0,1954 0,664807 GP34 H_DFC_HIP | 0,258236 0,603901
GP35 H_CBC_HIP -0,06876 0,189689 GP35 H_DFC_HIP | 0,105424 0,000746
GP36 H_CBC_HIP -0,19198 0,006852 GP36 H_DFC_HIP -0,06413 0,131566
GP37 H_CBC_HIP 0,441554 0,008623 GP37 H_DFC_HIP | 0,127079 0,140864
GP38 H_CBC_HIP 0,253748 0,007924 GP38 H_DFC_HIP | 0,039221 0,256615
GP39 H_CBC_HIP -0,21667 0,114175 GP39 H_DFC_HIP | 0,033011 0,644731
GP40 H_CBC_HIP 0,057077 0,313557 GP40 H_DFC_HIP -0,02776 0,560309
GP41 H_CBC_HIP -0,31159 0,029678 GP41 H_DFC_HIP 0,036571 0,710371
GP42 H_CBC_HIP 0,50434 0,002345 GP42 H_DFC_HIP -0,12198 0,342048
GP43 H_CBC_HIP -0,1364 0,023136 GP43 H_DFC_HIP -0,02331 0,722752
GP44 H_CBC_HIP -0,0725 0,359124 GP44 H_DFC_HIP | 0,113131 0,103999
GP45 H_CBC_HIP 0,106745 0,128192 GP45 H_DFC_HIP 0,177057 0,001798
GP46 H_CBC_HIP -0,40316 0,004517 GP46 H_DFC_HIP -0,02876 0,206503
GP47 H_CBC_HIP -0,26607 0,016914 GP47 H_DFC_HIP -0,2263 0,012881
GP48 H_CBC_HIP -0,6033 0,000967 GP48 H_DFC_HIP | -0,08222 0,210795
GP49 H_CBC_HIP 0,202922 0,068918 GP49 H_DFC_HIP | 0,203475 0,047179
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GP50 H_CBC_HIP 0,016109 0,762927 GP50 H_DFC_HIP -0,10613 0,028633
GP51 H_CBC_HIP -0,13181 0,065169 GP51 H_DFC_HIP -0,01272 0,848733
GP52 H_CBC_HIP -0,25463 0,106726 GP52 H_DFC_HIP -0,02785 0,838589
GP53 H_CBC_HIP -0,28055 0,002072 GP53 H_DFC_HIP -0,02412 0,766866
GP54 H_CBC_HIP -0,37085 0,242345 GP54 H_DFC_HIP -0,35319 0,195314
GP55 H_CBC_HIP -0,46482 0,007804 GP55 H_DFC_HIP -0,10362 0,331228
GP56 H_CBC_HIP 0,002843 0,991377 GP56 H_DFC_HIP 0,025829 0,848845
GP57 H_CBC_HIP -0,11813 0,325344 GP57 H_DFC_HIP -0,22784 0,028452
GP58 H_CBC_HIP -0,19023 0,182527 GP58 H_DFC_HIP -0,02811 0,437088
GP1 C_CBC_HIP -0,40876 0,019904 GP1 C_DFC_HIP -0,13402 0,039905
GP2 C_CBC_HIP -0,00777 0,867589 GP2 C_DFC_HIP -0,03978 0,274268
GP3 C_CBC_HIP -0,03509 0,554092 GP3 C_DFC_HIP -0,17708 0,000778
GP4 C_CBC_HIP -0,03644 0,063374 GP4 C_DFC_HIP 0,024363 0,110097
GP5 C_CBC_HIP 0,093212 0,584193 GP5 C_DFC_HIP -0,46723 3,35E-05
GP6 C_CBC_HIP 1,467766 0,001169 GP6 C_DFC_HIP 0,80642 0,007616
GP7 C_CBC_HIP 2,095054 0,000967 GP7 C_DFC_HIP -0,76396 0,09214
GP8 C_CBC_HIP 0,008893 0,579534 GP8 C_DFC_HIP -0,17659 0,027428
GP9 C_CBC_HIP -0,24237 0,001805 GP9 C_DFC_HIP 0,082773 0,039756
GP10 C_CBC_HIP 0,036284 0,012656 GP10 C_DFC_HIP -0,00075 0,983707
GP11 C_CBC_HIP 0,070126 0,00103 GP11 C_DFC_HIP 0,05532 0,041529
GP12 C_CBC_HIP -2,00818 2,79E-08 GP12 C_DFC_HIP -0,2437 0,05022
GP13 C_CBC_HIP -0,1648 0,027724 GP13 C_DFC_HIP -0,03023 0,791059
GP14 C_CBC_HIP 0,099629 0,007933 GP14 C_DFC_HIP -0,113 0,027819
GP15 C_CBC_HIP 0,429929 5,57E-06 GP15 C_DFC_HIP 0,113191 0,212125
GP16 C_CBC_HIP -0,41228 4,17E-05 GP16 C_DFC_HIP 0,186108 0,003511
GP17 C_CBC_HIP 1,868251 2,31E-05 GP17 C_DFC_HIP 0,583 0,006319
GP18 C_CBC_HIP -0,79471 0,000349 GP18 C_DFC_HIP 0,172061 0,152271
GP19 C_CBC_HIP 0,24651 0,037657 GP19 C_DFC_HIP -0,16383 0,096021
GP20 C_CBC_HIP -0,02563 0,561024 GP20 C_DFC_HIP 0,080144 0,020992
GP21 C_CBC_HIP -0,02545 0,418093 GP21 C_DFC_HIP 0,071453 0,063516
GP22 C_CBC_HIP -0,18522 0,000994 GP22 C_DFC_HIP -0,68376 2,90E-05
GP23 C_CBC_HIP 0,498408 0,001787 GP23 C_DFC_HIP 0,174159 0,33872
GP24 C_CBC_HIP -0,3765 0,007204 GP24 C_DFC_HIP -0,02079 0,675522
GP25 C_CBC_HIP 0,449506 3,61E-05 GP25 C_DFC_HIP 0,201513 0,000136
GP26 C_CBC_HIP 0,586784 0,000695 GP26 C_DFC_HIP 0,545757 0,002841
GP27 C_CBC_HIP -0,06379 0,385314 GP27 C_DFC_HIP -0,18937 0,256615
GP28 C_CBC_HIP 0,062751 0,312145 GP28 C_DFC_HIP 0,117686 0,016841
GP29 C_CBC_HIP 0,158051 0,10459 GP29 C_DFC_HIP -0,00991 0,892833
GP30 C_CBC_HIP 0,052261 0,689336 GP30 C_DFC_HIP 0,248531 0,016712
GP31 C_CBC_HIP -0,17178 0,000181 GP31 C_DFC_HIP -0,1361 0,023107
GP32 C_CBC_HIP 0,079263 0,089121 GP32 C_DFC_HIP -0,1582 0,000155
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GP33 C_CBC_HIP 0,061751 0,361805 GP33 C_DFC_HIP -0,23553 0,000648
GP34 C_CBC_HIP -0,61292 0,001059 GP34 C_DFC_HIP 0,102417 0,599093
GP35 C_CBC_HIP -0,19701 4,41E-05 GP35 C_DFC_HIP 0,09338 0,000192
GP36 C_CBC_HIP -0,25427 0,00103 GP36 C_DFC_HIP -0,10968 0,000548
GP37 C_CBC_HIP 0,881558 4,79E-05 GP37 C_DFC_HIP 0,690308 7,37E-05
GP38 C_CBC_HIP 0,405358 0,000967 GP38 C_DFC_HIP -0,05136 0,413589
GP39 C_CBC_HIP -0,18844 0,021859 GP39 C_DFC_HIP 0,090634 0,145313
GP40 C_CBC_HIP 0,085194 0,05966 GP40 C_DFC_HIP 0,009565 0,540183
GP41 C_CBC_HIP -0,4349 0,000362 GP41 C_DFC_HIP -0,09837 0,009176
GP42 C_CBC_HIP 0,137477 0,010411 GP42 C_DFC_HIP -0,22464 0,009243
GP43 C_CBC_HIP -0,12283 0,177654 GP43 C_DFC_HIP 0,175515 0,018439
GP44 C_CBC_HIP 0,162323 0,001414 GP44 C_DFC_HIP 0,255444 0,000245
GP45 C_CBC_HIP 0,07077 0,000414 GP45 C_DFC_HIP 0,154088 0,000204
GP46 C_CBC_HIP -0,37471 1,90E-06 GP46 C_DFC_HIP -0,06079 0,027747
GP47 C_CBC_HIP -0,37116 3,19E-05 GP47 C_DFC_HIP -0,24401 0,044525
GP48 C_CBC_HIP -0,45744 0,000339 GP48 C_DFC_HIP -0,13322 0,019299
GP49 C_CBC_HIP -0,10642 0,000156 GP49 C_DFC_HIP -0,07937 0,00793
GP50 C_CBC_HIP 0,087854 0,021536 GP50 C_DFC_HIP -0,0139 0,34205
GP51 C_CBC_HIP -0,15077 0,003032 GP51 C_DFC_HIP -0,06579 0,373056
GP52 C_CBC_HIP -0,1603 0,268867 GP52 C_DFC_HIP 0,059018 0,121933
GP53 C_CBC_HIP -0,27693 0,002038 GP53 C_DFC_HIP -0,09976 0,338628
GP54 C_CBC_HIP -0,37504 0,059076 GP54 C_DFC_HIP 0,007427 0,979665
GP55 C_CBC_HIP -0,33992 0,002407 GP55 C_DFC_HIP -0,1212 0,012262
GP56 C_CBC_HIP -0,53103 0,006898 GP56 C_DFC_HIP 0,046982 0,771961
GP57 C_CBC_HIP -0,21961 0,001503 GP57 C_DFC_HIP -0,11213 0,028642
