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1.UVOD U GLIKANE

1.1. Ugljikohidrati kao makromolekule

Ugljikohidrati su najbrojnija vrsta makromolekula na Zemlji. Zajedno s proteinima, lipidima i
nukleinskim kiselinama ¢ine osnovu za gradu svih Zivih organizama. Po kemijskoj strukturi
najjednostavniji ugljikohidrati su ketoni ili aldehidi s viSe hidroksilnih skupina koje zovemo
monosaharidi. Pri tome je najmanji monosaharid gliceraldehid koji sadrzi tri ugljikova atoma, a broj
razli¢itih vrsta monosaharida raste s brojem ugljikovih atoma. Svakako najpoznatiji monosaharidi su
oni sa Sest ugljikovih atoma, prikazani na Slici 1 - glukoza, fruktoza i galaktoza. Povezivanjem dva
monosaharida glikozidnom vezom nastaju disaharidi. Naj¢es¢i disaharidi su saharoza, laktoza i maltoza,
prikazani na Slici 2. Polisaharidi su najsloZeniji ugljikohidrati, nastaju povezivanjem vise monosaharida,
pri cemu se mogu razlikovati prema broju monosaharida u lancu, ali i njihovoj vrsti. Glikogen (Slika 3),
Skrob i celuloza su najces¢i polisaharidi.
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Slika 1: Strukturne formule monosaharida( preuzeto i prilagodeno prema?)
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Slika 2: Strukturne formule disaharida ( preuzeto i prilagodeno prema?)
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Slika 3: Strukturna formula glikogena( preuzeto i prilagodeno prema?)

Brojnost ugljikohidrata proporcionalna je njihovoj ulozi u organizmu, pa tako oni sudjeluju u razli¢itim
procesima. Oksidacijom ugljikohidrata tijelo dobiva energiju koja omogucava odvijanje mnogih
bioloskih i kemijskih procesa. Monosaharidi deoksiriboza i riboza ¢ine Sec¢erno-fosfatnu okosnicu u DNA
i RNA. Nadalje, ve¢ spomenuta celuloza ima strukturnu ulogu u izgradniji stanicnih stijenki biljaka, dok
glikogen i skrob sluZe za pohranu energije u animalnim, odnosno biljnim stanicama. Ipak,
najzanimljivija i najmanje istrazena je uloga ugljikohidrata kao glikana.

1.2. Sto su glikani?

Glikan je naziv za skup monosaharida medusobno povezanih glikozidnim vezama cija duljina varira
ovisno o vrsti glikozidne veze i organizmu. Mogu biti samostalni ili vezani na protein ili lipid, pri cemu
glikan zauzima vedi ili manji dio konacne strukture. Sudjeluju u brojnim medustani¢nim interakcijama
- posreduju u komunikaciji stanica s izvanstani¢nim prostorom, oznacavaju proteine za transport i
lokalizaciju u stanici, sudjeluju u procesu apoptoze i drugim procesima. Nalaze se vezani na stanicnoj
membrani s kojom tvore glikokaliks®.

Obzirom na makromolekulu na koju je vezan glikan razlikujemo proteoglikane, glikoproteine i
glikolipide. Proteoglikani su molekule koje se nalaze na stani¢noj povrsiniili u izvanstaniénom prostoru.
Ugljikohidratni dio je glikozaminoglikan, a na njega je vezan membranski ili sekrecijski protein. U
glikoproteinima je ugljikohidratni dio takoder vezan na protein, ali ovdje glikanski dio zauzima puno
maniji dio nego kod proteoglikana. Kod glikoproteina, proteinski dio je vazniji za bioloSku funkciju, dok
je glikanski dio zaduZen za usmjeravanje proteina i ostvarivanje interakcija s drugim proteinima. Vazno
je napomenuti da su glikoproteini puno brojniji i raznolikiji od proteoglikana. Glikolipidi se sastoje od
lipida na koji je vezan glikanski oligosaharid. Dijele se na sfingolipide u kojima je glikanski dio vezan na
sfingozin i galaktolipide gdje su glikani vezani na glicerol.

Proces kojim nastaju glikani naziva se glikozilacija. Smatra se da je glikozilacija najkompleksnija
posttranslacijska modifikacija zbog brojnosti enzima koji sudjeluju u procesu®. Glikozilacija zapo&inje
posttranslacijski u endoplazmatskom retikulumu (ER), a zavrSava u Golgijevom kompleksu. Prema vrsti
glikozidne veze koja moZe nastati postoji pet vrsta glikozilacija koje su prikazane na Slici 4: N-, O-
glikozilacija, C-glikozilacija, fosfoglikozilacija i glipijacija.
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Slika 4: Vrste glikozilacija (preuzeto i prilagodeno prema?)

