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N-glikom membranskih proteina i receptora za insulin i faktore rasta slicne

insulinu, izolovanih iz humane placente u razli¢itim (pato)fiziolo$kim stanjima

Rezime

Funkcije membranskih proteina su brojne: meducelijska komunikacija, adhezija,
signalna transdukcija. Ve¢ina membranskih proteina je glikozilovana i N-glikani imaju
vaznu ulogu u formiranju trodimenzionalne strukture membranskih proteina, kao i u
ispoljavanju njihove funkcije. Receptori za insulin (IR) i faktor rasta sli¢an insulinu tip
1 (IGF1R) su transmembranske tirozin-kinaze sa visokim stepenom homologije (u
nekim domenima ¢ak i 80%). Familija IGF receptora, pored IR i IGF1R, ukljucuje i
receptor za faktore rasta slicne insulinu tip 2 (IGF2R). Sva tri receptora (IR, IGF1R i
IGF2R) su glikozilovani i obilno prisutni u placenti, gde imaju vazne uloge u njenom
razvoju i funkcionisanju.

Placenta raste i1 razvija se da bi ispunila razli¢ite potrebe fetusa, pa se struktura i
funkcija placente menjaju tokom gestacije. Znajuci da su proteini odgovorni za bioloske
funkcije placente pretpostavljeno je da tokom gestacije moze do¢i i do promene u
sadrzaju razli¢itih tipova N-glikana prisutnih na membranskim proteinima. U ovoj tezi
analizirani su tipovi N-glikana koji se mogu naci u sastavu membranskih glikoproteina,
odnosno membranski N-glikom proteina humane placente. Ispitana je podloznost
membranskog N-glikoma individualnim varijacijama i uticaju starosti majke/trudnice,
kao i uticaj gestacije na membranski N-glikom. Znajuéi da je izmenjena glikozilacija
¢esto povezana sa izmenjenom funkcijom, kao i da izmenjena funkcija jednog ili vise
proteina moZe biti uzrok bolesti, ispitane su potencijalne promene membranskog N-
glikoma u patoloSkim trudnocama (kod preeklampsije) 1 trudno¢ama komplikovanim
patologijom majki (dijabetes). Uporedo je ispitan i uticaj starosti, gestacije i patologije
na tip i zastupljenost razli¢itih N-glikana koji ulaze u sastav receptora IGF sistema. Cilj
je bio da se ispita da li promene na ukupnim membranskim proteinima (na N-glikomu)
prate promene N-glikana prisutnih na pojedinaénim membranskim glikoproteinima
vaznim za rast 1 funkcionisanje placente.

Pokazano je da je membranski N-glikom bogat razli¢itim N-glikanskim

strukturama, od kojih je jedanaest struktura najzastupljenije, i to su: biantenarni N-



glikani: bigalaktozilovani glikan bez fukoze (Fuc) u jezgru - NA2, bigalaktozilovani
glikan sa Fuc u jezgru NA2F, bigalaktozilovani glikan sa Fuc u jezgru i sa umetnutim
ostatkom N-acetilglukozamina (GIcNAc) - NA2FB, agalakto glikan sa Fuc u jezgru -
NGAZ2, triantenarni N-glikani sa antenarnom Fuc - Na3Fb, triantenarni N-glikani sa Fuc
u jezgru - NA3F i tetraantenarni N-glikani sa antenarnom Fuc - Na4Fb. Strukture
preostalih N-glikana koji se eluiraju na pozicijama max1, max2 i max6 pretpostavljene
su na osnovu retencionih vremena RNaze B, dok struktura max4 nije mogla biti
identifikovana. Pokazano je da starost zena nema uticaja na membranski N-glikom
humane placente. U uzorcima placenti razliCite gestacijske starosti (placenta prvog i1
placenta treceg trimestra) prisutno je svih jedanaest N-glikanskih struktura, ali je
njihova zastupljenost razliCita, i razlika se javlja kod devet od jedanaest N-glikanskih
frakcija. Tokom gestacije sadrzaj paucimanoznih, NA2F i NA3F N-glikana se
povecava, dok se sadrzaj NGA2, max4, NA2, max6 i NA2FB smanjuje. Nadeno je da
preecklampsija dovodi do znaCajnog povecanja zastupljenosti manjih N-glikana
(paucimanozne strukture, NGA2 i max4) i smanjenja zastupljenosti vecih N-glikana
(NA2, max6 i NA3F). Sa druge strane, u slu¢aju dijabetesa nadeno je da postoje razlike
u odnosu na kontrolnu grupu, mada nije ustanovljena statisti¢ka znacajnost.

Ispitivanjem uticaja starosti Zena, gestacijske starosti placente i patoloskih stanja
na tip i zastupljenost N-glikana prisutnih na receptorima IGF sistema nadeno je: i) da
starost Zena ne utie na tip i zastupljenost N-glikana prisutnih na IR i IGF2R, dok kod
IGF1R sa staro$¢u Zena, u prvom trimestru trudnoce, dolazi do smanjenja sadrzaja
biantenarnih N-glikana, i povecanja sadrzaja tri- i tetraantenarnih N-glikana; ii) da se
tokom gestacije kod IR smanjuje sadrzaj N-glikana koji nose ostatke L-Fuc, zatim
biantenarnih N-glikana, i N-glikana koji se zavrSavaju ostacima o2,6-Sia, da se kod
IGF1R tokom gestacije smanjuje sadrzaj fukozilovanih i N-glikana koji se zavr$avaju
ostacima 02,6-Sia, i povecava zastupljenost N-glikana sa jezgarnom Fuc, dok se kod
IGF2R tokom gestacije povecava zastupljenost fukozilovanih N-glikana; iii) da
dijabetes i preeklampsija ne dovode do promena tipa i zastupljenosti N-glikana prisutnih
na IR, dok dijabetes ne dovodi do promena tipa i zastupljenosti N-glikana prisutnih na
IGF1R i IGF2R.

Rezultati ove teze ukazuju da je N-glikozilacija proteina regulisana tokom

razvoja, kao i da trend promena membranskog N-glikoma nije pracen istim trendom



promena na nivou N-glikana membranskih receptora odgovornih za rast, proliferaciju i
diferencijaciju (IR, IGF1R i IGF2R).

Kljuéne reci: membranski proteini, N-glikani, N-glikom, insulinski receptor, receptori
za faktore rasta sli¢ne insulinu tip 1 i 2, gestacijske promene, starosne promene,
placenta
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N-glycome of membrane proteins and receptors for insulin and insulin-like growth

factors, isolated from human placenta at different (patho)physiological states

Abstract

Membrane proteins have numerous functions such as cell-cell communication,
adhesion and signal transduction. Most of them are glycosylated and N-glycans play
important role in the formation of three-dimensional structure and function of
membrane proteins. Receptors for insulin (IR) and the type 1 insulin-like growth factors
receptor (IGF1R) are transmembrane tyrosine kinases with high degree of homology (in
some domains even 80%). Together with IR and IGF1R, the family of IGF receptors
includes the type 2 insulin-like growth factor receptor (IGF2R). All three receptors (IR,
IGF1R and IGF2R) are glycosylated and abundantly present in placenta, where they
play important roles in placental development and functions.

Placenta grows and differentiates to fulfil different needs of a foetus, so its
structure and function change during gestation. Knowing that proteins are responsible
for placental biological functions, it was assumed that during gestation, changes could
occur in the content of different types of N-glycans present on membrane proteins. The
types of N-glycans commonly found attached to membrane glycoproteins were
examined, which resulted in an overview of the membrane N-glycome of human
placental proteins. The susceptibility of membrane N-glycome to individual variations
and to the effect of maternal/women age was investigated, as well as the influence of the
gestational stage on membrane N-glycome. Knowing that altered glycosylation is often
related to altered function, and that altered function of one or more proteins can cause a
disease, potential changes in membrane N-glycome were analysed in pathological
pregnancies (preeclampsia) and in pregnancies complicated by pathology of a mother
(diabetes). The impact of aging, gestation and pathology on the type and abundance of
different N-glycans on receptors belonging to the IGF system was investigated in
parallel. The aim was to resolve whether changes on the entire membrane N-glycome
coincide with changes on specific membrane glycoproteins important for placental
growth and functions.

It was found that membrane N-glycome is rich in different N-glycan structures,



among which eleven are the most abundant: biantennary N-glycans: bigalactosylated
glycans without core fucosylation - NA2, bigalactosylated glycan with core fucosylation
- NAZ2F, bigalactosylated glycan with core fucosyation and bisected N-
acetylglucosamine (GIcNAc) - NA2FB, agalacto glycan with core fucosylation - NGA2,
triantennary N-glycan with antennary fucose (Fuc) - Na3Fb, triantennary N-glycan with
core fucosylation - NA3F, and tetraantennary N-glycan with antennary Fuc - Na4Fb.
Structures of glycans eluting at position of max1, max2 i max6 are suggested according
to the retention times of RNase B glycans, while N-glycan eluting at position of max4
was not identified. It was found that maternal age does not affect N-glycome of human
placental membrane. Investigating gestational influence on placental membrane N-
glycome it was found that same eleven structures appear in all analyzed samples, except
that their abundance differes in nine out of eleven glycan structures. While some
glycans are more abundant at term (paucimannosidic, NA2F and NA3F), abundance of
other glycans appears to be higher in the first trimester of gestation (NGA2, max4,
NA2, max6 and NA2FB). It was found that preeclampsia significantly increases the
abundance of smaller N-glycan structures (paucimannosidic, NGA2 and max4) and
decreases the abundance of larger N-glycans (NA2, max6 and NA3F). In the case of
diabetes, it was found that disease affects placental membrane N-glycome but obtained
data were not subjected to statistical analysis.

Influence of maternal age, gestation and pathology on the type and abundance of
N-glycans found on the receptors of IGF system showed that: i) maternal age does not
affect the type and abundance of N-glycans present on IR and IGF2R, while in the case
of IGF1R it was found that with maternal age, in first trimester of gestation content of
biantennary N-glycans decreases and the content of tri- and tetraantennary N-glycans
increases; ii) during gestation in the case of IR content of N-glycans with L-Fuc
residues decreases as well as the content of biantennary N-glycans and N-glycans
terminating with 02,6-Sia, in the case of IGF1R during gestation content of fucosylated
and N-glycans terminating with a2,6-Sia decreases, while the content of N-glycans with
core fucosylation increases, and in the case of IGF2R content of fucosylated N-glycans
increases during gestation; iii) diabetes and preeclampsia do not affect type and
abundance of N-glycans present on placental IR, and diabetes does not affect type and

abundance of N-glycans present on placental IGF1R and IGF2R.



Data obtained in this PhD thesis revealed strong gestational impact on placental
N-glycome, showing that membrane protein N-glycosylation is developmentaly
regulated. It was also found that changes on the membrane N-glycome are not in
accordance with the pattern observed for N-glycans present on membrane receptors
responsible for growth, proliferation and differentiation (IR, IGF1R and IGF2R).

Key words: membrane proteins, N-glycans, N-glycome, insulin receptor, insulin-like
growth factor receptors type 1 and 2, gestational changes, aging, placenta

Scientific field: Biochemistry

Special topic: Biochemistry of proteins

UDC number: 577.112
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1. Uvod



Membranski proteini su u najveéem broju slucajeva glikozilovani. N-
glikozilacija membranskih proteina zauzima bitno mesto u formiranju njihove
trodimenzionalne strukture i njihovom funkcionisanju. U poslednjoj deceniji se u
literaturi pojavio veéi broj studija koje su demonstrirale uceS¢e N-glikana na
membranskim proteinima u ostvarivanju njihovih funkcija (kontakt sa drugim ¢elijama,
adhezija na ekstracelularni matriks, ¢elijska migracija, transport jona i nutrijenata ka i
van Celije, odbrana Celije od mikroorganizama itd.), o kojima govore i brojni revijalni
radovi. Na primeru nekoliko membranskih receptora je pokazano da, u celijama u
kojima je potpuno blokirana sinteza N-glikana, receptor ne dospeva na povrsinu celije,
to jest ostaje u citoplazmi. Najnovija istrazivanja su pocela da otkrivaju mehanizme
direktne sprege izmedu metabolickog fluksa heksoza i duzine poluzivota receptora za
faktore rasta (IGFIR, EGFR, PDGFR, FGFR) na povrsini ¢elije, koji se odigravaju
posredstvom stepena razgranatosti N-glikana vezanih za ove receptore.

Sistematsko profilisanje N-glikoma humanog seruma u zdravlju i bolesti je ve¢
godinama u toku, i odradeno je vise hiljada uzoraka. Izmenjena N-glikozilacija je vec
dovedena u vezu sa odredenim oboljenjima. Odavno je poznato da kancerske ¢elije po
pravilu sekretuju glikoproteine sa izmenjenom glikozilacijom, koji mogu biti solubilni
ali i membranski glikoproteini. Takvi proteini su potencijalni biomarkeri za odredene
bolesti. Postavlja se pitanje koji je razlog zbog kojeg je glikozilacija membranskih
proteina ovoliko dugo bila van fokusa istrazivanja. Jedan od odgovora na ovo pitanje
lezi u tome da je rad sa membranskim proteinima otezan zbog problema vezanih za
njihovu rastvorljivost. Nekompatibilnost deterdzenata sa mnogim analitickim
metodama, posebno onima za odredivanje strukture glikana, verovatno predstavlja
glavni uzrok nedostatka literaturnih podataka, koji se ticu glikozilacije membranskih
proteina.

U pocetku izrade ove doktorske teze, u literaturi gotovo da nije bilo podataka o
ukupnom membranskom N-glikomu bilo kojeg tkiva ili ¢elijske linije. Takode su i
informacije o tipu i strukturi N-glikana vezanih za pojedinacne membranske proteine
bile sporadi¢ne. Iz navedenih razloga, cilj ove teze je profilisanje membranskog N-
glikoma jednog humanog tkiva, odnosno ispitivanje tipova N-glikana koji su najéesc¢e
vezani za membranske glikoproteine. Kao model-tkivo odabrana je humana placenta.