GP58 C_CBC_HIP -0,03221 0,409536 GP58 C_DFC_HIP 0,078151 0,127789
GP1 M_CBC_HIP -0,34756 0,05335 GP1 M_DFC_HIP 0,05696 0,528819
GP2 M_CBC_HIP | 0,010201 0,601329 GP2 M_DFC_HIP | -0,03389 0,316818
GP3 M_CBC_HIP -0,02766 0,702155 GP3 M_DFC_HIP | -0,04961 0,514419
GP4 M_CBC_HIP -0,05875 0,000508 GP4 M_DFC_HIP -0,0221 0,126837
GP5 M_CBC_HIP | 0,329591 0,197585 GP5 M_DFC_HIP -0,0266 0,947671
GP6 M_CBC_HIP 0,306345 0,577894 GP6 M_DFC_HIP -0,41171 0,391253
GP7 M_CBC_HIP 1,717873 0,001362 GP7 M_DFC_HIP 0,268731 0,746819
GP8 M_CBC_HIP -0,04314 0,361782 GP8 M_DFC_HIP | -0,05884 0,561073
GP9 M_CBC_HIP -0,70864 4,49E-05 GP9 M_DFC_HIP 0,117781 0,335432
GP10 M_CBC_HIP | 0,046657 0,26797 GP10 M_DFC_HIP | 0,085324 0,095442
GP11 M_CBC_HIP -0,05097 0,076172 GP11 M_DFC_HIP | 0,025006 0,364638
GP12 M_CBC_HIP -2,55627 1,44E-06 GP12 M_DFC_HIP | -0,25957 0,233687
GP13 M_CBC_HIP -0,55664 0,001012 GP13 M_DFC_HIP | 0,027192 0,867589
GP14 M_CBC_HIP -0,01998 0,575788 GP14 M_DFC_HIP -0,11364 0,004014
GP15 M_CBC_HIP | 0,367758 0,089276 GP15 M_DFC_HIP | 0,410363 0,127789
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GP16 M_CBC_HIP -1,41882 9,78E-06 GP16 M_DFC_HIP | 0,125993 0,256615
GP17 M_CBC_HIP 0,726373 0,048982 GP17 M_DFC_HIP -0,633 0,243047
GP18 M_CBC_HIP -0,04225 0,858883 GP18 M_DFC_HIP -0,46405 0,200104
GP19 M_CBC_HIP | 0,385569 0,006737 GP19 M_DFC_HIP | 0,142099 0,376867
GP20 M_CBC_HIP 0,055237 0,578441 GP20 M_DFC_HIP 0,179819 0,180666
GP21 M_CBC_HIP -0,17097 0,004571 GP21 M_DFC_HIP | 0,003245 0,933358
GP22 M_CBC_HIP -0,16851 0,12181 GP22 M_DFC_HIP -0,13478 0,269048
GP23 M_CBC_HIP | 0,191724 0,237255 GP23 M_DFC_HIP | 0,348698 0,175874
GP24 M_CBC_HIP -0,1631 0,251001 GP24 M_DFC_HIP | -0,03343 0,863615
GP25 M_CBC_HIP | 0,503967 0,012238 GP25 M_DFC_HIP | -0,09134 0,644731
GP26 M_CBC_HIP | 0,534879 0,024878 GP26 M_DFC_HIP | 0,663875 0,011552
GP27 M_CBC_HIP -0,07722 0,449735 GP27 M_DFC_HIP -0,14467 0,387877
GP28 M_CBC_HIP -0,06815 0,225105 GP28 M_DFC_HIP | 0,135453 0,012217
GP29 M_CBC_HIP | 0,356384 0,004006 GP29 M_DFC_HIP | -0,26381 0,14345
GP30 M_CBC_HIP | 0,128225 0,611953 GP30 M_DFC_HIP -0,0014 0,998742
GP31 M_CBC_HIP | 0,032843 0,110097 GP31 M_DFC_HIP | -0,02491 0,562106
GP32 M_CBC_HIP | 0,218501 6,96E-05 GP32 M_DFC_HIP -0,1013 0,107966
GP33 M_CBC_HIP | 0,049055 0,654295 GP33 M_DFC_HIP | -0,18334 0,064318
GP34 M_CBC_HIP -0,30506 0,009206 GP34 M_DFC_HIP -0,0447 0,638427
GP35 M_CBC_HIP -0,12357 0,000274 GP35 M_DFC_HIP | 0,025358 0,437088
GP36 M_CBC_HIP -0,16182 0,002434 GP36 M_DFC_HIP | -0,06425 0,360763
GP37 M_CBC_HIP | 0,593477 0,001156 GP37 M_DFC_HIP | 0,020585 0,922834
GP38 M_CBC_HIP | 0,784739 3,19E-05 GP38 M_DFC_HIP | 0,395969 0,002439
GP39 M_CBC_HIP -0,19605 0,134185 GP39 M_DFC_HIP | 0,034811 0,836882
GP40 M_CBC_HIP -0,01035 0,79878 GP40 M_DFC_HIP | 0,061756 0,136487
GP41 M_CBC_HIP -0,2135 0,056927 GP41 M_DFC_HIP | -0,06092 0,236808
GP42 M_CBC_HIP 0,310351 0,000107 GP42 M_DFC_HIP -0,24248 0,017114
GP43 M_CBC_HIP | 0,295101 0,005086 GP43 M_DFC_HIP | 0,033939 0,80736
GP44 M_CBC_HIP | 0,206617 0,051665 GP44 M_DFC_HIP | 0,108055 0,295436
GP45 M_CBC_HIP | 0,251679 0,005569 GP45 M_DFC_HIP | 0,097193 0,25002
GP46 M_CBC_HIP -0,01062 0,892833 GP46 M_DFC_HIP | 0,035413 0,579895
GP47 M_CBC_HIP | 0,023328 0,812044 GP47 M_DFC_HIP | -0,02261 0,84672
GP48 M_CBC_HIP | -0,44019 3,64E-05 GP48 M_DFC_HIP | -0,01322 0,875128
GP49 M_CBC_HIP | 0,086935 0,098595 GP49 M_DFC_HIP | 0,072774 0,385314
GP50 M_CBC_HIP | 0,146779 0,021539 GP50 M_DFC_HIP | -0,00314 0,956925
GP51 M_CBC_HIP | 0,075633 0,519754 GP51 M_DFC_HIP | 0,060592 0,361782
GP52 M_CBC_HIP -0,0161 0,839125 GP52 M_DFC_HIP | 0,206097 0,004457
GP53 M_CBC_HIP -0,0793 0,30167 GP53 M_DFC_HIP | 0,057131 0,428029
GP54 M_CBC_HIP -0,00029 0,99891 GP54 M_DFC_HIP | -0,01774 0,932269
GP55 M_CBC_HIP -0,27908 0,00106 GP55 M_DFC_HIP -0,00048 0,99741
GP56 M_CBC_HIP -0,33432 0,000227 GP56 M_DFC_HIP | -0,08859 0,203426
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GP57 M_CBC_HIP -0,0991 0,127861 GP57 M_DFC_HIP | -0,07191 0,207549
GP58 M_CBC_HIP -0,01007 0,890563 GP58 M_DFC_HIP -0,06775 0,349519
GP1 R_CBC_HIP 0,175214 0,166841 GP1 R_DFC_HIP 0,074634 0,558256
GP2 R_CBC_HIP 0,035989 0,240876 GP2 R_DFC_HIP 0,020724 0,461457
GP3 R_CBC_HIP 0,218679 0,000272 GP3 R_DFC_HIP 0,043622 0,325397
GP4 R_CBC_HIP -0,00313 0,831569 GP4 R_DFC_HIP 0,063964 0,000807
GP5 R_CBC_HIP 1,243283 8,53E-06 GP5 R_DFC_HIP 0,545349 0,003418
GP6 R_CBC_HIP 0,580228 0,249173 GP6 R_DFC_HIP 0,894436 0,057086
GP7 R_CBC_HIP -1,59623 2,35E-05 GP7 R_DFC_HIP 0,851477 0,001794
GP8 R_CBC_HIP 0,098536 0,00956 GP8 R_DFC_HIP 0,117999 0,000443
GP9 R_CBC_HIP -0,29171 5,96E-05 GP9 R_DFC_HIP 0,235075 8,14E-06
GP10 R_CBC_HIP 0,083422 0,001405 GP10 R_DFC_HIP 0,215268 1,83E-06
GP11 R_CBC_HIP 0,05402 0,004673 GP11 R_DFC_HIP 0,070355 0,000363
GP12 R_CBC_HIP -2,64523 2,91E-09 GP12 R_DFC_HIP -0,06321 0,52692
GP13 R_CBC_HIP -0,44142 3,45E-05 GP13 R_DFC_HIP 0,181098 0,001347
GP14 R_CBC_HIP 0,021301 0,561944 GP14 R_DFC_HIP -0,12599 6,06E-07
GP15 R_CBC_HIP 0,804493 3,65E-11 GP15 R_DFC_HIP -0,06905 0,003325
GP16 R_CBC_HIP -1,03151 3,78E-10 GP16 R_DFC_HIP 0,109725 0,012347
GP17 R_CBC_HIP -0,17486 0,003309 GP17 R_DFC_HIP -0,71648 2,44E-09
GP18 R_CBC_HIP -0,27484 0,022184 GP18 R_DFC_HIP 0,028025 0,780468
GP19 R_CBC_HIP -0,74193 4,14E-09 GP19 R_DFC_HIP -0,3387 1,06E-05
GP20 R_CBC_HIP -0,03314 0,362392 GP20 R_DFC_HIP 0,175098 0,000272
GP21 R_CBC_HIP -0,02004 0,472039 GP21 R_DFC_HIP -0,1333 0,001009