2. VRSTE GLIKOZILACIJA

2.1. N-glikozilacija

N-glikozidna veza je veza izmedu monosaharida i bilo koje skupine koja sadrzi N-atom. Primjerice, N-
glikozidna veza je jako Cesta u nukleinskim kiselinama, gdje je Secer (riboza ili deoksiriboza) povezan
na dusi¢nu bazu upravo ovim tipom veze sto je prikazano na Slici 5.
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Slika 5: N-glikozidna veza izmedu riboze i dusi¢ne baze u adenozin trifosfatu (ATP-u)

(preuzeto i prilagodeno prema®)




U proteinu N-glikozilacijom se najcesc¢e povezuju N-acetilglukozamin glikana i asparagin kao na Slici 6.
Asn se u proteinu uvijek nalazi u aminokiselinskoj sekvenci Asn-X-Ser/Thr, pri ¢emu je X bilo koja
aminokiselina osim prolina jer on svojom strukturom stericki ometa nastanak glikozidne veze u
neposrednoj blizina asparagina. Takoder, kemijska svojstva aminokiseline X mijenjaju stopu
glikozilacije. Aminokiseline s kiselim svojstvima poput Asp i Glu smanjuju stopu glikozilacije, dok ju Phe
povedéava. Otprilike 70% proteina sadrzi ovu aminokiselinsku sekvencu, a 70% tih proteina sadrzi N-
glikozidnu vezu Sto pokazuje da je N-glikozidna veza vrlo Cesta posttranslacijska modifikacija, ali i da
ona ne nastaje u svakoj aminokiselinskoj sekvenci®”?®.
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Slika 6: N-glikozidna veza izmedu N-acetilglukozamina (GIcNAc) i
asparagina (Asn) (preuzeto i prilagodeno prema?®)

Proces N-glikozilacije odvija se u endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu u dva dijela.
Sinteza glikana zapocinje u hrapavom ER na lipidnom nosacu dolikol-fosfatu(Dol-PP). Prvi korak je
prijenos N-acetilglukozamina (GIcNAc) sa UDP-GIcNAc-a na Dol-PP pomodu enzima fosfotransferaze.
Slijedi prijenos drugog GlcNAc-a i pet manoza (Man) sa UDP-a, odnosno GDP-a na Dol-P-P-GIcNAc.
Ovaj dio procesa se odvija na citosolnoj strani ER nakon ¢ega slijedi prijenos u lumen aktivno$éu enzima
flipaze. Poznate su mutacije u ovom enzimu ¢iji fenotip ukljucuje brojne neuroloske poremecaje, a
bolest je poznata pod nazivom kongenitalni poremedaiji glikozilacije tip 1°°. U lumenu ER se dodaju jo$
Cetiri Man i tri glukoze (Glc) ¢ime se zavrSava sinteza glikana na lipidnom nosacu. Smatra se da tri
glukozna ostatka koja se dodaju zadnja pri sintezi prekursora sluze kao signal da je sinteza oligosaharida
spremna i da moZe poceti prijenos na protein'®. Enzim oligosaharil-transferaza prenosi oligosaharidnu
strukturu sa dolikol-fosfata na veé spomenuti Asn u sekvenci Asn-X-Ser/Thr kao sto je prikazano na Slici
7.
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Slika 7: Reakcija glikoziliranja proteina sa specificnom aminokiselinskom sekvencom ( Asn-X-Thr ili Asn-X-Ser) u ER
pomocéu enzima oligosaharil-transferaze ( preuzeto i prilagodeno prema?)

Nakon prijenosa na protein dolazi do hidrolitickih reakcija koje su vazne za pravilno smatanje N-glikana.
Prvo se uklanjaju tri glukozna ostatka djelovanjem dva enzima: a-glukozidaze | i a-glukozidaze Il. Prvi
enzim cijepa terminalnu Glc dok drugi cijepa preostale dvije. Slijedi smatanje glikoproteina koje
ukljuCuje interakciju sa Saperonima ER kalneksinom i kalretikulinom. Tijekom smatanja dolazi do
dodavanje Glc. Saperoni se vezu na protein tijekom hidrolitickih reakcija glikozidaza, a uklanjaju se
nakon Sto enzim o- manozidaza | ukloni manozni ostatak iz oligosaharida Sto je zadnji korak
procesiranja u ER . U slucaju kada se protein ne moZe pravilno smotati doci ¢e do njegove degradacije
pomocu degradacijskog sustava ER-a (ERAD). Jedan od nacina kojim se protein degradira je taj da se
izbaci u citosol i zatim ubikvintira, uslijed cega ¢e doci do degradacije proteina. U slucaju greske u
sustavu za degradaciju dolazi do nakupljanja krivo smotanih proteina $to dovodi do teskih bolesti poput
Parkinsonove bolesti.