Literaturni podaci ukazuju da su individualne varijacije u N-glikomu humanog seruma



izrazite, i da se N-glikozilacija serumskih proteina menja sa staro$¢u. U okviru ove teze
ispitano je da li je membranski N-glikom placente podlozan individualnim varijacijama
1 zavisi li od starosti Zena. Placenta raste i razvija se u cilju ispunjenja zahteva fetusa, pa
se njena struktura i funkcija znatno menjaju tokom gestacije. Znaju¢i da su proteini
nosioci bioloskih funkcija placente, pretpostavljeno je da bi tokom gestacije moglo doc¢i
do promena u ekspresiji i/ili funkcionisanju membranskih proteina. Ove promene ne bi
mogle biti na nivou aminokiselinske sekvence proteina, koja je odredena genetskim
kodom, ve¢ isklju¢ivo na nivou glikozilacije. Stoga je u okviru ove teze ispitan uticaj
gestacijske starosti na N-glikom membranskih proteina iz humane placente. Na kraju,
imajuci u vidu da je izmenjena glikozilacija proteina Cesto spregnuta sa izmenjenom
funkcijom, kao i da izmenjena funkcija jednog ili viSe proteina moze biti uzrok bolesti,
u okviru ove teze ispitane su i potencijalne promene u membranskom N-glikomu kod
patoloskih trudnoca, kao i onih komplikovanih usled razvijene patologije kod majki.
Membranski glikoproteini su izolovani iz placenti prvog i tre¢eg trimestra, dobijenih od
Zena iz razliCitih starosnih grupa, a takode 1 iz placenti treéeg trimestra Zena sa
patoloskim trudnoéama.

Placenta je bogat izvor receptora za insulin (IR) i faktore rasta sli¢ne insulinu tip
1 i 2 (IGFIR, IGF2R), koji ujedno imaju vazne funkcije za njen rast i razvoj. Ovi
receptori su membranski glikoproteini i obilno su N-glikozilovani. U literaturi postoji
samo jedan rad u kojem je detaljno opisana analiza N-glikoma IR izolovanog iz ¢elijske
kulture, dok sli¢nih informacija o N-glikanima IGFR nema. Zbog toga je cilj ove teze
bio da se upotpune trenutna saznanja o N-glikanima kovalentno vezanim za IR i IGFR
iz humane placente. Pored toga, cilj je bio da se ispita da li su promene u sadrzaju N-
glikana na pojedinaénim proteinima placente u korelaciji sa promenama u
membranskom N-glikomu placente. U okviru ove teze, prate¢i logiku ispitivanja
membranskog N-glikoma, ispitani su tip i sadrzaj N-glikana koji ulaze u sastav IR,
IGF1R 1 IGF2R, kao i uticaj starosti Zena, gestacijske starosti placente 1 patologije na tip
i sadrzaj N-glikana koji ulaze u sastav IR, IGF1R i IGF2R.



2. Pregled literature



2.1. Sistem faktora rasta sli¢nih insulinu

Sistem faktora rasta sli¢nih insulinu (IGF) sacinjavaju signalni peptidi i
odgovarajuéi specifiéni vezujuéi proteini i receptori. Sematski prikaz IGF sistema dat je
na Slici 1, dok su struktura i funkcija pojedina¢nih komponenti ovog sistema objasnjene

u narednim poglavljima.

IGF-1 IGF-1I Insulin

e e /}(/ \./

IGF1R/IR
IGF1R IR-A
IGIVZR hibrid

diferencijacija  PreZivijavanje

WV
V‘dozradaclja proliferacija metabolizam

Slika 1. Grafi¢ki prikaz komponenti koje ulaze u sastav sistema faktora rasta slicnih

insulinu. Slika je preuzeta sa sajta www.igfmutation.flinders.edu.au i preradena.

2.1.1. Signalni peptidi IGF sistema

Faktor rasta sli¢an insulinu tipa | (IGF-I) i faktor rasta sli¢an insulinu tipa Il
(IGF-I1) dele 50% sli¢nosti u sekvenci sa insulinom. Sli¢no proinsulinu, zreli IGF-I i

IGF-11 peptidi se sastoje od domena B, C i A (na N-terminalnom kraju) i dodatnog D-


http://www.igfmutation.flinders.edu.au/

domena (na C-terminalnom kraju), kog nema u proinsulinu (Daughaday i Rotwein,

1989). Uporedni prikaz struktura nekih signalnih peptida IGF sistema dat je na Slici 2.

Proinsulin Insulin IGF -1

Slika 2. Sematski prikaz trodimenzionalne strukture proinsulina, insulina i IGF-1. Slika

je preuzeta sa www.what-when-how.com i preradena.

Gen koji kodira humani IGF-1 nalazi se na hromozomu 12q. IGF-I je
jednolancani polipeptid koji se sastoji od 70 aminokiselina, molekulske mase od 7,6
kDa (Zarilli i sar., 1994). U postnatalnom periodu glavni izvor IGF-I u cirkulaciji je
jetra, dok je njegova proizvodnja pod kontrolom hormona rasta. Koncentracija IGF-I,
kao i koncentracija hormona rasta, zavisi od pola, starosti, ishrane (Zarilli i sar., 1994).

Gen koji kodira humani IGF-I1 nalazi se na hromozomu 11p (Bell i sar., 1985), a
njegova aktivnost je pod kotrolom genetskog imprintinga (Giannoukakisi sar., 1993).
IGF-II je jednolancani polipeptid koji se sastoji od 67 aminokiselina, molekulske mase
7,5 kDa. Ekspresija IGF-II neSto je veca tokom embrionalnog Zivota nego u
postnatalnom periodu (O'Dell i Day, 1998).

2.1.2. Vezujudi proteini za faktore rasta sli¢ne insulinu

U sklopu IGF sistema nalazi se nekoliko proteina, koji specifi¢no i sa velikim
afinitetom vezuju IGF peptide, a Sest najzastupljenijih IGF vezuju¢ih proteina su
oznac¢eni od IGFBP-1 do IGFBP-6. Smatra se da je njihova glavna uloga da transportuju
cirkuliSsué¢e IGF peptide do ciljnih tkiva, regulisuéi tako njihovu dostupnost i biolosku
aktivnost. Dva manje ispitana vezujuca proteina, otkrivena kasnije, oznacena su kao

IGFBP-7 i IGFBP-8 (Kostecka i Blahovec, 2002).


http://www.what-when-how.com/

Zreli IGFBP imaju duZinu od 216-289 aminokiselinskih ostataka. Sastoje se od
tri domena, priblizno iste veli¢ine: N-, C- i L-domena. Za razliku od N- i C- domena,
koji dele visok stepen homologije, L-domen (engl. linker, jer povezuje N i C domene)
se razlikuje izmedu razli¢itih IGFBP. Donedavno se smatralo da se IGF peptidi vezuju
za N-terminalni domen, oznaéen kao IGFBP domen. C-terminalni domen oznacen je
kao tireoglobulinski domen tip 1, a prema novijim studijama i C-terminalni domen igra
esencijalnu ulogu u visokoafinitetnom vezivanju IGF peptida za IGFBP. Hwa smatra da
su potrebne dodatne studije da bi se rasvetlile interakcije izmedu IGF peptida i IGFBP,
koje se mozda razlikuju izmedu pojedinih IGFBP (Hwa i sar., 1999). IGFBP domen se
nalazi i u proteinima srodnim IGFBP, koji vezuju IGF peptide sa niskim afinitetom
(Hwa i sar., 1999). IGFBP-1, IGFBP-3, IGFBP-4 i IGFBP-5 vezuju oba IGF peptida sa
istim afinitetom, dok je afinitet IGFBP-2 i IGFBP-6 mnogo veci za IGF-11 nego za IGF-
| (Bach i sar., 1993). Na Slici 3 dat je prikaz strukture kompleksa IGFBP-5 i IGF-I.

Slika 3. Prikaz strukture kompleksa IGF-1 (zelena boja) i N-terminalnog domena
IGFBP-5 (siva boja). Isprekidanom linijom plave boje oznacene su vodoniéne veze, a

zutom bojom hidrofobni ostaci. Slika je preuzeta iz literature (Zestawski i sar., 2001).

Vecina IGF peptida iz humanog seruma cirkuliSe vezana u ternarnom kompleksu sa
IGFBP i ALS (engl. acid labile subunit, podjedinica nestabilna u kiseloj sredini)
(Boisclair i sar., 2001). Ovi kompleksi su toliko veliki da ne mogu da napuste krvotok,

¢ime se produzava poluzivot cirkuliucih IGF peptida (Boisclair i sar., 2001).
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IGFBP podlezu razli¢itim tipovima post-translacionih modifikacija. IGFBP-3 i
IGFBP-4 su N-glikozilovani (Firth i Baxter, 1999; Zhou i sar., 2003), dok su IGFBP-5 i
IGFBP-6 O-glikozilovani (Graham i sar., 2007; Neumann i sar., 1998). IGFBP-1,
IGFBP-3 i IGFBP-5 su fosforilovani u razli¢itom stepenu (Jones i sar., 1993; Hoeck i
Mukku, 1994; Graham i sar., 2007). Glavne opste uloge IGFBP su produzetak
poluzivota IGF peptida u cirkulaciji i sprecavanje da se vezu za insulinski receptor (IR)
(Duan i Xu, 2005), dok pojedina¢ni IGFBP imaju i dodatne, tkivno-specijalizovane
uloge (Baxter,2000).

2.1.3. Receptor za faktore rasta sli¢ne insulinu tip 1

Receptor za faktore rasta sliCan insulinu tip 1 (IGFL1R) je tetramerna
transmembranska tirozin-kinaza, otkrivena 1986. godine (Ullrich i sar., 1986). Gen za
humani IGF1R se nalazi na 15g hromozomu i kodira prekusorski protein, koji se sastoji
od 1367 ostataka aminokiselina, u Sta je ukljucena i signalna sekvenca od 30
aminokiselina (Ullrich i sar., 1986). Ovaj receptor je Siroko rasprostranjen u mnogim
tipovima Celija fetalnih i postnatalnih tkiva. Receptor se aktivira po vezivanju liganada:
IGF-1 i IGF-1I (Baker i sar., 1993). IGFIR moze vezati i insulin, ukoliko je insulin
prisutan u koncentracijama ve¢im od fizioloskih. Nakon vezivanja liganda sledi spektar
raznovrsnih ¢elijskih odgovora, kao S§to su proliferacija 1 zastita ¢elija od programirane
Celijske smrti, to jest apoptoze. Kao rezultat, transdukcija signala putem IGF-1R je
glavna putanja odgovorna za somatski rast fetusa kod sisara, dok se postnatalni
somatski rast kontrolise udruzenim dejstvom hormona rasta i IGF peptida (Adams i sar.,
2000). Interesantno je da su hepatociti i zreli B limfociti jedine celije koje ne
eksprimiraju IGF1R (Romano, 2003).

IGF1R se sastoji od dve identi¢ne o podjedinice i dve identi¢ne B podjedinice,
koje su medusobno povezane disulfidnim vezama u a2P2 strukturu (Kim i Accili,

2002). Struktura IGF1R prikazana je na Slici 4.
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Slika 4. Graficki prikaz strukture IGF1R, odnosno raspodele domena u a i P
podjedinicama receptora. Slika je preuzeta iz literature (Gatenby i sar., 2013) i

preradena.

Dok je a podjedinica postavljena potpuno ekstracelularno, B podjedinica sadrzi kratki
ekstracelularni domen, transmembranski domen i intracelularni domen, koji je ujedno i
najve¢i deo P podjedinice. Intracelularni domen [ podjedinice sastoji se od
jukstamembranskog (domen tik uz membranu), tirozin-kinaznog i C-terminalnog
domena. Nadene su i razli¢ite izoforme IGFIR, koje su najverovatnije posledica
razliCite glikozilacije ili neke druge post-translacione modifikacije (Girnita i sar., 2014).

N-terminalni kraj ektodomena IGFIR sadrzi dva homologa domena bogata Leu
(L1 i L2), koji su razdvojeni regionom bogatim Cys. C-terminus ektodomena IGF1R se
sastoji od tri fibronektinska domena tipa Fnlll. Transmembranski segment je kratak.
Intracelularni deo IGF1R sadrzi kataliticki domen tirozin-kinaze (TK). TK domen je
smesten izmedu jukstamembranskog regiona 1 C-terminusa, koji sadrZi vezujuce mesto
za fosfotirozin signalnih molekula (Gatenby i sar., 2013).

Vezivanje liganada za IGF1R (i za IR) prikazano je na Slici 5. Kada ligand nije
vezan za receptor, ekstracelularni domen 8 podjedinice odrzava konformaciju u kojoj
kinaza nije aktivna. Kada se ligand veze za IGFIR dolazi do autofosforilacije i
aktivacije receptora (Adams i sar., 2000). Nakon autofosforilacije kinaznog domena,
sledi autofosforilacija 1 drugih ostataka Tyr u B podjedinicama, koji predstavljaju

vezujuéi motiv za signalne molekule koji su nishodno u signalnom putu. Signalne



putanje ovog receptora su: putanja PI3-kinaze i putanja MAP-kinaze. Supstrati IGF1R
su: IRS proteini, Shc, 14.3.3, CRK, CSK, PI3-kinaza, SHP-2 fosfataza, Grb10 i drugi
(Girnita i sar., 2014).
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Slika 5. Prikaz vezivanja peptida IGF sistema za IGF1IR i IR. A, B, C i D domeni u
molekulima IGF-1, IGF-II i insulina prikazani su razli¢itim bojama. Slika je preuzeta iz
literature (Vashisth, 2015) i preradena.

Signalna kaskada koju pokreée vezivanje liganda za IGFIR regulise
proliferaciju, diferencijaciju, adheziju, pokretljivost, metabolizam i prezivljavanje
veéine Celijskih tipova u embrionalnom 1 postnatalnom zivotu. Nasuprot tome,
ekspresija i aktivnost IGF1R vazni su za nastanak malignog fenotipa. Interesantno je da
IGF1R u isto vreme moze da doprinese prevodenju maligne ¢elije u normalnu, zbog
Cega se vec radi na lekovima za potencijalnu primenu u terapiji kancera, a koji bi ciljano
delovali na IGF1R (Romano, 2003). U eksperimentima na miSevima, u kojima je
potpuno zaustavljena ekspresija IGF1R (isecanjem gena koji kodira IGF1R) po pravilu
je dolazilo do smrti fetusa odmah po rodenju, ¢ime je dokazana esencijalna uloga
IGF1R u postnatalnom prezivljavanju (Liu i sar., 1993). Sumiraju¢i brojne uloge
IGFIR, moze se uociti da IGFIR, u nekim ¢elijskim tipovima, po aktivaciji pokrece
diferencijaciju (npr. mioblasti, adipociti, 1 ¢elije CNS). Izgleda paradoksalno da isti
receptor propagira dva naizgled suprotna celijska programa: rast i proliferacija stoje
nasuprot diferencijacije. Ovde stupa na scenu snaga ¢elijskog konteksta, to jest proteina

koji stoje nishodno od IGF1R na putu transdukcije signala. Naime IRS1 je glavni
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medijator mitogenih signala, a ¢elije koje ga nemaju dozivljavaju da IGF1R aktivira She
proteine, $to vodi u program diferencijacije. Druga vazna uloga IGFIR je kontrola
¢elijske adhezije 1 pokretljivosti. I ovde je u pitanju dvostruka uloga IGF1R, to jest
mogucénost da pokrene dva suprotstavljena programa, a ¢elijski kontekst odreduje ulogu
IGF1R (Romano, 2003).