GP22 R_CBC_HIP -0,34616 2,92E-08 GP22 R_DFC_HIP -0,18658 0,000472
GP23 R_CBC_HIP -0,33855 0,008875 GP23 R_DFC_HIP -0,07926 0,585829
GP24 R_CBC_HIP 0,810331 3,62E-07 GP24 R_DFC_HIP 0,527001 7,13E-05
GP25 R_CBC_HIP -0,00074 0,988883 GP25 R_DFC_HIP -0,2078 0,000204
GP26 R_CBC_HIP -0,23995 0,000549 GP26 R_DFC_HIP 0,23248 0,000962
GP27 R_CBC_HIP -0,1383 0,017833 GP27 R_DFC_HIP -0,0005 0,992716
GP28 R_CBC_HIP -0,05777 0,173325 GP28 R_DFC_HIP 0,057975 0,06368
GP29 R_CBC_HIP 0,193611 2,90E-05 GP29 R_DFC_HIP -0,49358 2,22E-08
GP30 R_CBC_HIP -1,14379 1,58E-05 GP30 R_DFC_HIP -1,15878 2,79E-05
GP31 R_CBC_HIP | 0,317862 6,94E-06 GP31 R_DFC_HIP | -0,11539 0,01875
GP32 R_CBC_HIP -0,11642 0,034684 GP32 R_DFC_HIP -0,14361 0,002367
GP33 R_CBC_HIP 0,302339 4,96E-07 GP33 R_DFC_HIP -0,27112 0,000143
GP34 R_CBC_HIP -0,16298 0,003023 GP34 R_DFC_HIP -0,24623 0,001975
GP35 R_CBC_HIP -0,09964 8,71E-05 GP35 R_DFC_HIP -0,02398 0,225527
GP36 R_CBC_HIP -0,13085 0,000414 GP36 R_DFC_HIP 0,059636 0,052341
GP37 R_CBC_HIP 0,389184 0,001106 GP37 R_DFC_HIP -0,10205 0,129541
GP38 R_CBC_HIP 0,498947 0,000137 GP38 R_DFC_HIP 0,288835 0,001841
GP39 R_CBC_HIP 0,074085 0,467185 GP39 R_DFC_HIP 0,052536 0,637812

Ivan Gudelj Doktorska disertacija



§ 9. Dodatak XVII

Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila.g.odena p- Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilagodena p-
pik vrijednost pik vrijednost
GP40 R_CBC_HIP 0,187715 0,00026 GP40 R_DFC_HIP 0,021397 0,600934
GP41 R_CBC_HIP -0,27801 0,001227 GP41 R_DFC_HIP -0,03313 0,600934
GP42 R_CBC_HIP 0,898396 3,78E-10 GP42 R_DFC_HIP -0,22003 0,000725
GP43 R_CBC_HIP 0,2862 1,95E-06 GP43 R_DFC_HIP -0,04376 0,285271
GP44 R_CBC_HIP 0,21313 0,002011 GP44 R_DFC_HIP -0,06683 0,330207
GP45 R_CBC_HIP 0,219475 4,54E-05 GP45 R_DFC_HIP 0,081083 0,081418
GP46 R_CBC_HIP 0,442858 4,08E-06 GP46 R_DFC_HIP -0,0791 0,144351
GP47 R_CBC_HIP 0,218656 0,004357 GP47 R_DFC_HIP -0,13077 0,172605
GP48 R_CBC_HIP -0,16232 0,016311 GP48 R_DFC_HIP -0,14864 0,316818
GP49 R_CBC_HIP -0,02815 0,264592 GP49 R_DFC_HIP -0,17099 0,101488
GP50 R_CBC_HIP 0,321844 1,46E-06 GP50 R_DFC_HIP 0,024404 0,768125
GP51 R_CBC_HIP 0,11087 0,125025 GP51 R_DFC_HIP 0,053383 0,551173
GP52 R_CBC_HIP 0,202148 0,026856 GP52 R_DFC_HIP 0,260524 0,069118
GP53 R_CBC_HIP -0,07184 0,273129 GP53 R_DFC_HIP 0,043715 0,492875
GP54 R_CBC_HIP 0,895982 2,90E-05 GP54 R_DFC_HIP 0,138482 0,140288
GP55 R_CBC_HIP 0,372712 0,000712 GP55 R_DFC_HIP 0,300869 0,005328
GP56 R_CBC_HIP 0,206527 0,103307 GP56 R_DFC_HIP -0,22152 0,128103
GP57 R_CBC_HIP 0,134947 0,028903 GP57 R_DFC_HIP -0,11035 0,307437
GP58 R_CBC_HIP 0,020226 0,611333 GP58 R_DFC_HIP -0,02942 0,522497
GP1 H_HIP_STR 0,188807 0,169949 GP1 H_DFC_STR | 0,247575 0,002749
GP2 H_HIP_STR 0,030052 0,016914 GP2 H_DFC_STR -0,0441 0,049138
GP3 H_HIP_STR -0,03133 0,677454 GP3 H_DFC_STR | 0,010739 0,889727
GP4 H_HIP_STR | 0,017933 0,262449 GP4 H_DFC_STR -0,0035 0,836882
GP5 H_HIP_STR 0,199429 0,38903 GP5 H_DFC_STR | 0,336567 0,070037
GP6 H_HIP_STR 0,71233 0,232516 GP6 H_DFC_STR 0,606613 0,245194
GP7 H_HIP_STR -0,95036 0,267697 GP7 H_DFC_STR | 0,118072 0,867589
GP8 H_HIP_STR -0,05264 0,473444 GP8 H_DFC_STR -0,01796 0,809461
GP9 H_HIP_STR -0,03919 0,497337 GP9 H_DFC_STR -0,00846 0,872135
GP10 H_HIP_STR 0,000858 0,992716 GP10 H_DFC_STR -0,01432 0,892833
GP11 H_HIP_STR -0,01798 0,746692 GP11 H_DFC_STR -0,02385 0,675522
GP12 H_HIP_STR -0,33045 0,004783 GP12 H_DFC_STR -0,54894 0,000845
GP13 H_HIP_STR 0,007437 0,948276 GP13 H_DFC_STR | 0,051706 0,575788
GP14 H_HIP_STR 0,233291 0,006647 GP14 H_DFC_STR | 0,098411 0,129973
GP15 H_HIP_STR | -0,14326 0,172221 GP15 H_DFC_STR | 0,205159 0,006009
GP16 H_HIP_STR 0,07197 0,332217 GP16 H_DFC_STR 0,00927 0,879266
GP17 H_HIP_STR 0,307162 0,128103 GP17 H_DFC_STR -0,01007 0,941594
GP18 H_HIP_STR 0,481283 0,030858 GP18 H_DFC_STR | 0,163679 0,218459
GP19 H_HIP_STR 0,235303 0,127789 GP19 H_DFC_STR -0,05987 0,611953
GP20 H_HIP_STR | -0,11409 0,272041 GP20 H_DFC_STR | -0,04143 0,58296
GP21 H_HIP_STR 0,099032 0,040585 GP21 H_DFC_STR | 0,121236 0,001382
GP22 H_HIP_STR 0,127179 0,036561 GP22 H_DFC_STR -0,12003 0,019299
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GP23 H_HIP_STR -0,34387 0,317228 GP23 H_DFC_STR | 0,218349 0,418766
GP24 H_HIP_STR 0,068591 0,567952 GP24 H_DFC_STR 0,143436 0,144883
GP25 H_HIP_STR 0,320371 0,02743 GP25 H_DFC_STR 0,263267 0,009243
GP26 H_HIP_STR -0,03647 0,867589 GP26 H_DFC_STR | 0,232163 0,114175
GP27 H_HIP_STR -0,20726 0,278119 GP27 H_DFC_STR -0,17616 0,059076
GP28 H_HIP_STR -0,05447 0,514419 GP28 H_DFC_STR -0,00863 0,856973
GP29 H_HIP_STR 0,076376 0,367544 GP29 H_DFC_STR -0,11098 0,152425
GP30 H_HIP_STR 0,062291 0,80025 GP30 H_DFC_STR | 0,341713 0,158963
GP31 H_HIP_STR 0,030565 0,714261 GP31 H_DFC_STR -0,09663 0,174944
GP32 H_HIP_STR 0,16896 0,010176 GP32 H_DFC_STR -0,05496 0,172579
GP33 H_HIP_STR 0,182023 0,129697 GP33 H_DFC_STR -0,08412 0,348831
GP34 H_HIP_STR | -0,57207 0,220214 GP34 H_DFC_STR | -0,30368 0,352607
GP35 H_HIP_STR -0,02218 0,344901 GP35 H_DFC_STR | 0,083191 0,000331
GP36 H_HIP_STR -0,06342 0,104154 GP36 H_DFC_STR -0,13022 0,000991
GP37 H_HIP_STR -0,09642 0,401874 GP37 H_DFC_STR 0,04846 0,446883
GP38 H_HIP_STR -0,06186 0,31494 GP38 H_DFC_STR -0,03086 0,50657
GP39 H_HIP_STR 0,127331 0,473444 GP39 H_DFC_STR 0,151592 0,295262
GP40 H_HIP_STR 0,090834 0,146963 GP40 H_DFC_STR | 0,060388 0,204855
GP41 H_HIP_STR | -0,03839 0,718526 GP41 H_DFC_STR | 0,004141 0,945859