Daljnje procesiranje N-glikana se odvija u Golgijevom kompleksu. To je stani¢ni organel podijeljen na
tri odjeljka, a svaki je drugaciji prema vrsti enzima koje sadrze. Tako glikoproteini prvo prolaze kroz cis
odjeljak u kojem se nalazi enzim manozidaza | pri ¢emu enzim cijepa tri terminalne manoze. Slijedi
prolazak kroz medijalni odjeljak i procesiranje N-acetilglukozamintransferazom i dodavanje jednog
GIcNAc-a. Potom enzim manozidaza Il uklanja dvije Man, poslije cega se dodaje jos jedan GIcNAc.
Nastali produkt je prekursor svih kompleksnih N-glikana. Sljede¢e modifikacije koje se dogadaju su
brojne i uzrok su raznolikosti N-glikana. U kraljeznjaka se dodaje fukoza na terminalni GIcNAc pomodu




enzima fukoziltransferaze. Za usporedbu, kod beskraljeZznjaka se dodaju dvije fukoze na oba terminalna
GlcNAc-a, dok se kod biljaka cesto dodaju ksiloza i fukoza, Sto pak nije ¢esto kod kraljeznjaka. Vrijedi
spomenuti da je mogu¢ dodatak i drugih oligosaharida poput sijalinske kiseline, galaktoze, cak i

sulfata

7,9,10

2.2. O-glikozilacija

O-glikozilacija je proces povezivanja N-acetogalaktozamina (GalNAc) s aminokiselinom koja sadrzi
hidroksilni boc¢ni ogranak (naj¢esée serin ili treonin) u proteinu. Donor GalNAc-a je UDP-GalNAc, a
reakciju obavlja enzim GalNAc-transferaza. Proces se odvija u Golgijevom aparatu, a nastali O-glikani
se razlikuju prema Seceru koji se dodaje na GalNAc. Prema tome postoji:

a)

a-veza izmedu GalNAc-a i Ser/Thr -naj¢esca vrsta modifikacije u mucinima (glikoproteini koji
su sastavni dijelovi tjelesnih sluzi), gonadotropina, fetuina...prikazana na Slici 8.
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Slika 8: O-glikozidna veza izmedu N-acetilgalaktozamina (GalNAc) i serina (Ser)

(preuzeto i prilagodeno prema?)

b)

B-veza izmedu GIcNAc-a i Ser/Thr- jedna od najjednostavnijih modifikacija proteina, Siroko
rasprostranjena medu eukariotima. Jednom vezan, N-acetilglukozamin se ne supstituira
drugim monosaharidima.

a-veza izmedu galaktoze i Ser/Thr - glikoproteini u kutikuli gliste Lumbricum terrestris i u
membranama bakterija i arheja

a-veza izmedu manoze i Ser/Thr- glikozilirani proteni s ovim vezama pronadeni su perifernim
Zivcima i u glikoproteinima i proteoglikanima mozga

o-veza izmedu fukoze i Ser/Thr i a-veza izmedu glukoze i Ser/Thr- O-glikozidne veze koje su
pronadene zajedno u epidermalnom faktoru rasta (EGF)

Pronadene su i druge veze monosaharida i Ser/Thr, ali u manjem broju i puno manje vaznosti
od navedenih. Vaino je spomenuti i veze monosaharida s aminokiselinom tirozinom koji
takoder ima hidroksilni bo¢ni ogranak. Glikogenin, protein kojim zapocinje sinteza glikogena je
glikoziliran na nacin da glukoza stvara a-glikozidnu vezu s Tyr. O-glikani su najzastupljeniji u
mucinima. To su glikoproteini koji su sastavni dijelovi tjelesnih sluzi. Luce ih epitelne stanice s
ciliem zastite od patogena. Bioloska uloga O-glikozilacija je povecanje termostabilnosti



proteina i otpornost na proteaze. Takoder, neki glikoproteini imaju bolju topljivost od svojih
neglikoziliranih inacica. U ljudskom organizmu sudjeluju u oplodnji prilikom prepoznavanja
jajne stanice i spermija te u imunolo$kom odgovoru®*3,

2.3. C-glikozilacija

C-glikozilacija ili C-manozilacija je vrsta posttranslacijske modifikacije u kojoj se manoza veze na C2
atom triptofana S$to je prikazano na Slici 9. Modifikacija se odvija u ER pomoéu enzima C-manozil-
transferaze. Konsenzusna aminokiselinska sekvenca za ovu modifikaciju je Trp-X-X-Trp u kojoj se prvi
Trp manozilira, ali pokazano je da na mjestu +3 Trp moZe zamijeniti Cys te da se na mjestu +1
favoriziraju male ili polarne aminokiseline (Ser, Thr, Ala, Gly)*.