Ekstracelularni domen IGF1R sadrzi 16 ostataka Asn u sekvonu Asn-X-Ser/Thr,
koji su potencijalna mesta za N-glikozilaciju. Jedanaest mesta se nalazi na o podjedinici,
a pet mesta na B podjedinici (Ullrich i sar., 1986). Molekulska masa o podjedinice je 80
kDa, a B podjedinice 71 kDa, bez glikana, a kada su glikozilovane 135 kDa i 90 kDa
(Ullrich i sar., 1986). Za sada ne postoje literaturni podaci strukturne analize N-glikana
prisutnih na IGF1R.

2.1.4. Receptor za faktor rasta sli¢an insulinu tip 2

Receptor za faktor rasta sli¢an insulinu tip 2 (IGF2R), poznat i kao katjon-
nezavisni manoza-6-fosfatni receptor (jer vezuje manoza-6-fosfat, MG6P) je
transmembranski receptor molekulske mase od 270 kDa, ¢&iji najveéi deo &ini
ekstracelularni domen, dok su transmembranski i citoplazmatski domeni mnogo manji
(Lobel i sar., 1988). Gen za humani IGF2R se nalazi na 6q hromozomu i kodira
prekusorski protein, koji se sastoji od 2499 aminokiselina (Lobel i sar., 1988). Jedna od
primarnih uloga IGF2Rje transport lizozomskih enzima od trans-Goldzija do lizozoma,
kao i ekstracelularnih lizozomskih enzima do lizozoma (Kornfeld, 1992). Kada IGF2R
veze IGF-1l, dolazi do degradacije ovog peptida (Kornfeld, 1992). Dugogodisnja je
zagonetka ima li IGF2R ili nema ulogu u provodenju signala preko IGF-II, to jest da i
je on uopste signalni receptor, na $ta upucuju novija istrazivanja (Harris 1 sar., 2011).
Kao i IGF-II, i IGF2R se najvise eksprimira tokom fetalnog razvoja, i njegov nivo
opada u kasnijem dobu (Sklar i sar., 1992). Pretpostavljena struktura IGF2R prikazana
je na Slici 6.

Ekstracelularni domen IGF2R sadrzi vezivnho mesto za ligande (npr. IGF-II,
M6P), dok kratki citoplazmatski domen sadrzi motive za koje se vezuju faktori
neophodni za unutaréelijski transport IGF2R (Hille-Rehfeld, 1995). IGF2R sa najve¢im
afinitetom vezuje IGF-II, dok je njegov afinitet za IGF-I toliko nizak da pri fiziolo§kim
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koncentracijama IGF-I ne¢e do¢i do interakcije sa IGF2R (Tong i sar., 1988). Uloga
IGF2R je da smanji efekat IGF-1 i IGF-II. Serumski oblik IGF2R je manji od klasi¢nog
IGF2R, zbog specifi¢ne proteolize ekstracelularnog domena receptora. Serumski oblik
IGF2R moze posluziti i kao specificni IGF-II vezujuc¢i protein, to jest transporter za
IGF-II. Neki autori smatraju da je serumski oblik IGF2R samo posledica glavnog

mehanizma degradacije IGF2R (Clairmont i Czech, 1991).

Slika 6. Pretpostavljeni model relativne organizacije ekstracelularnog domena
(ektodomena) IGF2R. A) IGF2R monomer; B) dimer. Kuglicama roze boje oznaceno je
vezivno mesto za Man-6-fosfat, a ljubicaste za IGF2R. Slika je preuzeta od Brown-a i
saradnika (2008).

Ekstracelularni domen IGF2R sadrzi 19 potencijalnih mesta za N-glikozilaciju,
od kojih su bar dva mesta sigurno glikozilovana (Lobel i sar., 1987). Literaturni podaci

strukturne analize N-glikana prisutnih na IGF2R trenutno ne postoje.
2.1.5. Insulinski receptor

Receptor za insulin (IR) je tetramerna transmembranska TK. Gen za humani IR
se nalazi na 19p hromozomu i kodira prekusorski protein, koji se sastoji od 1382
aminokiseline (Seino i sar., 1989). IR i IGFIR su vrlo sli¢ne strukture, u pojedinim
segmentima i do 70-80%, a najveca sli¢nost je u poslednjih 100 aminokiselina (Lou i
sar., 2006). Uporedni prikaz struktura IR i IGF1R dat je na Slici 7, a na Slici 8 prikaz
strukture IR.
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IGF1R

Slika 7. Uporedni prikaz trodimenzionalnih struktura ektodomena IR i IGF1R.
Strelicom zelene boje oznafen je polozaj disulfidne veze unutar heterodimera.
Zvezdicom je oznaceno jedno vezivno mesto. Slika je preuzeta od Vashisth-a (2015) i

preradena.
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Slika 8. Prikaz strukture IR. A) Strukturni domeni IR homodimera; B) trodimenzionalna
struktura ektodomena monomera IR; C) trodimenzionalna struktura ektodomena
homodimera IR. Trouglom je oznacen polozaj disulfidnog mosta koji povezuje dve a
podjedinice, a krugom disulfidna veza koja spaja o i B podjedinicu receptora. Brojevima
su oznaceni N-terminusi a 1  lanaca u ektodomenu prikazanog monomera. Slika je

preuzeta iz literature (Lawrence i sar., 2007) i preradena.

Kao i IGF1R, i IR se sastoji od dve a (135 kDa) i dve 3 podjedinice (95 kDa). Primarni
translacioni proizvod iRNA za IR je linearna aff sekvenca, od koje proteolizom nastaju
pojedinacne o i P podjedinice tek nakon formiranja disulfidnih veza izmedu dva
translaciona produkta. Na ovaj nacin nastaje ayfB, heterotetramer (Slika 8A). Oko 95%
IR nalazi se u formi heterotetramera, od ¢ega je 75% prisutno u plazminoj membrani
(Hwang i Frost, 1999).
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TK aktivnost IR je inhibirana sve do vezivanja liganda. Signalni put IR, kao i
kod IGF1R, pocinje vezivanjem liganda (insulin, IGF-I i IGF-Il) za IR, odnosno
aktiviranjem TK, sto za posledicu ima autofosforilaciju receptora, a potom i aktivaciju
proteinskih supstrata receptora (npr. IRS1, Shc, Gabl). Glavni supstrat je IRS1, koji se
fosforiluje na ostacima Tyr. Posledica aktivacije IR je pokretanje metaboli¢kih puteva
(Du i Wei, 2014).

Ektodomen IR postoji u dve forme koje nastaju alternativnom obradom iRNK,
Sto ima za posledicu prisustvo ili odsustvo segmenta dugog 12 aminokiselinskih
ostataka, koje kodira egzon 11. Forma IR koja ima ovaj peptidni segment na C-
terminusu a podjedinice oznacena je kao forma IR-B, dok u IR-A ovaj peptid nedostaje.
Smatra se da je IR-A visokoafinitetni receptor za IGF-I1 (Frasca i sar., 1999). IR-A i IR-
B ne samo da imaju razli¢it afinitet prema ligandima, ve¢ i razli¢itu TK aktivnost i
razliit stepen internalizacije receptora. IR-A i IR-B pokazuju razlike u provodenju
hormonskih signala unutar ¢éelije i razlike u tkivnoj distribuciji receptora (Uhles i sar.,
2003). Izgleda da ovih 12 aminokiselinskih ostataka predstavljaju signal za sortiranje IR
u razli¢itim mikrodomenima plazmine membrane, odnosno u regionima plazmine
membrane bogatim holesterolom, ali ne i kaveolinom (Uhles i sar., 2003).

Pored ve¢ pomenute velike sli¢nosti izmedu IR i IGF1R, izgleda da u tkivima
koja imaju visok sadrzaj ova dva receptora, moze do¢i do obrazovanja hibridnog
receptora (HyR). HyR nastaju kombinovanjem off dimera IGF1R i IR, i prema
(Belfiore i sar., 2009).

IR je O-glikozilovan i N-glikozilovan (Hedo i sar., 1981; Herzberg i sar., 1985).
Ima 18 potencijalnih mesta za N-glikozilaciju (14 na o i 4 na B podjedinici), od kojih je
16 i glikozilovano (Sparrow i sar., 2008). Detaljno je ispitana struktura N-glikana

vezanih za IR, izolovanih iz CHO-K1 (Sparrow i sar., 2008).
2.2. Uloge IGF sistema u rastu i razviéu, kao i u nekim bolestima
IGF sistem ima vaznu ulogu u rastu, diferencijaciji i proliferaciji ¢elija. Tako

npr. insulin, IGF-1 i IGF-I1, u toku folikularne faze menstrualnog ciklusa, mogu delovati

kao faktori prezivljavanja folikula koji se nalaze u ranom razvojnom stadijumu (Louhio
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i sar., 1999). Promene u IGF sistemu su u vezi sa brojnim patologijama, kao S§to je
kancer. IGF2R kontrolise nivo IGF-II, olakSava aktivaciju inhibitora faktora rasta i
reguliSe unutarcelijski transport lizozomalnih enzima, $to ga svrstava u potencijalne
tumor-supresore. Uloga IGF2R u tumorogenezi potvrdena je i studijama na humanim
kancerima, gde su u direktnu korelaciju dovedeni gubitak funkcije IGF2R i progresija
tumorogeneze (Ghosh i sar., 2003). IR-A je uglavnom prisutan u fetalnim tkivima, ali je
njegova ekspresija povecana kod tumora dojke i creva. Razli¢ite tumorske celije
eksprimiraju IGF-IL, koji je snazan aktivator IR-A, §to za posledicu ima proliferaciju i
prezivljavanje kancerskih celija (Frasca i sar., 1999). Za kancere koji su zavisni od
IGFIR ve¢ postoje lekovi koji su u klinickim fazama ispitivanja. Takva su npr. antitela
spram IGF-1 i IGF-II, koja sprecavaju signaling preko IGFIR i HyR, ali ne ometaju
signalni put IR. Zatim, postoje antitela spram ektodomena IGF1R, za koja se pokazalo
da deluju na neke slucajeve kancera pluca. I, na kraju, tu je i grupa lekova koji za cilj
imaju inhibiciju kinazne aktivnosti IGF1R. lako su neki inhibitori dali pozitivne
rezultate, dodatni problem predstavlja IR, zbog visokog stepena sli¢nosti sa IGFIR
(Girnita i sar., 2014). U narednim poglavljima bi¢e pojasnjene uloge IGF sistema koje

su bitne za razumevanje rada u ovoj tezi.

2.2.1. IGF sistem i embrionalni razvoj

U humanoj placenti, citotrofoblasti proliferisu i diferenciraju se u dva podtipa:
ekstravilusne trofoblaste, koji migriraju ka maj¢inskom endometrijumu gde remodeluju
majéinske spiralne arterije, stvaraju¢i krvne sudove niske otpornosti, uspostavljajuci
tako sistem snabdevanja placente i fetusa kiseonikom; i sinciciotrofoblast, koji
predstavlja multinuklearni epitel koji deluje kao zastitna barijera i membrana preko koje
se odvija transport nutrijenata i gasova. Sinciciotrofoblast nema transkripcione
aktivnosti zbog Cega se tokom trudnoée odrzava zahvaljuju¢i stalnoj proliferaciji i
diferencijaciji citotrofoblasta. Ispod citotrofoblasta nalazi se mezenhimalno jedro
placente, koje sadrzi placentne kapilare i razlicite celije, ukljucujuéi placentne
fibroblaste. Dakle, u prvoj polovini gestacije transformisu se trofoblasti, dok se znacajni
deo angiogeneze i vaskularizacije odigrava u drugoj polovini gestacije. Kraj gestacije

karakteriSe ekspanzija placente (Gude i sar., 2004).
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Smanjen rast festusa doveden je u vezu sa razvojnim anomalijama placente,
zbog Cega je predlozeno da IGF sistem ima vaznu ulogu u normalnom rastu i razvoju
placente. IGF-I i IGF-II su prisutni u skoro svim ¢elijama placente pocev od Seste
nedelje gestacije, gde doprinose proliferaciji i prezivljavanju placentnih fibroblasta,
migraciji i invaziji trofoblasta, dok IGF-I dodatno $titi trofoblaste i placentne fibroblaste
od apoptoze. IGF-I regulise i diferencijaciju citotrofoblasta u sinciciotrofoblast i
ekstravilusne ¢elije. Nivo IGF u krvi pupcane vrpce u direktnoj je korelaciji sa tezinom
novorodenceta: nizak nivo IGF-I naden je kod novorodencadi koja su ispod prosecne
tezine za datu gestacijsku starost, a poviSen nivo IGF-I naden je kod novorodencadi koja
su iznad proseka tezine za datu gestacijsku starost (Forbes i Westwood, 2008). Kod
miseva je ciljanom eliminacijom Igfl doslo do embrionalnog zastoja rasta fetusa, koje
se po rodenju manifestovalo kroz patuljast rast, a u kasnijem dobu kao zastoj u rastu i
neplodnost (Liu i sar., 1993; Baker i sar., 1993). Funkcionalna inaktivacija 1gf2 takode
je uticala na embrionalni rast, ali ne i na postnatalni razvoj (DeChiara i sar., 1990).
IGF1R je prisutan u svim ¢elijama placente, pa promene u IGFIR takode mogu uticati
na rast fetusa. MisSevi kod kojih je potpuno zaustavljena ekspresija IGF1R (isecanjem
gena koji kodira IGF1R) imali su 60% nizu tezinu od normalnih. Nasuprot tome, misevi
kojima je nedostajao IGF2R imali su vec¢u tezinu na rodenju (Forbes i Westwood,
2008). Dvostruki nokauti za IGF1R i IGF2R rezultirali su embrionima normalne
veli¢ine, §to je posledica odsustva degradacije IGF-II, koji svoje efekte ostvaruje
vezivanjem za IR, odrZavaju¢i tako normalan prenatalni rast. U odsustvu IGF-II, IGF1R
1 IGF2R, ovaj efekat ne postoji 1 miSevi se opet radaju sa tre¢inom normalne teZine

(Ludwig i sar., 1996).