GP42 H_HIP_STR 0,084401 0,560309 GP42 H_DFC_STR -0,05749 0,560994
GP43 H_HIP_STR -0,07271 0,196601 GP43 H_DFC_STR -0,09679 0,027515
GP44 H_HIP_STR -0,14897 0,031954 GP44 H_DFC_STR -0,04865 0,274268
GP45 H_HIP_STR -0,15576 0,005155 GP45 H_DFC_STR | 0,023074 0,195314
GP46 H_HIP_STR -0,02944 0,281309 GP46 H_DFC_STR -0,06112 0,052341
GP47 H_HIP_STR 0,194589 0,028642 GP47 H_DFC_STR -0,03866 0,506527
GP48 H_HIP_STR -0,09236 0,025206 GP48 H_DFC_STR -0,17757 0,015222
GP49 H_HIP_STR -0,1899 0,050865 GP49 H_DFC_STR | 0,019622 0,776114
GP50 H_HIP_STR 0,092278 0,070754 GP50 H_DFC_STR -0,01455 0,68822
GP51 H_HIP_STR 0,061589 0,41043 GP51 H_DFC_STR | 0,049472 0,489704
GP52 H_HIP_STR -0,01937 0,741718 GP52 H_DFC_STR -0,05996 0,514419
GP53 H_HIP_STR 0,017175 0,842807 GP53 H_DFC_STR -0,01202 0,881493
GP54 H_HIP_STR 0,147365 0,607972 GP54 H_DFC_STR -0,25488 0,282588
GP55 H_HIP_STR | -0,07867 0,382961 GP55 H_DFC_STR | -0,19016 0,044132
GP56 H_HIP_STR -0,3392 0,033754 GP56 H_DFC_STR -0,33611 0,003572
GP57 H_HIP_STR -0,06712 0,482087 GP57 H_DFC_STR -0,29884 0,002233
GP58 H_HIP_STR -0,10973 0,07737 GP58 H_DFC_STR -0,14406 0,002345
GP1 C_HIP_STR 0,594854 0,025364 GP1 C_DFC_STR | 0,456734 0,028298
GP2 C_HIP_STR 0,084713 0,125603 GP2 C_DFC_STR | 0,045204 0,310077
GP3 C_HIP_STR 0,311439 0,002213 GP3 C_DFC_STR | 0,143247 0,004673
GP4 C_HIP_STR | 0,012633 0,487363 GP4 C_DFC_STR | 0,038404 0,002753
GP5 C_HIP_STR 1,391385 0,000373 GP5 C_DFC_STR 0,91585 0,003598
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GP6 C_HIP_STR -0,61745 0,361924 GP6 C_DFC_STR 0,158 0,800208
GP7 C_HIP_STR 1,429618 0,025206 GP7 C_DFC_STR 0,513054 0,367544
GP8 C_HIP_STR 0,003281 0,858954 GP8 C_DFC_STR -0,16167 0,064341
GP9 C_HIP_STR 0,009059 0,797663 GP9 C_DFC_STR | 0,102561 0,004571
GP10 C_HIP_STR 0,167619 0,122568 GP10 C_DFC_STR 0,180262 0,131566
GP11 C_HIP_STR 0,032122 0,197585 GP11 C_DFC_STR | 0,093845 0,046624
GP12 C_HIP_STR -0,00671 0,936374 GP12 C_DFC_STR -0,21309 0,022708
GP13 C_HIP_STR 0,207509 0,05335 GP13 C_DFC_STR | 0,190556 0,047777
GP14 C_HIP_STR 0,124007 0,017114 GP14 C_DFC_STR | 0,012834 0,708555
GP15 C_HIP_STR -0,08467 0,095245 GP15 C_DFC_STR | 0,042732 0,660253
GP16 C_HIP_STR -0,27107 0,002457 GP16 C_DFC_STR -0,0763 0,09214
GP17 C_HIP_STR -0,59286 0,004717 GP17 C_DFC_STR -0,07912 0,575788
GP18 C_HIP_STR -0,05842 0,778781 GP18 C_DFC_STR | 0,108702 0,461457
GP19 C_HIP_STR -0,22233 0,034189 GP19 C_DFC_STR -0,42463 0,013944
GP20 C_HIP_STR -0,28056 7,38E-05 GP20 C_DFC_STR -0,1886 0,004517
GP21 C_HIP_STR 0,048671 0,131566 GP21 C_DFC_STR | 0,117706 0,000222
GP22 C_HIP_STR 0,088916 0,046211 GP22 C_DFC_STR -0,59214 0,001256
GP23 C_HIP_STR 0,717314 0,005485 GP23 C_DFC_STR | 0,896032 0,021536
GP24 C_HIP_STR 0,157894 0,15244 GP24 C_DFC_STR 0,156339 0,125848
GP25 C_HIP_STR -0,18137 0,019554 GP25 C_DFC_STR 0,01314 0,842807
GP26 C_HIP_STR -0,50326 0,004518 GP26 C_DFC_STR -0,0017 0,989195
GP27 C_HIP_STR 0,352502 0,019554 GP27 C_DFC_STR | 0,228902 0,333303
GP28 C_HIP_STR -0,16385 0,073692 GP28 C_DFC_STR -0,03611 0,718526
GP29 C_HIP_STR -0,27516 0,017321 GP29 C_DFC_STR -0,27474 0,002315
GP30 C_HIP_STR -0,1763 0,267697 GP30 C_DFC_STR | 0,057286 0,790595
GP31 C_HIP_STR 0,213935 0,015461 GP31 C_DFC_STR | 0,085877 0,509423
GP32 C_HIP_STR -0,1497 0,038079 GP32 C_DFC_STR -0,31461 0,002323
GP33 C_HIP_STR -0,18621 0,038561 GP33 C_DFC_STR -0,43642 0,000822
GP34 C_HIP_STR 1,279981 0,257727 GP34 C_DFC_STR 1,357225 0,181391
GP35 C_HIP_STR -0,00931 0,664807 GP35 C_DFC_STR | 0,089039 1,26E-05
GP36 C_HIP_STR 0,033722 0,626214 GP36 C_DFC_STR -0,07708 0,249173
GP37 C_HIP_STR -0,47227 0,194283 GP37 C_DFC_STR | 0,227011 0,364638
GP38 C_HIP_STR -0,06471 0,467827 GP38 C_DFC_STR -0,13793 0,002123
GP39 C_HIP_STR 0,053841 0,447294 GP39 C_DFC_STR 0,15453 0,170331
GP40 C_HIP_STR -0,11092 0,005485 GP40 C_DFC_STR | -0,10721 0,001111
GP41 C_HIP_STR 0,021873 0,360286 GP41 C_DFC_STR -0,08901 0,002093
GP42 C_HIP_STR 0,051775 0,441177 GP42 C_DFC_STR -0,17523 0,002095
GP43 C_HIP_STR -0,23457 0,038912 GP43 C_DFC_STR -0,07055 0,16125
GP44 C_HIP_STR -0,38887 1,39E-06 GP44 C_DFC_STR -0,12491 0,012238
GP45 C_HIP_STR -0,11772 0,072645 GP45 C_DFC_STR 0,025067 0,556626
GP46 C_HIP_STR -0,10659 0,129973 GP46 C_DFC_STR -0,16532 0,033269
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GP47 C_HIP_STR 0,020117 0,786236 GP47 C_DFC_STR -0,24591 0,005877
GP48 C_HIP_STR -0,08186 0,05888 GP48 C_DFC_STR -0,21934 0,004357
GP49 C_HIP_STR 0,036641 0,401721 GP49 C_DFC_STR -0,04869 0,263949
GP50 C_HIP_STR -0,13169 0,001788 GP50 C_DFC_STR -0,15051 5,41E-05
GP51 C_HIP_STR 0,015278 0,829795 GP51 C_DFC_STR -0,03324 0,182932
GP52 C_HIP_STR -0,10215 0,253598 GP52 C_DFC_STR -0,04682 0,437088
GP53 C_HIP_STR 0,094605 0,019904 GP53 C_DFC_STR 0,039211 0,714201
GP54 C_HIP_STR -1,2231 0,000463 GP54 C_DFC_STR -1,13221 0,000382
GP55 C_HIP_STR -0,16819 0,0002 GP55 C_DFC_STR -0,27793 0,001189
GP56 C_HIP_STR -0,47559 0,002929 GP56 C_DFC_STR -0,38087 0,008834
GP57 C_HIP_STR -0,17737 0,001059 GP57 C_DFC_STR -0,28697 0,003051
GP58 C_HIP_STR -0,21895 0,000464 GP58 C_DFC_STR -0,1244 0,003071
GP1 M_HIP_STR | 0,022443 0,811597 GP1 M_DFC_STR | 0,079404 0,489704
GP2 M_HIP_STR | 0,053805 0,064951 GP2 M_DFC_STR | 0,019917 0,601329
GP3 M_HIP_STR | 0,096283 0,242983 GP3 M_DFC_STR 0,04667 0,620305
GP4 M_HIP_STR | 0,018489 0,281452 GP4 M_DFC_STR | -0,00361 0,858883
GP5 M_HIP_STR | 0,492174 0,256615 GP5 M_DFC_STR | 0,46557 0,268867
GP6 M_HIP_STR | 0,175605 0,644731 GP6 M_DFC_STR | -0,23611 0,523262