0

Slika 9: C-glikozidna veza izmedu manoze i triptofana (preuzeto i prilagodeno prema?®®)

18 % transmembranskih i sekrecijskih proteina sadrzi C-glikozidnu vezu. Ciljanom mutagenezom je
pokazana vaznost C-glikozilacije u navedenim proteinima, pri ¢emu je svaka mutacija u konsenzusnoj
sekvenci smanjivala njihovu stopu sekrecije i dulje ih zadrZzavala u ER. Ovaj tip glikozilacije je prvi put
otkriven u RNazi Il, a danas je poznat u viSe tipova proteina poput interleukina-12, properdina,
trombospondina®®*4,

2.4 Fosfoglikozilacija

Kao $to joj samo ime govori, ovaj tip glikozidne veze spaja oligosaharid i protein preko fosfata. U ovom
tipu veze pronadeni su oligosaharidi GIcNAc, manoza, ksiloza i fukoza, a povezuju se preko fosfata
uvijek na Ser. Enzimi koji kataliziraju ove reakcije su specificni za supstrat- npr. UDP-GIcNAc:Ser-protein
N-acetilglukozamin-1-fosfotransferaza. Proteini koji sadrze ovu modifikaciju pronadeni su kod roda
Dictyostelium i vrsta Leishmania. Trenutno ne postoji dovoljno to¢na tehnika za specificnu
karakterizaciju fosfoglikozidnih veza. Kako bi se potvrdio ovaj tip veze u glikoproteinu, potrebno je
zadovoljiti nekoliko uvjeta. Prvo, glikani se iz glikoproteina ne smiju dobiti cijepanjem enzimima koji se
koriste u izolaciji N- i O-glikana, poput peptid: N-glikozidaze F ( PNGaze F). Drugo, potrebno je koristiti
uvjete blage hidrolize jer su oligosaharidi povezani fosfoglikozidnom vezom otporni na alkalne uvjete.
Na kraju, fosfatna grupa koja preostane nakon hidrolize treba biti nadena na fosfoaminokiselinama.
Obzirom na uvjete koje treba ispuniti za uspjesnu identifikaciju fosfoglikozidne veze i na njezinu



ucestalost u prirodi, joS nije prepoznata konkretna funkcija ove modifikacije, iako se povezuje s
imunitetom?’.

2.5. Glipijacija

Glipijacija je posttranslacijska modifikacija u kojoj se glikozilfosfatidilinozitol (GPl) veZe na protein.
Biosinteza GPI zapocinje na citoplazmatskoj strani ER, a zavrSava u lumenu. Na fosfatidilinozitol se
dodaju monosaharidi s razli¢itih donorskih molekula poput Secernih nukleotida i Dol-P-Man. Na kraju
reakcije se dodaje 2,3-fosfoetanolamin kako bi se omogudilo vezanje na protein. Konaéna struktura
proteina nakon glipijacije prikazana je na Slici 10. Postoje i signali koje imaju proteini koji ée uci u
reakciju glipijacije, a ukljuuju N-terminalni signal za transport u lumen ER-a i C-terminalnu sekvencu
koju prepoznaje enzim koji katalizira reakciju — glikozilfosfatidilinozitol-transamidaza (GPIT)%.

fosfolipidni rep

Slika 10: Struktura proteina nakon glipijacije (preuzeto i prilagodeno prema®)




3. PROTEOGLIKANI

Molekule koje imaju proteinsku osnovu na koju je dodan jedan ili vise glikozaminoglikana (pri ¢emu
oni tvore 95% mase glikokonjugata®) nazivamo proteoglikanima. Glikozaminoglikani su polisaharidni
lanci koje tvore disaharidi: dermatan-sulfat, heparan-sulfat (Slika 11), keratan-sulfat, hijaluronska
kiselina (Slika 12)... Mjesto vezanja glikozaminoglikana na protein je Ser u aminokiselinskoj sekvenci
Ser-Gly-X-Gly (pri ¢emu je X bilo koja aminokiselina). Vecdina proteoglikana nakon sinteze zavrsi vezana
u ekstracelularnom matriksu (ECM) dok neki sluZe kao integralni membranski proteini. Od pet velikih
grupa proteoglikana heparan sulfata, tri se nalaze u ECM-u: perlekan, agrini kolagen tip VIIL
Proteoglikani heparan sulfata sindekani i glipikani su ve¢inu vremena vezani za membranu, ali se mogu
otpustiti u ECM.
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Slika 11: Strukturna formula heparan- Slika 12: Strukturna formula hijaluronske
sulfata (preuzeto i prilagodeno prema®?) kiseline( preuzeto i prilagodeno prema?)

Dijelove proteoglikana koji ~ se nalaze izvan  stani¢ne membrane uklanjaju cink-ovisne
ECM metaloproteinaze. Oni su enzimi koji primarno razgraduju tvari u ECM-u, ali postoji i skupina koja
je asocirana s integralnim membranskim proteinima. Proteaze djeluju na sindekane
dok fosfolipaze djeluju na glipikane, pri ¢emu se njihovi produkti otpustaju u ECM. Ovaj proces
modifikacije ECM matriksa je izrazito brz i vazan. Ukljuuje brojne fizioloSke procese
poput morfogeneze, kontrole staniénog rasta, odgovora stanice na ozljedu®.. Jedan od
najpoznatijih proteoglikana je hijaluronska kiselina. Ona nastaje u stani¢noj membrani pomocu
enzima sintaza hijaluronske kiseline nakon ¢ega se transportira u ECM. Zbog mnogo negativnog naboja
u svojoj strukturi, hijaluronska kiselina veze na sebe molekule vode pri ¢emu formira strukturu gela.
Dodatno vezanje kationa na karboksilne skupine (COO-) potice dodatno vezanje vode, pa se ovakva
struktura opire kompresijskoj sili koju uzrokuju kolagenska vlakna. Komercijalno je prisutna u mnogo
proizvoda, u obliku krema za lice, kapi za oci, dijetalnih proizvoda... Koristi se za smanjenje znakova
starenja, ali i za brie zacjeljivanje rana i za olak3avanje boli u zglobovima?l. U ljudskom
tijelu hijaluronska kiselina okruZuje migrirajuce i proliferirajuce stanice u embrijskim tkivima. U
zglobovima tvori kompleks s proteoglikanom agrekanom ¢ineéi gel koji omoguéava zglobovima da
bolje podnesu velike teZinel?,