2.2.2. IGF sistem i dijabetes

Zbog svoje pozicije placenta je izloZena dejstvu hormona, citokina, faktora rasta
1 supstrata prisutnih u maj¢inoj i fetalnoj cirkulaciji, 1 nalazi se pod njihovim uticajem.
Kod dijabetesa placenta prolazi kroz brojne strukturne i funkcionalne promene, cija
priroda i1 stepen zavise od brojnih parametara ukljucujuéi kontrolu glikemije, nacin
lecenja i period izlozenosti losoj metabolickoj kontroli. Kada je placenta dugo izlozena

dislipidemiji i pove¢anim koncentracijama glukoze i insulina majke, prelazi se puferska
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mo¢ placente i dolazi do povecanog rasta placente i fetusa. Dijabeti¢no okruZenje
fetusa, dakle, obuhvata mrezu razli¢itih supstanci (hormona, citokina, nutrijenata) ¢ije
su koncentracije izmenjene u odnosu na fizioloSko okruzenje (Desoye i Hauguel-de
Mouzon, 2007).

IR je bogato prisutan u placenti, gde se njegova lokacija menja u toku razvoja
placente. U pocetku gestacije, IR se najveim delom eksprimira na membrani
sinciciotrofoblasta, dok se na kraju gestacije uglavnom eksprimira na endotelu. Razlicita
ekspresija IR tokom gestacije upucuje na prevodenje procesa koji zavise od insulina sa
majke (na pocetku gestacije) na fetus (na kraju gestacije). Ova izmena pracena je i
izmenom u funkciji IR, jer je ekspresija gena indukovana insulinom visa u trofoblastima
prvog trimestra. Insulin majke ispoljava mitogeni efekat, dok fetalni insulin stimulise
metabolicke procese. Na pocetku trudnoée, insulin deluje na sinciciotrofoblaste $to
moze izmeniti sintezu i sekreciju hormona i citokina koji ¢e potom delovati na majku.
Kako gestacija napreduje, fetalni insulin preuzima kontrolu od majke i direktno ili
indirektno deluje na endotel i tkivne makrofage. Na kraju gestacije inuslin ima jaci
efekat na endotel nego na trofoblaste, §to je vazno za dijabeti¢ne trudnoée jer se
pretpostavlja da fetalna hiperinsulinemija uti¢e na placentni endotel. Promena rezima
ishrane kod gestacijskog dijabetesa dovodi do smanjenja ekspresije IR na trofoblastima,
dok se kod gestacijskog dijabetesa tretiranog insulinom broj IR u placenti povecava
(Desoye i Hauguel-de Mouzon, 2007). Insulin/IGF sistem je snazan regulator razvoja i
rasta, a u gestacijama komplikovanim dijabetesom povisen nivo insulina u krvi pupcane
vrpce moze biti signal da je doslo do fetalnih promena (Hiden i sar., 2009).

Izlaganje fetusa hiperglikemiji in utero dovodi do nagomilavanja masti i
kongenitalnih malformacija (poput srcanih, misi¢no-skeletnih i anomalija centralnog
nervnog sistema), kao i do povecanog rizika od gojaznosti, dijabetesa tip 2,
metabolickog sindroma i kardiovaskularnih bolesti u kasnijem zivotnom dobu, saglasno
istrazivanjima na zivotinjama (Schaefer-Graf i sar., 2000; Ryan i sar., 1995). Ekspresija
Ir, 1gf1r i narocito 1gf2r u placenti pacova sa blazim oblikom dijabetesa bila je povecana
u poredenju sa kontrolnom grupom (White i sar., 2015). Pojacana aktivacija signalnog
puta IR, na eksperimentalnim Zzivotinjama, dovedena je u vezu sa respiratornim distres-
sindromom novorodencadi, poremecaja koji se Cesto javlja kod majki koje su imale

dijabetes (lkeda i sar., 2011). Promene u transdukciji insulinskog signala nadene su u
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placenti gojaznih Zena i Zena sa dijabetesom (Colomiere i sar., 2009). Primecene su i
funkcionalne promene na IGF1R poreklom iz placente pacova sa dijabetesom, iako
vezivanje liganda za ovaj receptor nije bilo izmenjeno (Hauguel-de Mouzon i sar.,
1992). Na kraju, primecene su morfoloske i funkcionalne promene u tkivu placente Zena
sa gestacijskim dijabetesom, najverovatnije kao posledica promena u distribuciji
oligosaharida prisutnih na glikokonjugatima ¢elijskih povrSina (Sgambati i sar., 2007).
Uticaj IGF sistema majke i1 fetusa na placentu, kod normalne trudnoée i one pracene

dijabetesom, Sematski je prikazan na Slici 9.

endotel
— |
| | ~ Placenta ¢
Majka krvotok [ krvotok
| majke /  fetusa
—_—
p ' insulin: 112
insulin: 112 o IGF1: =1 |2 IGF1: 112
IGF1;  12=12 | IGF28 22 IGF2: 112
IGF2: 112 =12 5 |GFBP1: =1 | IGFBP1: |12 11
IGFBP1: 11 = |GFBP3: 1 '~ IGFBP3: 112 =

sinciciotfbfoblast

Slika 9. Uzajamni odnos komponenti IGF sistema majke, fetusa i placente. Promene
koncentracija pojedinacnih peptida i proteina IGF sistema, koje su izmerene kod Zena sa
dijabetesom tip 1 (na slici ozna¢en brojem 1) ili gestacijskim dijabetesom (oznacen
brojem 2), prikazane su u poredenju sa odgovaraju¢im vrednostima karakteristi¢nim za

zdravu gestaciju. Slika je preuzeta od Hiden-a i sar. (2009) i preuredena.
2.2.3. IGF sistem i zastoj rasta fetusa in utero

Hipertenzivni poremecaji gestacije drugi su najces¢i uzrok smrti trudnica u
razvijenim zemljama. Hipertenzija je istovremeno i najée$c¢a komplikacija koja se srece
tokom gestacije, i javlja se u 5-10% slucajeva (Vest i sar., 2014). Uzimajuéi u obzir
povecanu ucestalost hipertenzije i dijabetesa kod trudnica, kao i pomeranje starosne
granice za majcinstvo, sadasnji procenat hipertenzivnih trudnoca je, najverovatnije,

znatno viSi. Hipertenzija tokom gestacije povezana je sa poveCanim rizikom od
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intracerebralnog krvarenja, prevremenog odvajanja placente od zida materice, fetalnog
zastoja u rastu, prevremenog porodaja i smrti fetusa in utero. Hipertenzivni poremecaji
gestacije se svrstavaju u Cetiri kategorije:

1. preeklampsija (PE) i eklampsija,

2. hroni¢na hipertenzija,

3. PE kao posledica hroni¢ne hipertenzije,

4. gestacijska hipertenzija.

Glavni histopatoloski nalaz u PE je plitka invazija trofoblasta 1 nepravilno
remodelovanje majCinskih spiralnih arterija, koje ostaju suzene i otporne, Sto dovodi do
smanjene uteroplacentalne perfuzije. Smanjena perfuzija kod PE povezuje se sa
inflamacijom, oksidativnim stresom, pa ¢ak i infarktom (Vest i sar., 2014). Ispitivanjem
genske ekspresije u placentama dobijenim od zena sa PE dosSlo se do zakljucka o
aberantnoj ekspresiji gena, 1 pretpostavke da je hipoksija jedan od mogué¢ih uzroka
nekih tipova PE (Soleymanlou i sar., 2005). Jo§ jedan moguci uzrok PE su genetski
faktori (Morgan, 2010).

IUGR (engl. intrauterine growth restriction) je definisan kao nemoguénost
fetusa da ispuni svoj genetski predodreden rast, i ¢esto je kombinovan sa PE. Sve je ve¢i
broj dokaza da je genetska predispozicija bitna i za razvoj IUGR (Yamada i sar., 2005).
Nadeno je da je nivo iRNK, prepisanih sa IGF-1 i IGF1R, kao i koncentracije IGF-I i
IGFIR u tkivu placente ve¢i u slucajevima kada su gestacije pracene IUGR, nego §to je
to slucaj sa zdravim placentama. Takode je primecen i niZi sadrZzaj ova dva proteina u
placentama iz gestacija, koje su rezultovale rodenjem beba vece teZine nego Sto je imaju
zdrave bebe (Ifiguez i sar., 2010). Podaci novijeg datuma ukazuju da genetske varijacije
na nivou IGF-1 i IGF1R nemaju bitnu ulogu u nastanku ITUGR (Muetze i sar., 2010).
Imunohistohemijom je pokazano da su distribucija i lokalizacija IGF1R nepromenjeni

kod IUGR u odnosu na normalne trudnoce (Forbes i Westwood, 2008).
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2.3. Glikozilacija proteina

Post-translacione modifikacije mogu znacajno doprineti fizickim i biohemijskim
karakteristikama proteina, kao i uticati na njihovu interakciju sa drugim molekulima
(Walsh i sar., 2005). Glikozilacija predstavlja jednu od najc¢e$¢ih post-translacionih
modifikacija proteina. Smatra se da je vise od polovine ukupnog broja poznatih proteina
N-glikozilovano (Apweiler i sar., 1999). Veliki broj proteina je i O-glikozilovan.
Glikozilacija je jedina post-translaciona modifikacija koja uvodi znaéajne strukturne
promene u protein (Lauc i Zoldo§, 2010). Kod jednocelijskih organizama, glikoproteini
uglavnom sluze samo kao strukturne komponente membrane, dok kod visecelijskih
organizama oni zadobijaju mnogobrojne raznovrsne slozene uloge, koje su potrebne za
integraciju brojnih pojedina¢nih ¢elija u jedinstvenu funkcionalnu jedinicu (Varki,
1993; Lauc i Zoldos, 2010).

Glikom obuhvata sve glikane koje sintetiSe jedan organizam. Uobicajeno je da
se saharid vezan za protein naziva glikan. Tipi¢an glikan je kompleksni molekul
sastavljen od 10 do 15 monosaharidnih ostataka, koji su medusobno povezani na slozen
nacin. Za proteine se moze kovalentno vezati najmanje 7000 razli¢itih glikanskih
determinanti, Sto ¢ini glikoproteom nekoliko redova veli¢ine kompleksnijim od samog
proteoma (Moremen i sar., 2012). Za razliku od proteina i DNK, koji se sintetisu kao
linearni molekuli, glikani su kompleksne razgranate strukture koje su definisane ne
samo redosledom monosaharidnih jedinica, ve¢ i ta¢nim poloZajem glikozidne veze,
njenom anomernom konfiguracijom (o ili ), brojem grana (antena) i pozicijom
grananja. Broj izomera koji se moze kreirati polazec¢i od samo 10 monosaharida: fukoza
(Fuc), galaktoza (Gal), glukoza (Glc), N-acetilgalaktozamin (GalNAc), N-
acetilglukozamin (GIcNAc), glukuronska kiselina (GIcA), iduronska kiselina (IdoA),
manoza (Man), sijalinska kiselina (SA, Sia) i ksiloza (Xyl), daleko prevazilazi broj
mogucih linearnih izomera koji se mogu napraviti od istog broja aminokiselina
(Moremen i sar., 2012). Naravno, najveci broj ovih struktura ne postoji u prirodi, ali
informacija sacuvana u ovako velikom broju mogucih razli¢itih struktura je ogromna

(Lauc i Zoldos, 2010):
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Sastav oligomera broj glikana  broj peptida

Dimer AA----------—-  —mmemee- 1 A— 1
Dimer AB------------  —--meee- 20 - 2
Trimer AAA----—---=  —omeeee 120 e 1
Trimer ABC---------  ——mmme- 720 e 6
Tetramer AAAA--- - 1424 - 1
Tetramer ABCD----  ----- 34560 - 24
Pentamer AAAAA- - 17872 - 1
Pentamer ABCDE-- --2144640 ---120

Ako uzmemo primer jednog glikoproteina, to izgleda ovako: na konzervisanom ostatku
Asn297 u teskom lancu IgG moze se naéi preko 30 razli¢itih glikana (Harada i sar.,
1987). S obzirom na to da jedan molekul IgG ima dva teska lanca, preko 900
glikoizomera moze proiza¢i iz samo jednog mesta za glikozilaciju (Lauc i Zoldos,
2010). Prosecan glikoprotein ima od 2 do 5 mesta za glikane, $to ima za posledicu
neizmernu raznovrsnost glikoproteoma. Evolucija glikana izgleda da je bila mnogo brza
od evolucije proteina, pa je Cesta pojava da razliCite vrste imaju znacajno razliCite
saharide vezane za gotovo identi¢ne proteine (Royle 1 sar., 2008).

Za razliku od proteina, za koje je informacija o sekvenci zapisana u genetskom
kodu, sekvenca glikana na glikoproteinima nije (direktno) genetski kodirana. Drugim
reCima, geni nedvosmisleno odreduju sekvence proteina (a time 1 njihove
trodimenzionalne strukture), dok za strukturu glikana ne postoji templat. Ipak, struktura
glikana jeste na neki nac¢in kodirana, jer postoji veoma kompleksna i dinami¢na mreza
stotine gena, koji kodiraju ne samo enzime odgovorne za sintezu glikana, nego i sve
ostale proteine koji su ukljuceni u proces glikozilacije, tzv. gliko-geni (Lauc 1 Zoldos,
2010). Preko 700 proteina - produkata gliko-gena je do sada identifikovano (Nairn i sar.,
2008). Tu se ubrajaju glikozil-transferaze (njih oko 200), glikozidaze, enzimi ukljuceni
u biosintezu aktiviranih monosaharida, transportera, itd., ali i protonske pumpe, razni
transkripcioni faktori 1 organizatori Goldzijevog aparata, kao i svi proteini koji regulisu
ekspresiju i aktivnost pomenutih enzima i proteina (Nairn i sar., 2008). Neki od ovih
enzima su veoma specificni, to jest ukljuceni su u sintezu samo malog broja struktura na
odredenim proteinima, dok su drugi (npr. glikozil-transferaze iz endoplazmatskog

retikuluma (ER) koje zapocinju sintezu N-glikana) odgovorni za glikanske strukture
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koje ¢e nositi hiljade razli¢itih glikoproteina (Lauc 1 Zoldos, 2009). U svakom slucaju,
slozeni mehanizmi kojima se prepli¢u ekspresije stotine gliko-gena i koji rezultiraju u

specificnim glikanskim strukturama tek pocinju da bivaju otkriveni (Nairn i sar., 2008).