GP7 M_HIP_STR 0,930397 0,240647 GP7 M_DFC_STR 1,199128 0,245944
GP8 M_HIP_STR 0,04569 0,511584 GP8 M_DFC_STR | -0,01315 0,901919
GP9 M_HIP_STR -0,05416 0,561024 GP9 M_DFC_STR | 0,063621 0,540183
GP10 M_HIP_STR -0,08922 0,087545 GP10 M_DFC_STR -0,0039 0,945775
GP11 M_HIP_STR -0,00954 0,708432 GP11 M_DFC_STR | 0,015471 0,523262
GP12 M_HIP_STR -0,12383 0,411778 GP12 M_DFC_STR -0,3834 0,05528
GP13 M_HIP_STR | 0,057716 0,651721 GP13 M_DFC_STR | 0,084908 0,579583
GP14 M_HIP_STR | 0,024059 0,460824 GP14 M_DFC_STR | -0,08958 0,0097
GP15 M_HIP_STR -0,16439 0,499002 GP15 M_DFC_STR | 0,245974 0,053667
GP16 M_HIP_STR -0,07362 0,434007 GP16 M_DFC_STR | 0,052371 0,602231
GP17 M_HIP_STR | 0,531014 0,173325 GP17 M_DFC_STR | -0,10199 0,861867
GP18 M_HIP_STR | 0,464376 0,04433 GP18 M_DFC_STR | 0,000324 0,99891
GP19 M_HIP_STR | 0,035841 0,836882 GP19 M_DFC_STR 0,17794 0,240876
GP20 M_HIP_STR -0,15617 0,199361 GP20 M_DFC_STR | 0,023651 0,699158
GP21 M_HIP_STR | 0,072324 0,382559 GP21 M_DFC_STR | 0,075569 0,2765
GP22 M_HIP_STR -0,00717 0,932269 GP22 M_DFC_STR | -0,14195 0,142418
GP23 M_HIP_STR 0,167194 0,554305 GP23 M_DFC_STR 0,515892 0,045372
GP24 M_HIP_STR | 0,146138 0,319988 GP24 M_DFC_STR | 0,112711 0,459333
GP25 M_HIP_STR | 0,112004 0,584125 GP25 M_DFC_STR | 0,020667 0,900161
GP26 M_HIP_STR -0,38189 0,089538 GP26 M_DFC_STR | 0,281986 0,032505
GP27 M_HIP_STR | 0,108728 0,37643 GP27 M_DFC_STR | -0,03595 0,856618
GP28 M_HIP_STR | -0,16496 0,027672 GP28 M_DFC_STR | -0,02951 0,586786
GP29 M_HIP_STR | 0,086587 0,58296 GP29 M_DFC_STR | -0,17723 0,333531
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GP30 M_HIP_STR | 0,010785 0,953956 GP30 M_DFC_STR | 0,009389 0,983707
GP31 M_HIP_STR -0,08753 0,084206 GP31 M_DFC_STR -0,11244 0,085984
GP32 M_HIP_STR 0,084873 0,295436 GP32 M_DFC_STR -0,01643 0,847086
GP33 M_HIP_STR -0,1513 0,149146 GP33 M_DFC_STR | -0,33464 0,004707
GP34 M_HIP_STR -0,14555 0,223193 GP34 M_DFC_STR -0,19025 0,131356
GP35 M_HIP_STR -0,00821 0,808464 GP35 M_DFC_STR | 0,017152 0,403813
GP36 M_HIP_STR -0,01851 0,708432 GP36 M_DFC_STR -0,08276 0,190432
GP37 M_HIP_STR -0,32536 0,033754 GP37 M_DFC_STR | -0,30477 0,134481
GP38 M_HIP_STR -0,19425 0,113882 GP38 M_DFC_STR | 0,201714 0,11599
GP39 M_HIP_STR -0,19077 0,083645 GP39 M_DFC_STR | -0,15595 0,182192
GP40 M_HIP_STR -0,07222 0,050895 GP40 M_DFC_STR | -0,01046 0,808025
GP41 M_HIP_STR -0,01993 0,754083 GP41 M_DFC_STR | -0,08085 0,110097
GP42 M_HIP_STR | 0,031343 0,561599 GP42 M_DFC_STR | -0,21114 0,010043
GP43 M_HIP_STR -0,1743 0,1023 GP43 M_DFC_STR -0,14036 0,232791
GP44 M_HIP_STR -0,20432 0,120388 GP44 M_DFC_STR -0,09627 0,293361
GP45 M_HIP_STR -0,06599 0,517231 GP45 M_DFC_STR 0,0312 0,654429
GP46 M_HIP_STR | 0,080195 0,508589 GP46 M_DFC_STR | 0,115608 0,257629
GP47 M_HIP_STR -0,115 0,261801 GP47 M_DFC_STR | -0,13761 0,033433
GP48 M_HIP_STR 0,01204 0,851455 GP48 M_DFC_STR -0,00118 0,991377
GP49 M_HIP_STR | 0,050908 0,58366 GP49 M_DFC_STR | 0,123683 0,145073
GP50 M_HIP_STR -0,09445 0,114438 GP50 M_DFC_STR | -0,09759 0,129973
GP51 M_HIP_STR -0,08792 0,167073 GP51 M_DFC_STR -0,02733 0,726245
GP52 M_HIP_STR -0,16148 0,068918 GP52 M_DFC_STR | 0,044615 0,664807
GP53 M_HIP_STR | 0,021158 0,590941 GP53 M_DFC_STR | 0,078289 0,213895
GP54 M_HIP_STR -0,25751 0,110097 GP54 M_DFC_STR | -0,27525 0,131102
GP55 M_HIP_STR -0,11142 0,178547 GP55 M_DFC_STR -0,1119 0,145518
GP56 M_HIP_STR -0,00349 0,972068 GP56 M_DFC_STR | -0,09209 0,195314
GP57 M_HIP_STR | 0,023273 0,676148 GP57 M_DFC_STR | -0,04864 0,367544
GP58 M_HIP_STR -0,09555 0,126792 GP58 M_DFC_STR -0,1633 0,01811
GP1 R_HIP_STR -0,06725 0,583043 GP1 R_DFC_STR | 0,007787 0,914436
GP2 R_HIP_STR 0,02755 0,350129 GP2 R_DFC_STR 0,04617 0,001082
GP3 R_HIP_STR 0,191038 0,058224 GP3 R_DFC_STR | 0,226508 0,018942
GP4 R_HIP_STR -0,01161 0,608333 GP4 R_DFC_STR | 0,051363 0,023512
GP5 R_HIP_STR 0,42247 0,028903 GP5 R_DFC_STR | 0,968347 2,72E-07
GP6 R_HIP_STR 1,097678 0,040585 GP6 R_DFC_STR 1,975666 2,41E-07
GP7 R_HIP_STR -0,07986 0,771127 GP7 R_DFC_STR | 0,796066 0,000243
GPS8 R_HIP_STR -0,07463 0,196386 GPS8 R_DFC_STR | 0,040546 0,461457
GP9 R_HIP_STR -0,16277 0,000401 GP9 R_DFC_STR | 0,077245 0,017199
GP10 R_HIP_STR -0,22069 1,93E-06 GP10 R_DFC_STR -0,00194 0,955289
GP11 R_HIP_STR 0,01338 0,638427 GP11 R_DFC_STR 0,084483 0,017013
GP12 R_HIP_STR -0,17105 0,249173 GP12 R_DFC_STR -0,21667 0,1023
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila.g.odena p- Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilagodena p-
pik vrijednost pik vrijednost
GP13 R_HIP_STR -0,05382 0,302552 GP13 R_DFC_STR | 0,125679 0,087917
GP14 R_HIP_STR 0,033491 0,358051 GP14 R_DFC_STR -0,09237 0,021906
GP15 R_HIP_STR 0,058756 0,037863 GP15 R_DFC_STR -0,00677 0,77316
GP16 R_HIP_STR -0,11331 0,006879 GP16 R_DFC_STR | 0,001421 0,983707
GP17 R_HIP_STR 0,605643 9,13E-06 GP17 R_DFC_STR -0,10975 0,141477
GP18 R_HIP_STR -0,43962 0,005807 GP18 R_DFC_STR -0,39898 0,013495
GP19 R_HIP_STR 0,173707 0,001302 GP19 R_DFC_STR -0,16042 0,000362
GP20 R_HIP_STR -0,22684 0,000194 GP20 R_DFC_STR -0,04726 0,19507
GP21 R_HIP_STR 0,163579 0,000107 GP21 R_DFC_STR | 0,027783 0,221688
GP22 R_HIP_STR 0,000953 0,970192 GP22 R_DFC_STR -0,17891 0,001015
GP23 R_HIP_STR 0,139838 0,337419 GP23 R_DFC_STR | 0,064529 0,75365
GP24 R_HIP_STR -0,89481 3,27E-06 GP24 R_DFC_STR -0,35373 0,003596
GP25 R_HIP_STR 0,119837 0,006861 GP25 R_DFC_STR -0,08821 0,023251
GP26 R_HIP_STR -0,14876 0,010411 GP26 R_DFC_STR 0,082185 0,214556