4. GLIKOPROTEINI

Glikoproteini su glikokonjugati razli¢iti od proteoglikana po tome Sto njihovu osnovu Cini protein, dok
je glikanski dio manji i moZe varirati od 1-70% u molekulskoj masi. NajceSce veze prisutne u
glikoproteinima su ve¢ spomenute N- i O- glikozidne veze, dok su ostale veze puno rjede. Vaznost



glikoproteina je najbolje objasniti brojkama: gotovo polovica proteina sisavaca je glikozilirano, a enzimi
koji sudjeluju u procesu su kodirani genima koji ¢ine 1% ukupnog genoma?. Jedan od primjera vaznosti
glikoproteina (ali i glikolipida) je pri odredivanju krvnih grupa. Krvne grupe ljudi su odredene vrstom
glikoproteina i glikolipida vezanih na povrsini eritrocita. Postoji vise tipova krvnih grupa, ali najpoznatiji
je ABO sustav. Sve krvne grupe sadrZe istu oligosaharidnu osnovu koja bez terminalnog Secera daje
krvnu grupu 0. Krvne grupe A i B su odredene terminalnim monosaharidom koji je dodan na tu osnovu
(Slika 13). U sluéaju krvne grupe A to je N-acetilgalaktozamin, a kod krvne grupe B galaktoza®.

Fuc Fuc GalNAc Fuc Gal
a-1,2 n-l,z\ /a3 a-12N a-1,3
Gal Gal Gal

B-1,3 B-1,3 |;s-1,3
B-1,3 B-1,3 |3-1‘3
Gal Gal Gal
O antigen A antigen B antigen

Slika 13: Strukture A,B i 0 oligosaharidnih antigena( preuzeto i prilagodeno prema?*)

Lektini su glikoproteini koji se nalaze na povrsini stanica svih organizama, a sluze za vezanje
ugljikohidrata s povrsine druge stanice. Osim $to se veZu na oligosaharide na povrsini stanica, mogu
vezati i slobodno-plutajuée glikane pri ¢emu ostvaruju slabe interakcije u kojima je konstanta
disocijacije u mikromolarnim vrijednostima. Sudjeluju u puno procesa poput stani¢cnog prepoznavanja,
interakcija stanica i ECM-a, rastu embrija, diferencijaciji stanica, apoptozi, stani¢noj signalizaciji...
Postoji vise vrsta lektina, ovisno o vrsti uloge koju obavljaju. Selektini su porodica lektina koji djeluju u
imunoloSkom odgovoru organizma na patogene. Mogu direktno unistiti mikroorganizme ili prezentirati
antigene makrofazima. Jo$ jedna vrsta lektina su kolektini. Oni sudjeluju u prepoznavanju
respiratornih virusa i patogenih bakterija pri ¢emu se veZu na njihovu povrsinu. Jedan od
poznatih kolektina je manozni receptor. On je eksprimiran na povrsini makrofaga i dentritic¢kih stanica
i ustanju je prepoznatii vezati Sirok krug mikroorganizama. Drugu domenu djelovanja ima galektin. On
je  jo§  jedna vrsta lektina koji sudjeluje u cijepanju mRNA, regulaciji rasta
stanice, embriogenezi, apoptozi... Broj lektinskih receptora na povrsini stanice se moZe mijenjati. Tako
na povrsini stanice u jednom trenutku moZemo naci samo malo lektinskih receptora specifi¢nih za
jedan proces, dok u drugom stanice mogu eksprimirati mnogo receptora $to je onda korisno za
stvaranje velikih agregata stanica. Govoreci o njihovoj primjeni, vrijedi spomenuti njihovu vaznost u
izradi lijekova protiv raka. Postoje dva pristupa unosa lijekova pomocu lektina u organizam. Prvi je
direktno prepoznavanje glikokonjugata na povrsini lijeka od strane lektina na povrsini ciljne stanice,
dok u drugom lektini na povrsini lijeka ciljaju glikokonjugate na povrsini stanice. Ova metoda izrade
lijekova je korisna jer lijekovi protiv karcinoma cesto imaju citotoksican ucinak na ostale stanice
organizma?®,