2.3.1. Tipovi glikozilacije proteina

Glikozilacija proteina je svrstana u nekoliko tipova prema vrsti atoma iz
aminokiselinskog ostatka proteina koji gradi kovalentnu vezu sa C atomom iz glikana:

1. N-glikozilacija: N-glikozidna veza se stvara izmedu anomernog C atoma iz
poslednjeg GIcNAc u glikanskom lancu i amino-grupe ostatka Asn iz proteina (Slika
10), u sekvenci Asn-X-Ser/Thr, gde je X bilo koja aminokiselina osim Pro. Pokazano je
da se skoro dve tre¢ine glikana javlja na ovoj sekvenci, ali se N-glikani mogu naéi i na
sekvenci Asn-X-Cys, ukoliko je cistein u redukovanoj formi (Spiro, 2002). N-
glikozilovani proteini su komponente plazmine membrane ili su proteini koji se
sekretuju iz ¢elije - sekretovani proteini (Schwarz i Aebi, 2011).

2. O-glikozilacija: O-glikozidna veza se stvara izmedu anomernog C atoma
GalNAc i hidroksilne grupe Ser ili Thr (Slika 10) (ne postoji konsenzusna sekvenca za
ovaj tip glikozilacije). O-glikozilacija se sre¢e i na membranskim, kao i na sekretovanim
proteinima, ali i na unutarcelijskim proteinima. Najbolje izucen tip O-glikozilacije je
mucinski tip, kod kojeg se prvi ostatak ugljenog hidrata - aGalNAc dodaje na ve¢ uvijen
protein. Dodavanje prvog ostatka GalNAc zavisi od primarne, sekundarne i tercijarne
strukture (gliko)proteina. Dalje produzavanje lanca glikana (postepeno dodavanje
jednog po jednog monosaharida u nizu) na mucinu katalizuju specificni enzimi -
transferaze, a ceo proces je strogo regulisan. Lanci mucinskih glikana su obi¢no kratki,
sadrze 3-6 ostataka monosaharida (Van den Steen i sar., 1998). Mucini se transportuju
do plazmine membrane ili se sekretuju iz c¢elije. Drugi tip O-glikozilacije je
modifikacija: GICNAc-B-Ser/Thr, i susreée se na velikom broju citosolnih i jedarnih
proteina (Moremen i sar., 2012). Ostali tipovi O-glikozilacije su: Xyl-p-Ser (heparin),
Fuc-a-Ser/Thr (trombospondin), Man-a-Ser/Thr (a-distroglikan), Gal-p-Hyl (kolagen),
Glc-a-Ser (faktori koagulacije) (Moremen i sar., 2012). N- i O-glikozilacija su najcesce

modifikacije proteina.
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Slika 10. Prikaz N- i O-glikozidne veze koja se stvara pri N- i O- glikozilaciji.

3. C-glikozilacija se odvija vezivanjem ostatka Man za ostatak Trp u
ekstracelularnom proteinu. PredloZena su dva signala za C-manozilaciju proteina: Trp-
X-X-Trp (prvi ili oba Trp se manoziluju) i Trp-Ser/Thr-X-Cys (Spiro, 2002; Moremen i
sar.,, 2012). Man-a-Trp susrece se kod RNaze 2, hijaluronidaze 1, itd. Ovaj tip
glikozilacije najverovatnije ima ulogu u kontroli proteinske sekrecije, jer je pokazano da
C-manozilacija hijaluronidaze 1 smanjuje njegovu sekreciju i enzimsku aktivnost (Goto
i sar., 2014).

4. P-glikozilacija (fosfoglikozilacija) je enzimski katalizovan proces vezivanja
saharidne komponente (GIcNAc, Man, Xyl, Fuc) za protein fosfodiestarskom vezom,
npr. GIcNAc-a-1-P-Ser (Spiro, 2002).

5. G-modifikacija (glipijacija) predstavlja vezivanje Man za fosfoetanolamin,
koji je vezan za terminalnu -COOH proteina, strukture Pro-C-(O)-EtN-6-P-Man.
Glipijacija je Siroko rasporostranjena kod eukariota (Spiro, 2002).

6. GPIl-modifikacija predstavlja vezivanje glikozilfosfatidilinozitola za C-
terminus proteina, u formi EtNP-6-Manal,2Manal,6Manal,4GlcNal,6inozitol-
fosfolipid. U zavisnosti od vrste i funkcionalnog konteksta postoje varijacije na bo¢ni
lanac vezan za glikansko jezgro. Lipidni ostatak neophodan je za ugradnju proteina
vezanih za GPI u lipidne raftove - mikrodomene, koji sluze za sortiranje brojnih
signalnih molekula. Proteini vezani za GPI mogu postojati u razli¢itim formama, u
zavisnosti od tkiva u kojem se eksprimiraju (Saha i sar., 2015).

Iako je bilo re¢i o N-glikozilaciji proteina, ne treba zaboraviti ni ne-enzimsku
modifikaciju N-atoma proteina, tj. glikaciju terminalne NH, grupe i amino-grupe Lys ,

kao i azota iz His, redukuju¢im Se¢erom. Ova modifikacija se naziva i Maillard-ova
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reakcija. U toku starenja, ostaci Secera, koji su se vezali za ekstracelularne proteine se
hemijski transformiSu u tzv. napredne krajnje proizvode glikacije (engl. advanced
glycation endproducts, AGEs) §to dovodi do gubitka funkcija ovih proteina, njihove
agregacije itd. Smatra se da su ove modifikacije odgovorne za neke komplikacije
dijabetesa tip 2, ateroskleroze, Alchajmerove i Parkinsonove bolesti (Ottum i Mistry,
2015).

2.3.2. N-glikozilacija

N-glikozilacija proteina je, dakle, znacajna post-translaciona modifikacija
proteina, koja rezultira u kovalentnom vezivanju jednog oligosaharida za specificne
ostatke Asn iz polipeptidnog lanca. Prvo se za protein veze jezgro N-glikana, koje je
isto i kod prokariota i kod eukariota, a kod eukariota potom dolazi do dorade strukture
N-glikana. Ovo procesovanje se odvija u koracima, kako protein sledi sekretornu
putanju, dok se ne sintetiSe glikoprotein specifican za vrstu ili ¢ak za odredeni cCelijski
tip (Schwarz i Aebi, 2011).

Vise hiljada razli¢itih N-glikana moze biti vezano za humane proteine
(Cummings, 2009). Svaka pojedina¢na analiza pruza nam samo ograni¢en uvid u
kompleksnost N-glikoma. Veliki broj glikoproteina poseduje vise od jednog mesta za
N-glikozilaciju, koja mogu biti zauzeta razli¢itim N-glikanima 1 najceSce to 1 jesu.
Povrh svega, na jednom istom ostatku Asn u jednom proteinu moZe se naci vise
razli¢itih N-glikana, zastupljenih u razli¢itim procentima (Sparrow i sar., 2008). Smatra
se da priblizno 70% od svih Asn-X-Ser/Thr sekvona u membranskim receptorima i
transporterima, kad se izloze lumenu ER, biva ko-translaciono modifikovano osnovnim
N-glikanom (Apweiler i sar., 1999). lako je maseni udeo N-glikana u glikoproteinu
Cesto relativno mali (5-10%), s obzirom da glikani imaju manju gustinu od proteina,
glikan sacinjava zna¢ajan deo hidrodinamicke zapremine glikoproteina za koji je vezan.
Uprkos razli¢itom poreklu i odvojenim putevima biosinteze glikana i polipeptidnog
lanca proteina, kad se jednom spoje u funkcionalni glikoprotein, on se ponasa kao
jedinstvena biohemijska vrsta (Lauc i sar., 2010a).

U sastav N-glikana ulaze slede¢e monosaharidne jedinice: GlcNAc, Man, Gal,

Sia 1 Fuc. Uobicajeno je da se N-glikani dele na tri tipa, u zavisnosti od njihove
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strukture. Na Slici 11 su
hibridni.

prikazani tipovi N-glikana:
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Slika 11. Tipovi N-glikana. A) visokomanozni; B) kompleksni; C) hibridni. Slika je
preuzeta iz literature (Balzarini, 2007). Crvenom bojom oznacena je zajednicka
glikosekvenca N-glikana (jezgro ili engl. core), a plavim okvirom je oznaéeno

trimanozno jezgro.
2.3.2.1. Biosinteza N-glikana

N-glikozilacija proteina je ko/post-translaciona modifikacija, koja se odvija
unutar ER 1 Goldzijevog aparata. Finalni proizvod prve faze N-glikozilacije proteina,
koja se dogada u ER, je protein sa kovalentno vezanim oligomanoznim glikanom:
MangGIcNAC; ili MangGIcNAC,. Ovaj proces, koji se naziva i jezgarna N-glikozilacija,
odvija se u tri faze: u prvoj fazi se sintetise osnovni N-glikan (engl. core) na lipidnom
nosacu, polazeé¢i od aktiviranih monosaharida - nukleotidnih davalaca monosaharidnih
gradivnih jedinica, serijom reakcija (u citoplazmi) katalizovanih glikozil-transferazama.
Ovako nastaje oligosaharid vezan za lipid (engl. lipid-linked oligosaccharide, LLO).
LLO se potom prenese sa citosolne na luminalnu stranu membrane ER, gde ¢e sluziti
kao donor glikanskog dela u glikoproteinu. LLO se u ER-u dalje produzava dodatkom
jos nekoliko monosaharidnih jedinica, i nastaje GlcsMangGICNAC,-lipidni nosa¢. U
drugoj fazi, koja se dogada u lumenu ER, sintetisani N-glikan se, en bloc, prenosi sa
lipidnog nosaca na protein akceptor, dejstvom enzimskog kompleksa oligosaharil-

transferaze (OST). Potom se u trec¢oj fazi enzimski uklone tri ostatka Glc sa N-glikana
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na glikoproteinu, koji zatim produzava ka Goldzijevom aparatu na doradu N-glikana. U
tekstu koji sledi biosinteza N-glikana je detaljnije opisana.

Monosaharidi se koriste kao gradivne jedinice za sintezu N-glikana tek nakon
aktivacije, u toku koje se kovalentno vezuju za nukleotide: uridin-difosfat (UDP),
guanozin-difosfat (GDP) ili citidin-monofosfat (CMP), pri ¢emu nastaju: UDP-Glc,
UDP-Gal, UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, GDP-Man, GDP-Fuc i CMP-Sia. Reakcije
aktivacije monosaharida katalizuju enzimi kinaze (reakcija 1). Pored toga, jedan

aktivirani monosaharid moze se prevesti u drugi aktivirani monosaharid (reakcija 2 i 3).

H\;O ]}I{DP NTP BPi
1. monosaharid + NTP === monosaharid-P === monosaharid-NDP
2. monosaharid(A)-NDP —= monosaharid(B)-NDP
3. monosaharid(A)-NDP + monosaharid(B)-1-P == monosaharid(B)-NDP + monosaharid(A)-1-P

Reakcije aktivacije monosaharida se odvijaju u citoplazmi. Negativna Sarza spreCava
nukleotidne monosaharide da prostom difuzijom udu iz citosola u ER i Goldzijev
aparat.

Prva faza N-glikozilacije podrazumeva sintezu oligosaharida na lipidnom
nosacu - doliholu (Dol) (Slika 12). Dolihol je izoprenoidni alkohol koji se nalazi u
membrani. On se prvo fosforiluje do dolihol-fosfata (Dol-P), a fosfo-grupu daje CTP.
Sinteza N-glikana pocinje na citosolnoj strani membrane ER tako $to se GICNAC
prenosi sa UDP-GIcNAc na Dol-P, pri ¢emu nastaje Dol-P-P-GIcNAc. Ovu reakciju
katalizuje GIcNAc-1-fosfotransferaza, enzim iz familije glikozil-transferaza. Potpuna
inhibicija N-glikozilacije u ¢elijskim kulturama postize se upravo na ovom nivou,
dejstvom antibiotika tunikamicina, koji kao analog UDP-GIcNAc inhibira GIcCNAc-1-
fosfotransferazu. Enzim je kodiran genom ALG?7. Isecanje ovog gena je letalno za celiju,
jer ne bi bila moguca sinteza nijednog N-glikoproteina.

U nastavku, u drugoj reakciji, katalizovanoj enzimom UDP-N-acetilglukozamin-
transferazom (enzimski kompleks kodiran genima ALG13 i ALG14), prenosi se ostatak
GIcNAc sa UDP-GIcNAc na Dol-P-P-GIcNAc, i nastaje Dol-P-P-GIcNACc,. Proizvod
ALG13 gena ima kataliticki domen, ali nema transmembranski domen, dok ALG14
protein ima transmembranski domen i sluzi kao membransko sidro koje regrutuje
ALG13 do citosolne strane ER, gde se odvija reakcija nastajanja Dol-P-P-GIcNAC;
(Gao i sar., 2005).
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Slika 12. Sematski prikaz sinteze GlcsMangGIcNAC,-P-P-Dol. Plavo-obojeni kvadrati

predstavljaju ostatke GICNAC, zeleni krugovi ostatke Man, a plavi krugovi ostatke Glc.
Na strelicama su oznaCene i neke reakcije koje dovode do urodenih defekata

glikozilacije (CDG). Slika je preuzeta iz literature (Varki i sar., 2009) i preradena.

U trecoj reakciji prve faze dodaje se prvi ostatak Man na rastu¢i LLO, donosilac
Man je GDP-Man, a proizvod reakcije je ManGIcNAc,-P-P-Dol. Reakciju katalizuje
GDP-manozil-transferaza (enzim kodiran ALG1 genom). U naredna dva koraka dodaju
se jo$ dva ostatka Man, obe reakcije katalizuje GDP-manozil-transferaza (produkt gena
ALG2). Zatim enzimi-produkti gena ALG11 katalizuju dodavanje jo$ dva ostatka Man,
da bi nastao proizvod MansGIcNAc,-P-P-Dol. On se u procesu katalizovanom enzimom
,flipazom*, prebacuje sa citosolne strane membrane ER na luminalnu stranu. N-glikan
biva izlozen lumenu ER, dok je dolihol sve vreme usidren u lipidni dvosloj.
MansGIcNACc,-P-P-Dol se dalje nadograduje dodatkom jo$ Cetiri ostatka Man. Posto
GDP-Man ne moze da ude u lumen ER, jer je naelektrisan, ostatak Man se prenosi na
dolihol-fosfat, nastaje Dol-P-Man, koji ¢e sluziti kao donosilac Man na LLO u lumenu
ER. Reakcije dodavanja Man u lumenu ER Kkatalizuju produkti gena ALG3, ALG9 i
ALG12. U reakcijama nastaje MangGICNAC,-P-P-Dol. Sinteza se zavrSava dodatkom tri

ostatka Glc, koji se prenose sa Dol-P-Glc na LLO. Dol-P-Glc se stvara na citosolnoj

27



strani membrane ER prenosom Glc sa UDP-GIc na Dol-P. Reakcije dodavanja Glc u
lumenu ER Kkatalizuju produkti gena ALG6, ALG8 i ALG10. U reakciji nastaje
GlcsMangGIcNAC,-P-P-Dol, koji je prekursor svih N-glikana, ¢iji je put sinteze
konzervisan kod eukariota.