GP27 R_HIP_STR -0,05255 0,251001 GP27 R_DFC_STR -0,04867 0,392689
GP28 R_HIP_STR -0,18449 0,010074 GP28 R_DFC_STR -0,1275 0,040984
GP29 R_HIP_STR 0,52441 8,24E-08 GP29 R_DFC_STR 0,028951 0,514419
GP30 R_HIP_STR 1,467424 2,66E-05 GP30 R_DFC_STR | 0,302206 0,084263
GP31 R_HIP_STR -0,10687 0,031602 GP31 R_DFC_STR -0,21759 8,71E-05
GP32 R_HIP_STR 0,064487 0,128721 GP32 R_DFC_STR -0,08363 0,090665
GP33 R_HIP_STR 0,032419 0,437767 GP33 R_DFC_STR -0,24459 0,001135
GP34 R_HIP_STR | 0,091145 0,089161 GP34 R_DFC_STR -0,154 0,035862
GP35 R_HIP_STR -0,0267 0,182932 GP35 R_DFC_STR -0,05035 0,027873
GP36 R_HIP_STR -0,04236 0,251254 GP36 R_DFC_STR 0,02193 0,473124
GP37 R_HIP_STR -0,00683 0,933358 GP37 R_DFC_STR -0,11196 0,070804
GP38 R_HIP_STR -0,40611 0,00105 GP38 R_DFC_STR -0,11319 0,016432
GP39 R_HIP_STR -0,13738 0,268867 GP39 R_DFC_STR -0,07821 0,572514
GP40 R_HIP_STR -0,12104 0,019533 GP40 R_DFC_STR -0,09642 0,028446
GP41 R_HIP_STR -0,0774 0,272041 GP41 R_DFC_STR -0,11593 0,114438
GP42 R_HIP_STR -0,25681 0,000257 GP42 R_DFC_STR | -0,48582 3,10E-07
GP43 R_HIP_STR -0,15122 0,001639 GP43 R_DFC_STR -0,19493 0,001184
GP44 R_HIP_STR -0,09009 0,175306 GP44 R_DFC_STR -0,16326 0,002608
GP45 R_HIP_STR -0,06317 0,133587 GP45 R_DFC_STR 0,010718 0,790595
GP46 R_HIP_STR -0,10707 0,087917 GP46 R_DFC_STR -0,18351 0,000257
GP47 R_HIP_STR -0,00226 0,959935 GP47 R_DFC_STR -0,1441 0,183347
GP48 R_HIP_STR -0,33368 0,000464 GP48 R_DFC_STR -0,48128 0,010583
GP49 R_HIP_STR 0,00896 0,751272 GP49 R_DFC_STR | -0,16364 0,149116
GP50 R_HIP_STR -0,06477 0,084206 GP50 R_DFC_STR -0,04266 0,624183
GP51 R_HIP_STR -0,1152 0,22381 GP51 R_DFC_STR -0,06574 0,50657
GP52 R_HIP_STR -0,20684 0,014832 GP52 R_DFC_STR 0,050875 0,77316
GP53 R_HIP_STR -0,11582 0,056507 GP53 R_DFC_STR -0,07254 0,225527
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila.g.odena p- Kromat_ografski Vrste Utjecaj Prilafodena p-
pik vrijednost pik vrijednost
GP54 R_HIP_STR -0,05152 0,631643 GP54 R_DFC_STR 0,08154 0,554092
GP55 R_HIP_STR -0,06716 0,440523 GP55 R_DFC_STR 0,224862 0,102377
GP56 R_HIP_STR 0,068982 0,427096 GP56 R_DFC_STR -0,1582 0,344901
GP57 R_HIP_STR 0,083282 0,401864 GP57 R_DFC_STR -0,03766 0,800208
GP58 R_HIP_STR 0,00629 0,899782 GP58 R_DFC_STR -0,02636 0,663089
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§ 9. Dodatak

XVII

Dodatak 4. Statisticki znacajni kromatografski pikovi nakon prilagodbe na viSestruko testiranje
(Poglavlje 3.6.) izmedu N-glikoma mozga razli¢itih vrsta i tijekom razvoja Covjeka. Utjecaj govori
koliko je puta ve¢a/manja srednja vrijednost prva vrsta/druga vrsta za odredeni kromatografski pik kad
se vrijednost utjecaja stavi u eksponent baze prirodnog logaritma e. Kromatografski pikovi su poredani
po znacajnosti. C — ¢impanza, F — fetus, H — odrasli ¢ovjek, M — makaki majmun, R — Stakor.

Kromat?grafski Vrste | Utjecaj Prilaﬁodena P Kromatografski pik | Vrste Utjecaj Prilagodena P-
pik vrijednost vrijednost
GP5 H-F 1,1288 7,74E-15 GP39 H-C 0,3058 0,0005
GP38 H-F -0,4274 4,12E-12 GP47 H-C -0,2266 0,0016
GP17 H-F -0,3240 8,19E-12 GP22 H-C -0,1676 0,0021
GP24 H-F -0,3314 9,77E-11 GP46 H-C -0,0977 0,0066
GP13 H-F 0,5554 1,30E-10 GP50 H-C -0,1872 0,0139
GP37 H-F -0,3663 4,86E-09 GP52 H-C 0,1439 0,0328
GP7 H-F 0,4704 1,71E-08 GP41 H-C -0,1614 0,0376
GP44 H-F -0,6996 2,74E-08 GP49 H-C -0,2352 0,0392
GP36 H-F -0,5679 4,04E-08 GP38 H-C 0,0549 0,0491
GP19 H-F 0,3533 7,80E-08 GP37 H-C 0,0972 0,0577
GP35 H-F -0,4816 2,24E-07 GP5 H-C -0,1228 0,0626
GP54 H-F 0,4797 7,52E-06 GP55 H-C 0,1746 0,0719
GP22 H-F 0,2438 8,05E-06 GP26 H-C -0,1347 0,0756
GP43 H-F -0,3258 1,70E-05 GP48 H-C 0,0813 0,0923
GP8 H-F -1,5975 3,32E-05 GP1 H-C -0,1555 0,1077
GP11 H-F 0,7033 0,0001 GP33 H-C -0,0865 0,1323
GP29 H-F -0,2547 0,0002 GP2 H-C -0,1198 0,1548
GP49 H-F 0,6115 0,0002 GP14 H-C -0,0863 0,1820
GP34 H-F -0,6608 0,0002 GP36 H-C -0,0861 0,1868
GP1 H-F 0,4963 0,0003 GP19 H-C 0,0424 0,2226
GP16 H-F -0,2775 0,0004 GP45 H-C 0,0517 0,2335
GP26 H-F 0,3107 0,0006 GP27 H-C 0,1324 0,2724
GP3 H-F -0,6233 0,0006 GP24 H-C -0,0324 0,2881
GP6 H-F 0,1381 0,0008 GP44 H-C 0,0847 0,2947
GP18 H-F -0,0964 0,0044 GP58 H-C 0,1639 0,3565
GP52 H-F -0,2575 0,0054 GP42 H-C -0,0591 0,3575
GP28 H-F -0,1861 0,0062 GP32 H-C -0,0545 0,3865
GP31 H-F -0,1692 0,0088 GP28 H-C 0,0443 0,3914
GP30 H-F -0,0777 0,0105 GP13 H-C -0,0387 0,4004
GP32 H-F 0,1643 0,0191 GP25 H-C 0,1086 0,4228
GP56 H-F 0,1903 0,0232 GP15 H-C 0,0335 0,4278
GP42 H-F 0,1691 0,0500 GP3 H-C -0,0850 0,4450
GP2 H-F 0,1759 0,0590 GP53 H-C 0,0809 0,4942
GP58 H-F -0,3813 0,0813 GP23 H-C 0,0453 0,5225
GP27 H-F 0,1956 0,1378 GP8 H-C -0,1708 0,5295
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilaﬁ odena p- Kromatografski pik | Vrste Utjecaj Prilafodena i
pik vrijednost vrijednost
GP50 H-F 0,1363 0,1733 GP21 H-C 0,0594 0,5295
GP23 H-F -0,1098 0,1857 GP31 H-C -0,0392 0,5295
GP51 H-F 0,1545 0,1919 GP43 H-C 0,0401 0,5295
GP21 H-F 0,1293 0,2758 GP16 H-C -0,0354 0,5327
GP55 H-F -0,1418 0,2998 GP57 H-C 0,0742 0,5603
GP39 H-F -0,1189 0,2998 GP56 H-C -0,0336 0,6246
GP57 H-F 0,1662 0,3184 GP20 H-C 0,0413 0,6443
GP48 H-F 0,0601 0,3493 GP11 H-C 0,0547 0,6945
GP10 H-F -0,1977 0,3695 GP12 H-C 0,0106 0,6983
GP25 H-F 0,1410 0,3695 GP54 H-C -0,0346 0,7222
GP4 H-F 0,1624 0,3822 GP4 H-C 0,0487 0,7457
GP46 H-F 0,0387 0,4013 GP18 H-C -0,0077 0,8050
GP40 H-F -0,0764 0,4708 GP6 H-C 0,0076 0,8208
GP33 H-F -0,0438 0,5084 GP9 H-C -0,0072 0,8295
GP14 H-F 0,0614 0,5190 GP34 H-C 0,0403 0,8337