5. GLIKOLIPIDI

Glikolipidi su glikokonjugati koji se sastoje od glikanskog dijela koji je glikozidnom vezom vezan na lipid
poput acilglicerola, sfingoida, ceramida (N-acilsfingoid) ili prenil fosfata??. Dakle, glikolipidi se mogu
podijeliti na dvije velike skupine: glikoglicerolipide i glikosfingolipide pri ¢emu je njihova struktura
prikazana na Slici 14. Glikosfingolipidi se joS mogu podijeliti na neutralne i kisele glikosfingolipide. U
neutralne spadaju mono, oligo i poliglikozilsfingolipidi i poliglikozilceramidi, a kiseli se imenuju prema
vrsti skupine koju sadrze: sijalinsku kiselinu - sijaloglikosfingolipidi, uronsku kiselinu -
uronoglikosfingolipidi... Glikozilacija glikolipida se odvija u ER ili Golgijevom kompleksu, ovisno o vrsti
lipida koji se glikozilira.
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Slika 14: Struktura glikolipida( preuzeto i prilagodeno prema?3)

Dvije trecine glikolipida ¢ine membranske sustave organela poput Golgijevog aparata, mitohondrija,
lizosoma, jezgrine membrane... Pokazano je da imaju ulogu u provodenju signala, rastu stanicai u
provodenju signala putem iona kalcija®.

6. METODE IZOLACIE GLIKANA

Vec opisana raznolikost glikana ima viSe razloga. Bilo koja dva monosaharida mogu biti povezana preko
bilo koje hidroksilne skupine koju sadrZe. Takoder, veza koja sadrzi C1 atom moZe biti u a- ili B-
konfiguraciji, a moguce je i grananje monosaharida u glikanu. Svi ovi razlozi doprinose izrazitoj
razli¢itosti glikana, ali i povecavaju broj metoda koji se mogu koristiti za njihovo istrazivanje. Metode
proucavanja glikana ukljuCuju enzimske reakcije s monosaharidima, metabolicko oznacavanje
(radioaktivno ili flourescentno) ili direktno prepoznavanje pomocu lektina ili antitijela. Inkubacijom
stanica na podlozi s 3H ili *C oznadavaju se monosaharidi u glikanu, nakon &ega se tako oznaéeni mogu
detektirati tankoslojnom kromatografijom ili SDS-elektroforezom. Moguée je i oznadavanje
glikozaminoglikana u proteoglikanima pomocu **SQ; ili *H-glukozamin i izolacija ionsko-izmjenjivatkom



kromatografijom ili precipitacijom cetilpiridinijevim kloridom/etanolom. Direktno prepoznavanje
pomocu antitijela istovjetno je vezanju lektina Cije je djelovanje veé opisano u 4. poglavlju pa preostaje
objasniti enzimske reakcije proucavanja monosaharida u glikanu. Ove reakcije su jako razli¢ite i uvelike
ovise o svojstvima glikokonjugata koje istrazujemo, kao sto je prikazano na Slici 15.

Prilikom istraZivanja glikoproteina, razgranatost glikana je moguce provijeriti elektroforezom, pri cemu
je razgranatost proporcionalna kolicini linija na gelu. N-glikani se mogu izolirati cijepanjem bakterijskim
enzimom peptid-N-glikozidazom F (PNGaza F). Ovaj enzim uspjesno odvaja glikanski dio od peptida
osim kada su prisutne dodatne modifikacije glikoproteina kao kod puzeva, biljaka, insekata i parazita.
Druga varijanta ovog enzima, PNGaza A uklanja sve N-glikane. Prociséavanje N-glikana se izvodi ionsko-
izmjenjivackom kromatografijom, tekuc¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti ili afinitetnom
kromatografijom (uz koridtenje lektina)®. O-glikanaza je enzim koji cijepa O-glikozidnu vezu i sluZi za
istrazivanje O-glikana. Redoslijed monosaharida u glikanu moZze se provijeriti i reakcijama sa specificnim
enzimima poput sijalidaze ili -galaktozidaze ukoliko nisu izvrSene modifikacije glikanskih hidroksilnih
grupa koje mogu onemoguditi ove hidroliticke reakcije. Glikani vezani O-glikozidnim vezama mogu se
otpustiti i uz pomoc¢ hidrazina. U svrhu analize dobivenih uzoraka najviSe se koriste metode poput
masene spektrometrije i NMR spektroskopije. Masena spektrometrija moze dati informaciju o masi
iona dobivenih cijepanjem endonukleazama dok NMR pak daje informaciju o sekvenci, poziciji
glikozidne veze i konfiguraciji anomernog ugljikovog atoma. Proteoglikani se analiziraju koriStenjem
elektroforeze ili ionsko-izmjenjivackom kromatografijom na temelju razlike u naboju koju nose sulfatne
skupine*°,
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Slika 15: Metode izolacije glikana iz glikoproteina i glikolipida ( preuzeto i prilagodeno prema?)
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7. GLIKANI U FIZIOLOGUI'| MEDICINI