Druga faza N-glikozilacije obuhvata prenos oligosaharida sa lipidnog nosa¢a na
polipeptidni lanac proteina u nastajanju - ko-translaciono. Prenos GlcsMangGIcNAC, sa
Dol-P-P na Asn-X-Ser/Thr omogucéava enzimski kompleks OST, pri ¢emu se raskida
visokoenergetska GICNAc-P veza. Dol-P-P se potom defosforiluje do Dol-P, koji se
iznova Koristi u sintezi N-glikana.

Nakon prenosa GlcsMangGIcNAC, na Asn-X-Ser/Thr nascentnog proteina,
zapocinje finalna obrada N-glikana, koja se takode odvija u ER. Prvo se enzimski
uklanjanjaju sva tri ostatka Glc. a-glukozidaza-1 katalizuje hidrolizu al,2-glikozidne
veze, dok a-glukozidaza-II potom uklanja dva unutrasnja ostatka Glc hidrolizom al,3-
veze. Pre nego Sto napuste ER mmnogi glikoproteini bivaju podvrgnuti i dejstvu o-
manozidaze-I, koja sa sredis$nje antene MangGICNAC,-Asn-R uklanja terminalni al,2-
vezani ostatak Man, ¢ime se dobijaMangGICNAC,-Asn-R. Unutar ER se nalazi i protein
slican a-manozidazi-l, ali bez enzimske aktivnosti. Ovaj protein ima ulogu u
prepoznavanju pogresno uvijenih glikoproteina, koji potom bivaju oznaceni i
degradirani unutar ER. Ovo je deo sistema za kontrolu kvaliteta novosintetisanih
glikoproteina (lektini Caperoni).

Veéina glikoproteina napusta ER i u Goldzijev aparat odlazi nosec¢i N-glikane
koji se sastoje od osam ili devet ostataka Man, u zavisnosti od toga da li su u ER bili
podvrgnuti dejstvu a-manozidaze-1. Usled nepotpune obrade unutar ER neki N-glikani u
cis-Goldzijevom kompleksu (kompartment koji je blizu ER) zadrzavaju jedan ostatak
Glc: GlcMangGIcNAC,. Pod dejstvom endoglikozidaze hidrolizuje se veza izmedu dva
ostatka Man povezana al,2-vezom, pa sSe iz sekvence N-glikana:
Glcal,3Manal,2Manal,2 uklanja i terminalna Glc i pretposlednja Man. Nastaje
MangGIcNAC; izomer, razli¢it od onog koji nastaje u ER pod dejstvom a-manozidaze-I.
Uklanjanje ostataka al,2-vezane Man (ukupno njih 3) nastavlja se u cis-Goldzijevom
kompleksu pod dejstvom al,2-manozidaze-1, stvara se MansGICNAc,, oshovni
intermedijer na putu sinteze hibridnih i kompleksnih N-glikana. N-glikani koji se ne

obrade do MansGIcNAC;, kao i oni ¢ija je obrada nepotpuna, nikad ne postanu hibridni
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niti kompleksni glikani. Neki molekuli MansGIcNAc; izbegnu dalju modifikaciju, ili im
se dodaju isklju¢ivo ostaci Man, tako da neki od zrelih membranskih ili sekretovanih
glikoproteina nose N-glikane tipa MansgGICNAC,, oznacene kao oligomanozni N-
glikani.

Biosinteza hibridnih i kompleksnih N-glikana zapocinje u srednjem
Goldzijevom  kompleksu dejstvom enzima N-acetilglukozaminil-transferaze-I
(GIcNACT-I ili, ¢es¢e GnT-1). GICNACT-I katalizuje dodatak ostatka GICNAC na Man
(stvara se Bl1,2-glikozidna veza izmedu GIcNAc i Man), koja je za centralnu Man u
MansGIcNAC, vezana al,3-vezom. Po zavrSetku ovog koraka, u veéini N-glikana
terminalne al,3Man i al,6Man bivaju uklonjene sa GIcNAcMansGIcNAc, dejstvom a-
manozidaze-1l, pri ¢emu nastaje GICNAcMansGIcNAC,. Postoje utvrdena pravila
redosleda dejstva glikozil-transferaza u Goldzijevom aparatu, pa tako enzim a-
manozidaza-II ne moze da deluje na N-glikan koji prethodno nije obraden dejstvom
GnT-1. Nepotpuno delovanje a-manozidaze-II moze proizvesti GIcNAcMansGIcNAC;
hibridne N-glikane. Sinteza paucimanoznih N-glikana (formule Manz.4GIcNAc;) odvija
se iz GIcNAcMan;.4GIcNAC, sa koga se uklanja periferni GICNAC ostatak dejstvom
heksozaminidaze koja po redosledu nastupa posle a-manozidaze-11. Paucimanozne
strukture nadene su prvenstveno kod biljaka i beski¢menjaka, ali i kod ljudi sa nekim
oblicima kancera (Balog i sar., 2012).

Nakon uklanjanja dva ostatka Man s kraja GIcNAcMan3;GIcNAc,, glikanu se
dejstvom N-acetilglukozaminil-transferaze-11 (GnT-Il) dodaje drugi ostatak GICNAc,
koji se vezuje za C-2 Man (koja je vezana al,6-vezom za Man u jezgru glikana).
Dobijeni proizvod (GIcNAc;MansGIcNAC,) je prekursor svih biantenarnih kompleksnih
N-glikana. Biantenarni zna¢i da imaju dve antene, tj. grane. Hibridni N-glikani
stvaraju se ukoliko na GIcNAcMansGIcNAc; nije delovala a-manozidaza-11, pa tako u
zrelom glikoproteinu ostaju nemodifikovani periferni ostaci al,3-Man 1 al,6-Man.

Kompleksni N-glikani prisutni u srednjem Goldzijevom aparatu imaju dve
grane ili, bolje reCeno, dva ogranka zapoceta dodatkom dva ostatka B-GICNAC.
Dodatna, trea grana moze biti zapoc€eta na poziciji C-4 Man, koja je vezana al,3-
vezom za Man u samom jezgru glikana, dodavanjem ostatka B-GICNAcC dejstvom N-
acetilglukozaminil-transferaze-I\VV (GnT-IV). I cetvrta grana moze biti zapoceta na

poziciji C-6 Man, koja je vezana al,6-vezom za Man u samom jezgru glikana,
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dodavanjem ostatka B-GICNACc dejstvom N-acetilglukozaminil-transferaze-V (GnT-V).
Enzim GnT-V kodiran je genom Mgat5. Ovako zapocinju sinteze tri- i tetraantenarnih
N-glikana (multiantenarni ili razgranati N-glikani). Sazrevanje ovih N-glikana odvijace
se prolaskom glikoproteina kroz trans-Goldzijev aparat.

N-acetilglukozaminil-transferaze GnT-1X i GnT-Vb katalizuju iste reakcije kao i
GnT-V, to jest dodavanje B-GIcNAc na OH grupu C-6 atoma Man vezane al,6-vezom
za Man u samom jezgru, ali mogu i da prenesu B-GICNAc na C-6 Man vezane al,3-
vezom za Man u jezgru. Grananje na Man vezanoj al,6-vezom moze biti zapoceto i na
C-4, dodavanjem B-GIcNAc ostatka pod dejstvom GnT-VI. Ostaci Man koji su vezani
al,3 i al,6-vezama za Man u samom jezgru glikana (koja je B1,4 vezana za Unutrasnji
ostatak GICNAc (engl. innermost), a ovaj za Asn), predstavljaju trimanozno jezgro
(oznaceno plavim pravougaonikom na Slici 11).

Kompleksni i hibridni N-glikani mogu nositi i umetnuti GIcNAc, koji se
delovanjem GnT-III vezuje B1,4-vezom za centralnu Man u trimanoznom jezgru
(prikazano na Slici 13). U in vitro uslovima, prisustvo umetnutog GIcNAc inhibira
dejstvo a-manozidaze-1I i spreava delovanje enzima GnT-Il, GnT-IV i GnT-V. Sa
druge strane, bi-, tri- i tetraantenarni kompleksni N-glikani sa umetnutim GIcNAc
sintetiSu se kada GnT-III deluje posle a-manozidaze-II i zapoc€injanja grananja dejstvom
GnT-11, GnT-1V i/ili GnT-V. Na Slici 13 prikazana su mesta dejstva enzima iz familije
N-acetilglukozaminil-transferaza (Dennis i sar., 2002).

GleNACT-V )
jezgarna Fug

GleNACT-VI
¥ ruTs
GIeNACT-11 :
GleNACT-III
GleNAcT-1

GIeNACT-IV umetnuti GleMAc

Slika 13. Sematski prikaz stvaranja razgranatih N-glikana dejstvom glikozil-transferaza

(N-acetilglukozaminil-transferaze i a1,6-fukozil-transferaza).

Dalje sazrevanje N-glikana se odvija u trans-Goldzijevom aparatu. U ovom

kompartmentu, koji je najdalji od ER, a najblizi plazminoj membrani, moze do¢i do
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produzavanja lanca N-glikana, dodavanja ostataka L-Fuc i terminacije lanaca (engl.
capping):

1. Dodatak a-L-Fuc na C-6 atom unutrasnjeg ostatka GlcNAc, ostatka vezanog
za Asn, pri ¢emu se Stvara al,6-glikozidna veza. Reakciju katalizuje ol,6-fukozil-
transferaza (FUT8), koja je kodirana genom FUT8 (Slika 13). Ovaj ostatak Fuc se
naziva jezgarna Fuc (engl. core Fuc), a sam proces jezgarnom fukozilacijom. Jezgarna
fukozilacija je cesta modifikacija humanih N-glikana, naroc¢ito kod biantenarnih
struktura, pa mnogi glikoproteini nose ove ostatke.

2. Produzavanje zapocetih grana dodavanjem ostataka B-Gal na GICNAC ostatke
vezane za Man u glikoproteinu (engl. chain elongation). Ostvarena veza
Galp1,4GlcNAc je u stvari LacNAc. Enzim iz familije galaktozil-transferaza (GalT)
katalizuje ovaj transfer (Ram i Munjal, 1985). Grane se mogu i dalje produziti
dodatkom jednog ili vise ponovaka LacNAc (-3Galp1,4GIcNAcB1-)n, pa se moze reci
da ovakvi N-glikani nose poli-N-acetillaktozamin (poliLacNAc). Produzavanje lanaca
N-glikana poliLacNAc ograni¢eno je enzimom GnT-V. Kod mutantnih ¢elijskih linija
kojima je isklju¢en GnT-V, gotovo da nema poliLacNAc na N-glikanima (Dennis i sar.,
2002). Ovo bi znacilo da samo multiantenarni N-glikani mogu nositi ponovke LacNAc.
Druga opcija je da se B-Gal doda na C-3 GlcNAc, pri ¢emu nastaje GalB1,3GlcNAc,
oznacen kao LacNAc tip 1. Kod nekih glikoproteina, umesto Gal, dodaje se B-GalNAc
na GIcNAc, pri ¢emu nastaje GalNAcB1,4GIcNAc (“LacdiNAc”). Takode je pokazano
da GnT-III suprimira produzavanje lanca N-glikana tako §to GnT-IV i GnT-V, koji su
potrebni da se N-glikan razgrana do tri- i tetraantenarne strukture, ne mogu delovati na
glikane sa umetnutim GIcNAc ostatkom zbog sternih smetnji (Schachter, 1986).

3. Terminacija lanaca N-glikana dodatkom a-Sia, a-L-Fuc, ili sulfata.

Sia ostaci se po pravilu nalaze na neredukujuc¢em kraju lanaca glikana, najcesce
vezani a2,3- ili 02,6-vezom za pretposlednji ostatak Gal. Sia su nadene i kao linearni
homopolimeri a2,8-vezane Sia, na nekim glikoproteinima (Harduin-Lepers i sar., 2001).
Enzimi koji katalizuju dodavanje ostataka Sia spadaju u familiju sijalil-transferaza (SiaT
ili ST). Humane ST su funkcionalna familija koja ima najmanje 18 razlicitih enzima
smeStenih u membrani Goldzijevog aparata. Uprkos fundamentalnoj ulozi koju ovi
enzimi igraju u sintezi specificnih sijalinizovanih struktura, malo je informacija o

strukturi ovih enzima, mehanizmu njihovog delovanja i mehanizmima regulacije
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njihove ekspresije. Geni koji kodiraju ST su razli¢ito eksprimirani u razli¢itim tkivima,
tipovima ¢elija i, Cak, u razli¢itim ¢elijskim fazama. ST se medusobno razlikuju i po
supstratnoj specifi¢nosti. In vitro je pokazano da stvaranje jedne iste glikozidne veze sa
Sia moze biti katalizovano od strane vise od jedne ST (Harduin-Lepers i sar., 2001).
Neki ¢lanovi familije, ¢ije su cDNK nadene i izolovane iz humane placente, Su:

e ST6Gal-1 formira strukturu Sian2,6Galp1,4GlcNAcp-,

e ST3Gal-11I formira strukturu Siaa2,3Galf1,3/p1,4GIcNAcp-,

e ST3Gal-1V formira strukturu Siaa2,3Galf1,4GIcNAcp-,

e ST8 Sia-II formira strukturu Siaa2,8Siac2,3Galp1,4GIcNAcp-.