GP9 H-F 0,0316 0,5429 GP40 H-C -0,0173 0,9005
GP41 H-F -0,0717 0,5429 GP35 H-C 0,0039 0,9171
GP15 H-F -0,0521 0,5781 GP29 H-C -0,0050 0,9509
GP45 H-F -0,0369 0,5959 GP10 H-C -0,0157 0,9520
GP53 H-F 0,0524 0,6411 GP30 H-C 0,0019 0,9532
GP12 H-F 0,0138 0,6536 GP51 H-C -0,0058 0,9552
GP20 H-F 0,0418 0,7197 GP7 H-C -0,0029 0,9600
GP47 H-F -0,0158 0,8017 GP17 H-C 0,0008 0,9832
Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prila§ odena p- Kromatografski pik | Vrste Utjecaj Prilaﬁodena =
pik vrijednost vrijednost
GP16 C-H 0,3708 4,63E-09 GP15 C-R 0,5030 1,46E-17
GP38 C-H 0,2467 2,27E-06 GP46 C-R 0,5689 3,48E-16
GP2 C-H -0,4838 2,54E-06 GP7 C-R -0,5186 1,11E-15
GP25 C-H 0,4572 1,39E-05 GP24 C-R 0,4274 2,31E-12
GP19 C-H 0,1512 4,59E-05 GP16 C-R 0,3507 1,11E-11
GP11 C-H -0,4030 5,20E-05 GP19 C-R -0,2393 6,03E-11
GP39 C-H 0,2769 7,12E-05 GP42 C-R 0,3449 6,03E-11
GP30 C-H 0,1119 9,11E-05 GP12 C-R 0,1502 1,14E-10
GP34 C-H -0,5388 0,0001 GP17 C-R -0,3335 1,25E-10
GP33 C-H 0,1806 0,0002 GP27 C-R -0,7692 1,58E-10
GP37 C-H -0,2773 0,0003 GP50 C-R 0,5426 1,73E-09
GP40 C-H 0,2717 0,0007 GP5 C-R 0,4298 5,42E-08
GP4 C-H -0,4635 0,0011 GP48 C-R 0,3609 1,13E-07
GP26 C-H 0,1977 0,0020 GP18 C-R 0,1433 2,63E-07
GP1 C-H -0,2930 0,0023 GP55 C-R 0,5560 3,18E-07
GP23 C-H -0,1838 0,0028 GP2 C-R -0,4769 3,35E-07
GP14 C-H -0,2005 0,0028 GP37 C-R -0,3004 1,88E-06
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilaﬁ odena p- Kromatografski pik | Vrste Utjecaj Prila§ odena p-
pik vrijednost vrijednost
GP12 C-H -0,0826 0,0029 GP21 C-R 0,3665 4,10E-06
GP24 C-H 0,1077 0,0041 GP57 C-R 0,5081 8,17E-06
GP18 C-H 0,0922 0,0060 GP43 C-R 0,2278 1,17E-05
GP56 C-H -0,1699 0,0075 GP33 C-R 0,1882 1,40E-05
GP6 C-H 0,0662 0,0087 GP31 C-R 0,2303 1,81E-05
GP45 C-H -0,2196 0,0110 GP9 C-R -0,1194 2,13E-05
GP57 C-H -0,2475 0,0116 GP23 C-R -0,1997 5,07E-05
GP27 C-H -0,2783 0,0124 GP53 C-R 0,3875 5,80E-05
GP54 C-H -0,2163 0,0152 GP47 C-R 0,2691 0,0001
GP5 C-H -0,3310 0,0176 GP34 C-R -0,4805 0,0002
GP36 C-H -0,1947 0,0225 GP45 C-R -0,1797 0,0003
GP28 C-H 0,0928 0,0270 GP54 C-R 0,2530 0,0006
GP31 C-H -0,1324 0,0365 GP28 C-R 0,1276 0,0017
GP48 C-H -0,1303 0,0381 GP39 C-R 0,1898 0,0020
GP52 C-H -0,1567 0,0392 GP32 C-R -0,1538 0,0022
GP29 C-H -0,2073 0,0577 GP44 C-R 0,2201 0,0024
GP17 C-H 0,0871 0,0615 GP40 C-R 0,2259 0,0048
GP8 C-H 0,4879 0,0769 GP1 C-R -0,2220 0,0106
GP44 C-H 0,1651 0,0844 GP36 C-R 0,1485 0,0108
GP41 C-H -0,1314 0,0866 GP51 C-R 0,2109 0,0173
GP53 C-H -0,1609 0,1449 GP25 C-R -0,1436 0,0266
GP47 C-H 0,1093 0,1528 GP20 C-R -0,0909 0,0392
GP3 C-H -0,1506 0,1553 GP49 C-R -0,1834 0,0712
GP10 C-H -0,2372 0,1582 GP8 C-R 0,3682 0,1019
GP42 C-H 0,0570 0,1868 GP6 C-R -0,0436 0,1022
GP46 C-H 0,0905 0,1981 GP38 C-R 0,0550 0,1093
GP7 C-H -0,0714 0,2369 GP4 C-R 0,1547 0,1372
GP51 C-H -0,1177 0,2779 GP26 C-R 0,0561 0,2651
GP13 C-H -0,0793 0,2928 GP13 C-R -0,0455 0,2822
GP35 C-H -0,0412 0,4295 GP10 C-R -0,1474 0,3624
GP49 C-H -0,0994 0,5015 GP52 C-R 0,0633 0,4278
GP20 C-H -0,0670 0,5060 GP41 C-R -0,0652 0,4494
GP58 C-H 0,0825 0,5975 GP30 C-R 0,0190 0,5287
GP50 C-H 0,0322 0,7715 GP56 C-R 0,0489 0,5623
GP32 C-H -0,0165 0,8147 GP22 C-R 0,0294 0,5955
GP22 C-H 0,0185 0,8222 GP29 C-R -0,0460 0,5955
GP43 C-H 0,0200 0,8295 GP58 C-R 0,0630 0,6626
GP15 C-H -0,0064 0,9532 GP3 C-R 0,0387 0,6983
GP55 C-H -0,0072 0,9532 GP11 C-R 0,0096 0,9171
GP9 C-H -0,0005 0,9967 GP35 C-R -0,0045 0,9509
GP21 C-H -0,0004 0,9981 GP14 C-R -0,0040 0,9532
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilaﬁ odena p- Kromatografski pik | Vrste Utjecaj Prila§ odena p-
pik vrijednost vrijednost
GP38 H-M 0,3001 1,94E-10 GP46 H-R 0,4716 7,97E-21
GP2 H-M -0,5967 5,74E-10 GP17 H-R -0,3259 2,67E-19
GP16 H-M 0,3355 7,70E-10 GP15 H-R 0,5389 7,69E-18
GP39 H-M 0,5724 1,49E-09 GP7 H-R -0,5231 4,45E-16
GP19 H-M 0,1930 5,60E-08 GP24 H-R 0,3830 1,01E-14
GP1 H-M -0,4569 1,08E-06 GP16 H-R 0,3176 2,08E-11
GP25 H-M 0,5574 3,98E-06 GP2 H-R -0,5962 7,80E-11
GP34 H-M -0,4982 6,45E-06 GP19 H-R -0,1939 7,80E-11
GP30 H-M 0,1131 7,14E-06 GP48 H-R 0,4349 1,36E-10
GP14 H-M -0,3038 2,70E-05 GP27 H-R -0,6436 3,46E-10
GP5 H-M -0,4529 9,38E-05 GP12 H-R 0,1612 4,32E-10
GP36 H-M -0,2785 0,0002 GP55 H-R 0,7400 2,92E-09
GP56 H-M -0,1914 0,0005 GP5 H-R 0,2985 3,67E-09
GP41 H-M -0,2985 0,0005 GP43 H-R 0,2704 1,57E-08
GP22 H-M -0,1574 0,0005 GP37 H-R -0,1982 1,77E-08
GP31 H-M -0,1792 0,0005 GP53 H-R 0,4588 2,73E-08
GP37 H-M -0,1849 0,0006 GP39 H-R 0,4887 3,33E-08
GP28 H-M 0,1347 0,0006 GP22 H-R -0,1431 5,23E-08
GP18 H-M 0,0857 0,0007 GP18 H-R 0,1317 6,35E-08
GP54 H-M -0,2537 0,0010 GP32 H-R -0,2046 3,55E-07
GP40 H-M 0,2424 0,0011 GP21 H-R 0,4300 4,83E-07
GP11 H-M -0,3414 0,0015 GP50 H-R 0,3567 1,29E-06
GP6 H-M 0,0731 0,0018 GP57 H-R 0,5979 1,85E-06
GP4 H-M -0,4081 0,0025 GP42 H-R 0,2753 1,92E-06
GP44 H-M 0,2517 0,0034 GP1 H-R -0,3921 4,33E-06
GP17 H-M 0,0914 0,0049 GP44 H-R 0,3176 6,22E-06
GP3 H-M -0,2343 0,0059 GP31 H-R 0,1828 1,20E-05
GP12 H-M -0,0703 0,0069 GP28 H-R 0,1699 2,30E-05
GP49 H-M -0,3253 0,0108 GP9 H-R -0,1312 3,46E-05
GP24 H-M | 0,0754 0,0149 GP34 H-R -0,4376 4,76E-05
GP29 H-M -0,2079 0,0150 GP54 H-R 0,2296 4,92E-05
GP45 H-M -0,1642 0,0169 GP38 H-R 0,1021 0,0008
GP23 H-M -0,1336 0,0257 GP49 H-R -0,4186 0,0009
GP47 H-M -0,1326 0,0468 GP45 H-R -0,1255 0,0014
GP13 H-M -0,1174 0,0507 GP23 H-R -0,1552 0,0028
GP33 H-M 0,0855 0,0595 GP33 H-R 0,1035 0,0042
GP50 H-M -0,1711 0,0719 GP52 H-R 0,2048 0,0059
GP55 H-M 0,1690 0,0858 GP41 H-R -0,2365 0,0064