7.1.Vainost glikana u identifikaciji i lijeCenju stanica karcinoma

Obzirom da je u procesu glikozilacije prisutno mnogo enzima koji modificiraju makromolekule, ovaj
proces je osjetljiv na bilo kakve promjene. Poznata je uloga glikana u procesima proliferacije
karcinoma, angiogenezi i metastazi. Posebno je vazna razgranatost lanaca glikana koja igra ulogu u
kontaktu izmedu stanica i epitelno-mezenhimskoj tranziciji. Modifikacije naginju prema kraéim lancima
pri ¢emu se N-glikani zamjenjuju O-glikanima. Promjene u N-glikanima ukljuc¢uju povecanu ekspresiju
enzima N-acetilglukozaminiltransferaze V koja povedéava B1-6 grananje N-glikana. Nadalje, poveéana
je aktivnost enzima fukoziltransferaze 8 pa se pojacava proces fukozilacije na terminalnim krajevima
glikana. Kod O-glikana dolazi do povecane ekspresije mucina zbog promjene morfologije epitelnih
stanica. Mucini zbog toga mogu migrirati u krvotok gdje se, jednom otpusteni ponasaju kao
,,antiadhezini'"-ometaju normalnu funkciju proteina kadherina i integrina i fizicki blokiraju interakciju
izmedu stanica karcinoma i stanica imunoloskog sustava. Morfoloski gledano, u ovakvim slucajevima
je Cesta nepotpuna glikozilacija O-glikana. Prepoznati su glikoproteinski biomarkeri koji se pojavljuju u
nekim vrstama tumora tako da se danas glikani koriste u dijagnostici nekih vrsta karcinoma. To
ukljuCuje rak prostate, jajnika, Stitnjace, dojke, neuroendokrine tumore... Napredak u boljoj
dijagnostici i novim lijekovima protiv raka ko¢i kompleksnost i jedinstvenost glikana. Ipak, predvida se
da ¢e se u buduénosti glikani na povrsini T-limfocita moc¢i modificirati ¢ime bi se moglo efikasnije
djelovati na stanice karcinoma. Potrebno je razviti nove tehnike automatske analize glikana i
prikupljanja podataka kako bi se u buducnosti sve bolesti, ne samo karcinomi, mogle lijeciti
individualno, ovisno o genomu i metabolomu pacijenta®?"28,

7.2.Poremedaji u obrascu glikozilacije dovode do pojave razlicitih bolesti

Najbrojnija vrsta antitijela u naSem organizmu su imunoglobulini. Medu imunoglobulinima najbrojniji
je 1gG koji €ini 75% antitijela u organizmu. IgG sudjeluje u neutralizaciji antigena, opsonizaciji za
fagocitozu i stanicnoj citotoksi¢nosti ovisnoj o antitijelu. Glikani ¢ine 15% mase IgG-a te bilo kakve
promjene u njihovoj strukturi dovode do smanjene stabilnosti, poluZivota i funkcije 1gG-a. Ipak, do
promjene obrasca glikozilacija moZe dodi s povecanjem Zivotne dobi, ali nacelno se obrasci glikozilacije
mijenjaju brzo tijekom narusenja homeostaze. Pri tome moze dodi do pojave razlicitih bolesti, ovisno
raste li ili pada stupanj glikozilacije kao Sto je prikazano na Slici 16. Obrazac glikozilacije se mijenja
znacajno tijekom Zivota, pri ¢emu se znacajno razlikuje izmedu ljudi prema spolu, dobi, Zivotnim
navikama... UoCen je utjecaj razli¢itih klinickih parametara na obrazac glikozilacije IgG-a: razina
inzulina, triglicerida, ukupna razina kolesterola, kreatinina, ali i opseg struka, indeks tjelesne mase,
pusenje, hipertenzija... Na temelju tih parametara se danas moZze vrlo to¢no predvidjeti kronoloska, ali
i biolodka dob pojedincaZ.
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Slika 16: Promjene u glikozilaciji IgG-a tijekom starenja i bolesti. Strelice oznacavaju porast, odnosno pad
glikozilacije kod osoba u ekperimentalnoj skupini u odnosu na osobe u kontrolnoj skupini, pri éemu su sve
promjene pracene u odrasloj dobi (preuzeto i prilagodeno prema?).