Fukozilaciju N-glikana katalizuju fukozil-transferaze (Fuc-T ili FUT). Trinaest
gena koji kodiraju FUT je identifikovano u humanom genomu. FUT1 i FUT2 su al,2-
fukozil-transferaze, ¢ijim dejstvom se dodaje ostatak o-L-Fuc na Gal u nizu
Galp1,3/1,4GIcNAc-R. FUTI je specifi¢na za dodavanje terminalne Fuc na Gal zauzetu
B1,4 vezom (H antigen krvnih grupa), dok FUT2 dodaje Fuc na Gal u B1-3 vezi sa
GlcNAc. FUT3 je a3/4-fukozil-transferaza, koja dodaje Fuc na ostatak GICNAc, koji je
vezan za Gal ili B1,4-vezom (u ovom slu¢aju Fuc se vezuje al,3-vezom) ili f1,3-vezom
(u ovom slucaju Fuc se vezuje al,4-vezom), tako da je malo Sire specifiénosti. Ne smeta
mu ni ako je na terminusu lanca N-glikana ve¢ smesStena Sia u a2,3 poloZaju ili ¢ak Fuc
u al,2 polozaju. Strukture koje nastaju dejstvom FUT3 su sledece:

e GalBl,4[Fucal,3]GIcNACB-R,

o Sian2,3Galf1,4[Fucal,3]GlcNACcB-R,

e Fucal,2Galp1,4[Fucal,3]GlcNAcB-R,

e Galpl,3[Fucal,4]GIcNAcB-R,

e Sian2,3Galf1,3[Fucal,4]GIcNAcB-R,

e Fucal,2GalB1,3[Fucal,4]GIcNAcB-R.
FUT4 je o3-fukozil-transferaza koja proizvodi Galfl,4[Fucal,3]GIcNAcB1,3Galp1-
4GIcNAc-R. T FUTS5, FUT6, FUT7 i FUT9 su a3-fukozil-transferaze, gotovo iste
specifi¢nosti. FUTS je specifi¢na po tome $to katalizuje al,6-vezivanje Fuc sa GICNACc
ostatkom (Kkoji je vezan za protein) (Becker i Lowe, 2003).

Sazrevanje glikoproteina u trans-Goldzijevom kompleksu, dakle dovodi do
stvaranja tri(2,2,6)-antenarnih i tetra(2,4,2,6)-antenarnih kompleksnih N-glikana. Na

nastale kompleksne N-glikane mogu se dodati raznovrsne oligosaharidne sekvence, na
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primer kombinacije LacNAc i poliLacNAc, koje se zavrSavaju ostacima Sia ili Fuc
(Dennis i sar., 2002). Svi ovi procesi povecavaju raznovrsnost kompleksnih N-glikana
koji se razlikuju u broju grana, sastavu, duzini, terminalnim monosaharidima i
jezgarnim modifikacijama (Varki i sar., 2009).

U lumenu ER ¢elija sisara, proces uvijanja polipeptida nalazi se pod kontrolom
ER, odnosno ¢aperona, enzima i lektina. Njihova uloga je da naprave razliku izmedu
nativnih glikoproteina i glikoproteina koji su pogresno uvijeni. Nativni glikoproteini se
dalje transportuju do njihovih finalnih odredista, dok se pogresno uvijeni glikoproteini
podvrgavaju procesu retrotranslokacije i degradacije. N-glikani pogre$no uvijenih
glikoproteina bivaju odvojeni dejstvom citosolne peptidne N-glikozidaze F (PNGaze F).
Slobodni N-glikani ostaju u citosolu gde se dalje mogu transportovati do lizozoma radi
degradacije (Harada i sar., 2015).

2.3.2.2. Regulacija biosinteze N-glikana

Glikozilacija je veoma vazan aspekt ¢elijskog zivota, o ¢emu govori podatak da
¢ak 2% humanog genoma najverovatnije ¢ine gliko-geni, geni koji kodiraju stotine
glikozil-transferaza, glikozidaza, transportera, transkripcionih faktora i drugih proteina.
Pojedini autori smatraju da je broj proteina posredno ukljucenih u glikozilaciju proteina
i veci, ako se uzmu u obzir i regulatorni proteini, o kojima se zna veoma malo, i da se
radi o bar 5% genoma. Po ovome sude¢i, glikozilacija proteina je najkompleksniji
biosintetski proces u viSecelijskim organizmima (Zoldos i sar., 2013).

Ve¢ je spomenuto da N-glikozilacija proteina (kao i glikozilacija uopste) nije
proces voden templatom, kao S§to je to slu¢aj sa DNK, RNK i proteinima. N-
glikozilacija se zasniva na balansu koji se postize nivoom ekspresije i aktivnosti
razli¢itih enzima ukljucenih u proces (prvenstveno glikozil-transferaza i glikozidaza) i
na dostupnosti monosaharidnih gradivnih jedinica, koja zavisi od dostupnosti nutrijenata
i nivoa ekspresije enzima koji ucestvuju u aktivaciji monosaharida (sintezi GDP-Man ili
UDP-GIcNACc), kao i enzima Kkoji su odgovorni za sintezu i interkonverziju
monosaharida. Na ovaj nacin, u odsustvu strogog templata, jako se povecava
kompleksnost procesa glikozilacije proteina, a time i molekulska heterogenost samih

glikoproteina. Struktura nekog N-glikoproteina bice diktirana mnogobrojnim genima
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koji kodiraju strukture svih proteina (ne samo glikozil-transferaza i glikozidaza) koji
ucestvuju u biosintezi N-glikana na tom proteinu. Genetski polimorfizmi pomenutih
gena, zatim regulatorni mehanizmi same genske ekspresije, post-translacione
modifikacije proteina produkata gliko-gena, i njihova aktivnost svi skupa odreduju
finalnu strukturu N-glikana. Dodatni mehanizmi regulacije ukljuCuju i: promenjenu
unutarcelijsku lokalizaciju proteina, kompeticiju izmedu glikozil-transferaza za
zajedniCke donosioce monosaharida itd. (Zoldo$ i sar., 2013). Poremecaji u sintezi N-
glikana mogu nastati usled greSaka u aktivaciji, prezentaciji i transportu donosilaca
monosaharida, usled gresaka na nivou sinteze enzima glikozil-transferaza i glikozidaza,
kao i gresaka na nivou proteina koji kontroliSu promet gliko-komponenti unutar Celije
(\Varki i sar., 2009).

Jedan primer iz literature slikovito objasnjava kompleksnost regulatornih
mehanizama kod (N-)glikozilacije proteina. Recimo da postoji polimorfizam gena koji
kodira jednu odredenu glikozil-transferazu, Sto moze uzrokovati 10% smanjenje njene
aktivnosti, usled smanjenog afiniteta za aktivirani nukleotidni monosaharid. N-glikani
koji nastanu ¢e imati nesto nizi sadrzaj ovog specificnog monosaharida, i ovo ¢e se
odraziti na sastav celog N-glikoma, koji ¢e biti neSto izmenjen. Medutim, pretpostavimo
da se kod ove iste osobe javi polimorfizam i drugih gena, koji kodiraju proteine na istoj
biosintetickoj putanji ili transmembranski transporter pomenutog nukleotidnog
monosaharida (pa se smanji njegova koncentracija u Goldzijevom aparatu). Tada bi
kombinovani efekat smanjene enzimske aktivnosti udruzen sa Smanjenom
koncentracijom supstrata za taj enzim mogap biti upadljiv na nivou N-glikoma. Ili
suprotno ovome, ova osoba bi mogla imati polimorfizam na genu koji kodira protonsku
pumpu 1 time promenjen pH unutar GoldZijevog aparata, Sto bi moglo povecati
aktivnost ove specificne glikozil-transferaze (ili smanjiti aktivnost konkurentske
glikozil-transferaze) i ponistiti efekat polimorfizma s pocetka price (Zoldos i sar., 2013).

O regulaciji procesa N-glikozilacije proteina se jako malo zna. Knezevié¢ |
saradnici (2009) su uradili prvu veliku studiju varijabilnosti N-glikoma na nivou
populacije, tako Sto su profilisali N-glikane vezane za proteine seruma (a kasnije i samo
N-glikane vezane za IgG) u viSe hiljada uzoraka. Autori su ukazali na svojevrsni
paradoks, koji se sastoji u tome da je varijabilnost serumskog N-glikoma na nivou

populacije ogromna (Knezevi¢ i sar., 2009), a da je pri tome taj isti N-glikom
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neverovatno stabilan kod jedne iste osobe u duzem vremenskom periodu (Gornik i sar.,
2009). Istrazivaci iz ove grupe su pokazali i da je zastupljenost nekih N-glikana u
serumskom N-glikomu genetski predodredena, a zastupljenost drugih je posledica
uticaja faktora zivotne sredine (Lauc i Zoldos., 2010). Pokazano je i da je profil N-
glikoma drugaciji kod dece nego kod odraslih, da serumski glikoproteini dece nose
veliki udeo multiantenarnih kompleksnih N-glikana i da se N-glikom znacajno menja sa
nastupanjem puberteta (Puci¢ i sar., 2012).

Vazan uzrok kompleksnosti i varijabilnosti N-glikoma je interakcija organizma
sa okolinom. Biosinteza glikana zahteva mnogo gradivnih jedinica heksozamina, pa
njihova dostupnost znacajno uti¢e na strukturu glikana i sastav glikoma (Lau 1 sar.,
2007). Promena pH u Goldzijevom aparatu (Rivinoja i sar., 2009), koncentracija
kiseonika (Kunkel i sar., 1998) i drugi spoljasnji faktori takode uti¢u na glikozilaciju
proteina. Nivo ekspresije enzima na putanji biosinteze glikana i njihova aktivnost,
takode, nije unapred odredena, ve¢ se menja shodno unutrasnjim i spoljasnjim faktorima
(Zoldos i sar., 2013).

Danas se zna da je epigenom kljuéni modulator interakcija izmedu gena i
okruZenja (Jaenisch i Bird, 2003). Faktori spoljasnje sredine ne deluju samo direktno na
enzimske procese, ve¢ 1 bivaju zapamceni u epigenetskom celijskom secanju.
Epigenomski program (metilovanje DNK i histonski kod) se ustanovljava u ranim
fazama intrauterinog 1 neonatalnog razvica, i1 u tom periodu je naroCito osetljiv na
spoljasnje uticaje: hemijske supstance, ishrana, ponaSanje itd. Specifi¢na ishrana (npr.
gladovanje ili ishrana bogata folatima), duvanski dim, izlaganje aflatoksinu ili UV
zraCenju u ranoj fazi Zivota je kriti¢no za uspostavljanje Seme DNK metilacije, §to ¢e
imati doZivotne posledice na osobu. Na ovaj nacin faktori spoljasnje sredine uticu na
biologiju i zdravlje organizma, a da ne menjaju sekvencu DNK (Zoldos i sar., 2013).
Dokazi, koji govore u prilog jakoj povezanosti izmedu epigenetike i N-glikozilacije, se
ubrzano prikupljaju, mada uglavnom govore o promenjenoj glikozilaciji proteina u
kanceru. Pokazano je da je promena u stepenu metilovanja citozina unutar promotora
nekih gliko-gena odgovorna za ekspresiju ugljenohidratnih antigena povezanih sa
kancerom pankreasa, debelog creva, dojke (Kawamura i sar., 2008; Ide i sar., 2006,
Serpa i sar., 2006). Dokazi koji potvrduju epigenetsku regulaciju gliko-gena ukljucuju:
FUT7 kod leukocita (Syrbe i sar., 2004), FUT4, GDP-Fuc transporter i FX gene
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ukljucene u regulaciju globalne fukozilacije (Moriwaki 1 sar., 2010) i transkripcioni
faktor HNFZ1a, glavni regulator fukozilacije proteina humane plazme (Lauc i sar.,
2010b).

Revolucionarno je otkric¢e da postoje mejotski stabilni epi-aleli, da se prenose na
potomstvo, pa ¢ak i na njithovo potomstvo. Transgeneracijsko epigenetsko naslede je
postalo srediSte izuCavanja epigenetike. Pojedini autori cak spekuliSu da je epigenetska
regulacija glikozilacije proteina esencijalni evolutivni mehanizam, koji omogucava brzu
adaptaciju kompleksnih organizama na faktore spoljaSnje sredine i pomaze im da brze
savladaju izazove patogenih mikroorganizama, sa brzom evolucijom (Zoldo$ i sar.,
2013).

U okviru regulacije N-glikozilacije pokazano je da povecani fluks UDP-GICNAC
unutar ¢elije doprinosi porastu sinteze multiantenarnih N-glikana. Takode je pokazano
da receptori koji promovisu rast sadrze veci broj ostataka Asn koji su glikozilovani N-
glikanima (od 8 do 16, poput IGFR) od receptora koji su zaduzeni za zastoj u rastu (koji
sadrze svega nekoliko N-glikana, poput GLUT4). Stoga je predloZzeno da fluks
heksozamina moze uticati na prevodenje Celije iz faze rasta u fazu mirovanja (Lau i sar.,
2007).

N-glikozilacija je, dakle, esencijalna za Zivot i njeno kompletno odsustvo je
letalno za embrion (Marek i sar., 1999). Mutacije enzima odgovornih za biosintezu
jezgra N-glikana su retke, i dovode do ozbiljnih oboljenja. Ova su oboljenja nazvana
urodeni defekti glikozilacije (engl. congenital disorders of glycosylation, CDG). Sve je
veci broj bolesti za koje je poznato da nastaju kao posledica CDG. Njihov broj porastao
je u periodu od 2003.-2010. godine sa 12 na 45, a veruje se da ¢e se taj broj u
buducnosti uvecavati.

Mutacije u genima uklju¢enim u modifikacije antena N-glikana su uobicajene 1
uzrok su velikog dela fenotipskih varijacija koje postoje kod ljudi i visih organizama
(Lauc 1 Zoldos, 2010). Medutim, najveci deo varijabilnosti N-glikana kod ¢oveka potice
od jednonukleotidnog polimorfizma (engl. single nucleotide polymorphisms, SNPs). On
individuama ne daje vidljivo razli¢it fenotip, ali ako se pojavi u specificnoj kombinaciji
sa drugim SNP kod jedne osobe, moze imati znacajne fenotipske efekte (Fareed i Afzal,
2013). Neke kombinacije individualnih SNP se mogu ¢ak manifestovati kao specifi¢ni

gliko-fenotipovi, koji mogu imati evolutivne prednosti ili nedostatke. Utvrdeno je
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postojanje nekoliko prepoznatljivih gliko-fenotipova u evropskoj i kineskoj populaciji.
Neki od ovih gliko-fenotipova koreliraju sa specifi¢nim patoloskim stanjima, dok drugi
nemaju posledica po zdravlje nosilaca (Li i sar., 2012). Skoro su zapocete GWAS (engl.
genome wide association studies) studije N-glikoma humane plazme (Lauc i sar.,
2010b; Huffman i sar., 2011) od kojih se o¢ekuje da mapiraju regulatornu mrezu N-

glikozilacije proteina plazme u skoroj buducnosti (Zoldos i sar., 2013).