GP58 H-M 0,2576 0,0878 GP13 H-R -0,0892 0,0100
GP10 H-M -0,2706 0,0955 GP40 H-R 0,1997 0,0176
GP32 H-M -0,0714 0,1064 GP51 H-R 0,1934 0,0238
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XVII

Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilaﬁ odena p- Kromatografski pik | Vrste Utjecaj Prilafodena i
pik vrijednost vrijednost
GP57 H-M -0,1576 0,1442 GP58 H-R 0,2546 0,0862
GP51 H-M -0,1398 0,1482 GP14 H-R -0,1022 0,0968
GP27 H-M -0,1372 0,1879 GP4 H-R 0,1973 0,1263
GP8 H-M 0,3196 0,1884 GP26 H-R -0,0744 0,1286
GP7 H-M -0,0694 0,2291 GP6 H-R -0,0317 0,1884
GP26 H-M 0,0613 0,3339 GP10 H-R -0,2005 0,1996
GP53 H-M -0,0783 0,4058 GP36 H-R 0,0611 0,2413
GP35 H-M -0,0384 0,4107 GP30 H-R 0,0278 0,2626
GP43 H-M 0,0583 0,4278 GP8 H-R 0,1809 0,3523
GP48 H-M -0,0414 0,4997 GP20 H-R -0,0505 0,4835
GP21 H-M 0,0528 0,5955 GP11 H-R 0,0690 0,5295
GP15 H-M 0,0259 0,7281 GP47 H-R 0,0371 0,5319
GP20 H-M -0,0236 0,8217 GP3 H-R -0,0453 0,5737
GP52 H-M -0,0160 0,8525 GP29 H-R -0,0253 0,6612
GP9 H-M -0,0074 0,9005 GP56 H-R 0,0291 0,6894
GP42 H-M -0,0050 0,9509 GP25 H-R -0,0325 0,7568
GP46 H-M 0,0001 0,9981 GP35 H-R -0,0030 0,9552
Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilag odena p- Kromatografski pik | Vrste Utjecaj Prilagodena g
pik vrijednost vrijednost
GP19 M-R -0,3896 4,67E-17 GP43 M-R 0,2086 0,0011
GP17 M-R -0,4186 1,23E-15 GP26 M-R -0,1399 0,0013
GP12 M-R 0,2330 6,64E-13 GP52 M-R 0,2209 0,0031
GP7 M-R -0,4485 1,02E-11 GP47 M-R 0,1621 0,0050
GP57 M-R 0,7629 1,83E-11 GP9 M-R -0,1209 0,0052
GP31 M-R 0,3592 1,86E-11 GP3 M-R 0,1924 0,0150
GP46 M-R 0,4755 2,40E-11 GP29 M-R 0,1746 0,0507
GP24 M-R 0,3123 1,35E-10 GP18 M-R 0,0481 0,0595
GP25 M-R -0,5997 1,36E-10 GP39 M-R -0,0886 0,1103
GP42 M-R 0,2818 5,44E-10 GP28 M-R 0,0335 0,3215
GP54 M-R | 0,4797 7,70E-10 GP34 M-R 0,0572 0,3245
GP53 M-R 0,5408 1,65E-09 GP1 M-R 0,0641 0,4107
GP48 M-R 0,4825 1,87E-09 GP40 M-R -0,0482 0,4342
GP15 M-R 0,5089 2,16E-09 GP44 M-R 0,0603 0,4727
GP5 M-R 0,7567 8,30E-09 GP41 M-R 0,0618 0,4997
GP55 M-R | 0,5746 2,06E-08 GP35 M-R 0,0327 0,5170
GP27 M-R -0,4981 1,48E-07 GP49 M-R -0,0933 0,5295
GP50 M-R | 0,5185 3,73E-07 GP10 M-R 0,0754 0,5700
GP11 M-R 0,4150 5,94E-07 GP8 M-R -0,1200 0,5975
GP38 M-R | -0,1961 1,37E-06 GP16 M-R -0,0188 0,5975
GP36 M-R | 0,3447 4,83E-06 GP45 M-R 0,0399 0,5975
GP21 M-R 0,3673 6,96E-06 GP13 M-R 0,0315 0,6195
GP4 M-R | 0,6175 1,40E-05 GP23 M-R -0,0201 0,7222
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Kromat?grafski Vrste Utjecaj Prilaﬁ odena p- Kromatografski pik | Vrste Utjecaj Prilafodena i
pik vrijednost vrijednost
GP6 M-R -0,1056 2,97E-05 GP37 M-R -0,0199 0,7222
GP56 M-R 0,2234 0,0001 GP33 M-R 0,0119 0,7390
GP14 M-R 0,1939 0,0003 GP20 M-R -0,0244 0,7647
GP51 M-R 0,3267 0,0005 GP22 M-R 0,0123 0,8029
GP30 M-R -0,0895 0,0006 GP2 M-R 0,0072 0,9509
GP32 M-R -0,1347 0,0007 GP58 M-R -0,0036 0,9832
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Dodatak 5. Analiza glavnih komponenti glikankih profila svih odraslih jedinki i fetusa ukljuéenih u

analizu. U analizu su ukljuéene sve regije osim malog mozga. Svaka boja i simbol predstavlja
odredenu vrstu kako je navedeno u legendi.
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XVII

Dodatak 6. Prikazana je vrijednost udjela povrsine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj
povrsini svih pikova u kromatogramu (Udio) nakon HILIC-UPLC analize za N-glikome kore
velikog mozga (DFC) razli¢itih vrsta i stupnjeva razvoja. C — ¢impanza, F — fetus, H — odrasli
covjek, M — makaki majmun, R — stakor.

Udio / % Udio / %
Kromatografski pik Kromatografski pik

F_DFC | H_DFC | C_DFC | M_DFC | R_DFC F_DFC | H_DFC | C_DFC | M_DFC | R_DFC
GP1 0,78 | 1,26 | 1,04 | 0,68 1,27 GP30 6,58 | 846 | 10,74 | 8,92 5,59
GP2 0,32 0,42 0,32 0,2 0,24 GP31 0,3 0,42 0,14 0,13 0,11
GP3 0,79 0,9 0,52 | 036 | 0,56 GP32 0,99 | 1,07 | 1,07 1,26 1,06
GP4 0,1 0,13 0,07 0,1 0,14 GP33 0,37 0,65 0,21 0,36 0,28
GP5 1,1 2,52 2,16 1,67 3,63 GP34 0,16 0,39 0,17 0,22 0,3
GP6 11,61 | 11,8 | 12,77 | 13,17 | 11,05 GP35 4,35 4,58 4,72 4,53 5,65
GP7 6,58 8,46 | 10,74 | 8,92 5,59 GP36 0,71 1,23 1,14 1,48 1,27
GP8 0,3 0,42 0,14 0,13 0,11 GP37 0,64 0,59 0,43 0,54 0,59
GP9 0,99 1,07 1,07 1,26 1,06 GP38 0,96 1,22 1,16 1,29 2,47
GP10 0,37 0,65 0,21 0,36 0,28 GP39 0,91 1 0,9 1,58 1,47
GP11 0,16 0,39 0,17 0,22 0,3 GP40 8,88 6,08 6,54 6,2 4,62
GP12 4,35 4,58 4,72 4,53 5,65 GP41 5,75 5,17 5,56 5,36 5,94
GP13 0,71 1,23 1,14 1,48 1,27 GP42 1,82 2,92 3,29 3,56 2,7
GP14 0,64 0,59 0,43 0,54 0,59 GP43 0,81 0,6 0,64 0,68 0,67
GP15 0,96 1,22 1,16 1,29 2,47 GP44 0,24 0,2 0,27 0,33 0,47
GP16 0,91 1 0,9 1,58 1,47 GP45 0,94 1,44 1,47 1,42 1,34
GP17 8,88 6,08 6,54 6,2 4,62 GP46 3,6 3,11 2,58 2,44 3,16
GP18 5,75 5,17 5,56 5,36 5,94 GP47 3,28 2,16 2,45 2,32 3,28
GP19 1,82 2,92 3,29 3,56 2,7 GP48 0,57 0,74 0,87 1,32 0,92
GP20 0,81 0,6 0,64 0,68 0,67 GP49 1,14 1,77 1,64 1,67 1,65
GP21 0,24 0,2 0,27 0,33 0,47 GP50 1 1,22 0,68 1,53 0,72
GP22 094 | 1,44 | 1,47 1,42 1,34 GP51 1,16 | 1,03 | 0,87 1,19 1,18
GP23 3,6 3,11 2,58 2,44 3,16 GP52 1,5 1,07 1,19 0,87 1,19
GP24 3,28 2,16 2,45 2,32 3,28 GP53 8,12 7,2 8,05 7,91 7,94
GP25 0,57 0,74 0,87 1,32 0,92 GP54 1,41 1,13 0,93 1,08 1,36
GP26 1,14 | 1,77 | 1,64 1,67 1,65 GP55 1,05 | 1,12 | 1,17 1,21 0,9
GP27 1 1,22 0,68 1,53 0,72 GP56 1,56 1,38 1,66 1,67 1,55
GP28 1,16 | 1,03 | 0,87 1,19 1,18 GP57 417 | 2,34 | 1,68 | 094 1,01
GP29 1,5 1,07 1,19 0,87 1,19 GP58 0,82 0,33 0,37 0,36 0,37
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