8. NAINOVIJA OTKRICA | BUDUCNOST U PODRUCIU GLIKANA

8.1. RNA kao novi tip glikoziliranih molekula

Obecdavajuéu buduénost u istraZivanju glikana potvrdilo je otkrice glikoziliranih molekula RNA nazvanih
glikoRNA. Znacajnost ovog otkri¢a je u tome Sto su glikoRNA nadene na povrsini stanica u vise
organizama $to je potvrdilo njihovu dotad nepoznatu funkciju u medustani¢nim interakcijama. Na
terminalnim pozicijama u njihovim N-glikanima nadena je sijalinska kiselina koja interagira sa Siglec
proteinima koji reguliraju nas imunoloski sustav. Moguce je da ¢e ovo otkrice pomodéi u boljem
shvadanju i kontroliranju naSeg imunoloSkog sustava ¢ime bismo u buducnosti mogli sprijeciti
odredene autoimune bolesti. Unatoc entuzijazmu, potrebno je odgovoriti na neka vazna pitanja poput
nacina povezivanja RNA i glikana. Postoji i potreba za razvitkom novih metoda za istrazivanje glikoRNA
jer trenutne metode nisu primjenjive na prethodno izolirane ljudske uzorke3%31,




8.2. Buducnost istrazivanja glikana

Obzirom da su glikani trenutno jo$ uvijek relativno nepoznati Siroj znanstvenoj zajednici te su slabo
zastupljeni u znanstvenoj literaturi, potrebno je jo$ vremena kako bi se buduci znanstvenici detaljnije
obrazovali o ovoj temi. Svakako je obedavajuca pojava razli¢itih komercijalnih testova za mjerenje
bioloske dobi koji su dostupni Siroj populaciji, kao i pojava razlicitih kitova za jednostavnije istrazivanje
glikana. Razvoj metoda za analizu glikana je takoder u uzlaznoj putanji. Sve je dostupnija metoda
visokoprotocne tekucinske kromatografije (HPLC) ali je brzina napretka u glikobiologiji tolika da se i
ova metoda ve¢ zamjenjuje metodom kapilarne elektroforeze. Razlicite studije se sve vise usmjeravaju
i na medicinsku korist poznavanja glikana. U tijeku je razvoj veé spomenutih lijekova koji bi ciljali stanice
koje odaberemo, bez stetnog ucinka na druge stanice. Ipak, prodi ¢e jos dugo vremena dok ne istrazimo
cijeli glikom Covjeka i ostvarimo napredak u ovom polju znanosti.

9. ZAKLJUCAK

Glikozilacija je vrsta posttranslacije modifikacije u kojoj se na makromolekulu dodaje ugljikohidrat
kojeg nazivamo glikan. Postoji pet nacina nastanka glikozidne veze: N-, O-, C-glikozilacija,
fosfoglikozilacija i glipijacija. Prema vrsti makromolekule na koju se glikan dodaje i njegovom udjelu u
molekuli razlikujemo proteoglikane, glikoproteine, glikolipide i odnedavno glikoRNA. Glikani se
uglavnom nalaze na povrsini stanica gdje imaju ulogu u komunikaciji izmedu stanica i ¢ine glikokaliks,
dok u unutarstani¢cnom prostoru oznacavaju makromolekule za transport i lokalizaciju. Pokazano je i
da imaju brojne uloge u imunoloskom sustavu pa su na temelju proucavanja glikoziliranosti
imunoglobulina napravljeni testovi bioloSke dobi. Najbrojnija vrsta glikana u ljudskom organizmu su N-
glikani te se oni i najvise istrazuju. Za istraZivanje se najviSe koriste metode kromatografije koje daju
visoku toc€nost odvajanja. Daljnja istrazivanja glikana ée nam pomodéi u boljem shvacanju velike
razliCitosti u glikozilaciji stanica u organizmu kao i u razvoju lijekova koji ¢e moci djelovati samo na
ciljane stanice putem interakcija koje se ostvaruju preko glikana.
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11. SAZETAK

Glikan je naziv za skup monosaharida medusobno povezanih glikozidnim vezama cija duljina varira
ovisno o vrsti glikozidne veze i organizmu. Naziv se ¢eS¢e koristi za skupinu monosaharida povezanih
glikozidnim vezama koji mogu biti samostalni ili vezani na protein ili lipid, pri éemu glikan zauzima
vedi ili manji dio konacne strukture. Glikani mogu biti vezani na razlicite makromolekule: proteine,
lipide, ¢ak i RNA. Prema tome razlikujemo proteoglikane, glikoproteine i glikolipide. Oni nastaju
procesom glikozilacije, a sami proces ima pet varijanti: N-, O-, C- glikozilacija, fosfoglikozilacija i
glipijacija. Jasno je da je proces glikozilacije izuzetno vazna posttranslacijska modifikacija zbog niza
uloga koje glikani obavljaju u stanici, a daljnja istrazivanja ¢ée donijeti napredak u mnogim granama
znanosti.

Glycan is a name for a set of oligosaccharides connected with glycosidic bonds which varies in lenght
depending on a type of glycosidic bond and organism. Name is more commonly used for group of
monosaccharides connected with glycosidic bonds which can be independent of connected to a
protein or a lipid, where glycan occupies bigger or smaller part of final structure. Glycans can be
connected to different macromolecules: proteins, lipides, even RNA. According to that we recognize
proteoglycans, glycoproteins and glycolipids. They are made by glycosylation, and the process has five
variants: N-, O-, C-glycosylation,phosphoglycosylation and glypiation. It is clear that the glycosylation
is very important posttranslational modification by many roles that glycans do in a cell, and further
reaserch will bring new advances in many branches of science.
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