2.3.2.3. Uloge N-glikana

Projekat sekvenciranja celokupnog humanog genoma predstavljao je veliko
dostignu¢e nauke, ali su iz njega proizasle i neke neverovatne Cinjenice. Naime,
utvrdeno je da je broj gena kod ¢oveka samo 5 puta veci od broja gena proste bakterije,
kao i da je prakti¢no jednak broju gena misa. Covek je sigurno vise nego 5 puta
kompleksniji od bakterije, ocigledno da proteini nisu jedini uzrok covekove
kompleksnosti (Gornik i sar., 2012). Ovo je mesto gde biologija i biohemija stupaju na
scenu, sa glikozilacijom i ostalim post-translacionim modifikacijama proteina, sa
epigenetskim mehanizmima, sa brojnim tipovima nekodiraju¢ih DNK, nasledivanjem
steCenih osobina i drugim brojnim nepoznatim mehanizmima (Gornik i sar., 2012).

Pretpostavka da je funkcija svakog proteina odredena njegovom strukturom,
koja je definisana redosledom nukleotida u odgovaraju¢em genu, centralna je dogma
biologije koja jo§ uvek vazi. U slu€aju glikoproteina, to jest glikanske komponente
glikoproteina, ova dogma mora da smesti i dodatne nivoe kompleksnosti koji leze
izmedu gena i glikana, o ¢emu je bilo govora u prethodnom odeljku. Veéina
membranskih proteina i sekretornih proteina je glikozilovana (Apweiler i sar., 1999).
Glikan je rezultat osmiSljenog 1 paZljivo regulisanog procesa kojim se proizvode
razgranate oligosaharidne strukture na proteinu, koje ¢e znaajno uticati na njegovu
strukturu i funkciju.

Termin alternativna glikozilacija se retko koristi da se opise post-translaciona
modifikacija proteina. lako je dobro poznato da se na jednom istom ostatku Asn u
proteinu moze naci vise razli¢itih N-glikana, donedavno se smatralo da je to posledica
odsustva genetskog templata i nedostatka stroge kontole biosintetskog puta (Gornik i

sar., 2012). Noviji radovi iz glikozilacije proteina ukazuju da ovo nikako nije slu¢ajno.
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Naime, sve je veci broj dokaza da glikozilacija igra bitnu ulogu u strukturi i funkciji
glikoproteina. U tekstu koji sledi bi¢e opisani pojedina¢ni primeri glikoproteina kod
kojih glikani igraju vaznu ulogu u funkciji, u nedostatku opstih zakljuc¢aka o bioloskoj
ulozi/svrsi glikozilacije proteina.

Najbolje proucen glikoprotein je humani IgG. N-glikozilacija 1gG je striktno
regulisana i vezivanje razli¢itih N-glikana za ovaj protein ima veliki fizioloski znacaj.
Pokazano je da izlaganje B-limfocita razli¢itim uticajima sredine ili citokinima
specificno modifikuje N-glikane na IgG (Wang i sar., 2011). Kao Sto alternativhom
obradom iRNK nastaju proteini sa razli¢itim funkcijama (npr. IR-A i IR-B), tako i
alternativnom N-glikozilacijom nastaju razliite glikoforme IgG sa razlicitim
efektornim funkcijama (Gornik i sar., 2012). IgG se sastoji od dva teska i dva laka
lanca, i na svakom teskom lancu postoji jedan biantenarni N-glikan, kovalentno vezan
za visoko konzervisani ostatak Asn297, koji je smesten u Fc regionu molekula. N-glikan
u Fc regionu je strateSki lociran tako da igra vaznu ulogu u vezivanju IgG za Fc
receptore, Sto bitno menja efektorne funkcije IgG (Barb i Prestegard, 2011). U radu
Ferrara i sar. ( 2011) prikazana je direktna interakcija N-glikana sa Fc fragmenta IgG i
glikana sa FcyRIII receptora. Fukozilacijom jezgra biantenarnog N-glikana 1gG
molekula menja se konformacija Fc regiona, sto za posledicu ima drasti¢no smanjenje
afiniteta IgG za FcyRIlla receptor (Masuda 1 sar., 2007). Ova interakcija je jako bitna,
jer je FeyRlIIla receptor eksprimiran isklju¢ivo na NK ¢elijama (engl. natural killer) i jer
vezivanje IgG za FcyRIlla pokre¢e ADCC (engl. antibody dependent cellular
cytotoxicity). Cak 95% od svih IgG molekula nosi fukozilovane N-glikane, §to je
sigurnosna sklopka koja spreCava pokretanje potencijalno destruktivnog ADCC
mehanizma. Mala populacija IgG koja nema ovaj ostatak Fuc ipak je preko 100 puta
efikasnija u inicijaciji ADCC (Lauc i sar., 2014). Interesantno je i da drugi glikoproteini
humane plazme uglavnom nemaju fukozilovano jezgro (Knezevi¢ i sar., 2009). Postoji
jo§ jedna vazna strukturna promena u N-glikanu IgG. Naime, dodatak 02,6-Sia na
krajeve lanca N-glikana prakti¢no izvrée ulogu IgG i pretvara ga iz pro-inflamatornog u
anti-inflamatorni molekul (Kaneko i sar., 2006). Nekompletna galaktozilacija IgG moze
dovesti do aktivacije komplementa posredstvom manozo-vezujuceg proteina i tako

postati deo patoloskog mehanizma (Rademacher i sar., 1994).
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Alternativne glikozilacije drugih proteina i pregled uticaja N-glikozilacije na
aktivnost nekih enzima prikazani su u revijalnom radu Skropeta (2009). U radu Dennisa
i saradnika opisana je vaznost glikozilacije membranskih proteina, jer su upravo ovi
proteini sredstvo kojim celije komuniciraju sa okruzenjem (Dennis i sar., 2009a).
Alternativna glikozilacija membranskih proteina je Sansa za brzu reakciju c¢elije na
promenjene uslove okolne sredine, kao i za promene u osobinama same membrane
(Dennis i sar., 2009Db).

Glikozilacija transportera glukoze (GLUTSs) je jo$ jedan primer vazne uloge
glikozilacije u funkciji proteina. N-glikozilacija GLUT1 doprinosi formiranju strukture
kompetentne za visoko afinitetni transport Glc (Bell i sar., 1993). U slu¢aju GLUT2 N-
glikan je neophodan za usidrenje ovog proteina u plazminu membranu, putem njegove
interakcije sa povrsinskim lektinom-galektinom 9 (Ohtsubo i sar., 2005). N-glikani
vezani za GLUT4 su takode neophodni za stabilnost i unutarcelijski transport ovog
transportera (Haga i sar., 2011). Rezultati analize N-glikana GLUT1 i GLUT2 zdravih
davalaca ukazali su na prisustvo nepotpuno sijalinizovanog tetraantenarnog N-glikana
sa umetnutim ostatkom B1,4-vezanog GICNAc, koji je nastao dejstvom enzima GnT-1Va
(Ohtsubo i sar., 2011). Ekspresija ovog enzima u zdravom pankreasu je velika, sto
znacajno sprecava pojavu dijabetesa kod Zivotinja na ishrani bogatoj lipidima. Pokazano
je da su mnogi proteini supstrati ovom enzimu, recimo IGFIR i a podjedinica IR.
Izgleda da su GLUT P ¢elija pankreasa jedinstveni po tome §to su im N-glikani, koje
doraduje GnT-1Va, neophodni da bi im se produzio poluzivot na povrSini celije
(Ohtsubo 1 sar., 2005). Smanjenje broja GLUT na povrsini B Celija pankreasa, usled
epigenetskog utiSavanja HNFla 1 posledi¢énog smanjenja ekspresije GnT-1Va, se
predlaze kao mehanizam odgovoran za pojavu dijabetesa (Ohtsubo 1 sar., 2011).

Acetilholin-esteraza zadobija potpunu enzimsku aktivnost tek posle N-
glikozilacije. Bez N-glikana se ne transportuje do plazmine membrane, §to je Cest slucaj
I sa mnogim membranskim receptorima (Chen i sar., 2011). Alternativna glikozilacija
uti¢e na aktivnost jonskih kanala u sr¢anim misi¢nim ¢elijama (Montpetit 1 sar., 2009).
N-glikozilacija modulira funkciju E-kadherina kod kancera, dva N-glikana od tri su
vitalna za tumor-supresivnu ulogu E-kadherina u progresiji ¢elijskog ciklusa (Zhao i
sar., 2008). Sijalinizacija i fukozilacija receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR), iz

familije receptora tirozin-kinaza, ometa dimerizaciju receptora, a time i njegovu

39



aktivaciju (Liu i sar., 2011). N-glikozilacija GABA transportera ucestvuje u aktivnosti
preuzimanja GABA (Lo i sar., 2010). Glikozilacija humanog horionskog gonadotropina
(hCG) na polozaju Asn52 je znacajna za asocijaciju u heterodimer i za signalnu
transdukciju (De Beer i sar., 1996). Kompletna deglikozilacija IR rezultuje u gubitku
sposobnosti za vezivanje insulina (Duronio i sar., 1986). Alternativna glikozilacija IR
spreCava oligomerizaciju receptora na povrSini ¢elije i ispoljavanje insulin-zavisne
tirozin-kinazne aktivnosti (Hwang i sar., 2000). Funkcija integrina u ¢elijskoj adheziji
moze se regulisati promenom N-glikozilacije (Janik i sar., 2010). Modifikacija N-
glikana vezanog za receptor za nervni faktor rasta (Trk), koja je rezultat prekomerne
ekspresije enzima GnT-I1l, ima za posledicu smetnje u oligomerizaciji receptora, kao i
poremecaje U signalnoj transdukciji kao odgovor na NGF (lhara i sar., 1997).

Generalno gledano, pravilna N-glikozilacija membranskih proteina igra klju¢nu
ulogu u normalnom funkcionisanju ¢éelijske membrane (Dennis i sar., 2009b; Lau i sar.,
2007). Cak i kad se istovremeno genetski utifa nekoliko glikozil-transferaza, éelija
uspeva da odrzi zastupljenost terminalnih saharida, §to ukazuje na prisustvo unutras$njeg
glikomskog kompenzacionog sistema (Takamatsu i sar., 2010). Razumevanje
kompleksnog meduzavisnog odnosa izmedu strukture i funkcije proteina i njihovih

glikana zahteva detaljne studije svih pojedinacnih glikoproteina.

2.4. Lektini

Lektini su proteini koji specifi¢no prepoznaju i vezuju ugljene hidrate, pri cemu
uglavnom ne ispoljavaju enzimsku aktivnost. Lektini se jo§ nazivaju i aglutinini ili
hemaglutinini, zbog svoje sposobnosti da umreze krvne éelije. Siroko su rasprostranjeni
u biljnom i Zivotinjskom svetu, gde se mogu nac¢i u solubilnoj formi ili vezani za
¢elijsku membranu. O animalnim lektinima se malo zna, njihove funkcije tek ulaze u
istrazivacki fokus. Poznato je viSe animalnih lektina koji su aktivno ukljuceni u razlicite
vazne Celijske aktivnosti: lektini koji kontroliSu sintezu i unutarcelijski transport
glikoproteina, lektini koji ucestvuju u celijskoj transdukciji signala, lektini koji
ucestvuju u urodenom imunom odgovoru itd. (Sharon, 2007). Galektini su animalni
lektini koji vezuju laktozu (GalB1,4Glc) i LacNAc, ali je njihov afinitet mnogo veci

spram multiantenarnih N-glikana sa ve¢im brojem LacNAc ponovaka (poliLacNAC),
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nesto slicno afinitetu koju ima PHA-L. Razlika je u tome Sto galektinima ne smeta
prisustvo Sia na terminusima N-glikana. Kod ¢oveka je do sada identifikovano 13
razli¢itih galektina. Galektini su prisutni u razli¢itim tkivima gde obavljaju brojne
funkcije. Sekretovani izvan celije, galektini mogu formirati specificne reSetkaste
strukture sa odgovarajué¢im glikokonjugatima. Galektini uti¢u na diferencijaciju ¢elija,
rast, apoptozu, adheziju, migraciju i invaziju. Tako se mogu nac¢i i kao ucesnici brojnih
patoloskih procesa, poput kancerogeneze (Rabinovich i Toscano, 2009). Pokazano je da
su galektin-1, -3 i -13 eksprimirani na proteinskom nivou u normalnoj placenti ¢oveka
(Vicovac i sar., 1998; Than i sar., 2004). Ekspresija galektina-1 u placenti smanjena je
kod ranog gubitka trudnoée (Liu 1 sar., 2006), dok je ekspresija povecana kod trudnoce
iskomplikovane preeklampsijom (Jeschke i sar., 2007).

Pokazano je da su neki animalni lektini ukljuceni u proces karcinogeneze i da
doprinose proliferaciji i metastazi tumorskih ¢elija (Sharon, 2008). Biljni lektini se ¢esto
koriste u biohemiji kao analiticko sredstvo za karakterizaciju saharidnih struktura na
povrsini Celija (lektinska histohemija), kao i za profilisanje glikana vezanih za proteine

(lektinska afinitetna hromatografija, lektinski blot, lektinski mikroerej).

2.4.1. Biljni lektini

Specificnost 1 selektivnost biljnih lektina spram glikanskih struktura je razlicita.
Dok jedni specifi¢no vezuju monosaharide, drugi vise vezuju disaharide, a nije retkost
da lektini prepoznaju i Citave oligosaharidne strukture, npr. manozno jezgro N-glikana
ili kompleksne N-glikane. Kod lektina je karakteristicno da imaju tzv. proSireno
vezujuce mesto, sastavljeno od dva ili viSe spojenih vezujuc¢ih mesta za monosaharide,
pa u njega mogu da smeste monosaharid, disaharid ili trisaharid, sa ogromnim razlikama
u afinitetu (Liener 1 sar., 1986). Kratak pregled specifi¢nosti biljnih lektina koji su
koriS¢eni u ovoj tezi dat je u Tabeli 1. lako se iz Tabele 1 moze videti da neki lektini
prepoznaju iste monosaharide, to ne znaci da ¢e oni vezivati iste glikanske strukture:

- Lektini koji vezuju GIcNAc: WGA lektin specifi¢no prepoznaje GlcNAc, ali
sa mnogo ve¢im afinitetom vezuje disaharid GIcNAcB1,4GIcNAc (di-N-
acetilhiotiobioza), i sa jo§ ve¢im afinitetom trisaharid GIcNAcB1,4GlcNAcB1,4GIcNAc
(Nagata 1 Burger, 1974). Druga specificnost WGA je Sia (Peters i sar., 1979; Monsigny
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i sar., 1980). Sukcinilovani WGA (sWGA) ima istu specifi¢nost i afinitet za vezvanje
GlcNAc kao 1 WGA, samo $to ne vezuje Sia (Monsigny i sar., 1980).

- Lektini koji vezuju Man: LCA i Con A spadaju u grupu lektina koji vezuju
Man/Glc. LCA sa najveé¢im afinitetom vezuje N-glikan kod koga je u jezgru al,6-
vezom vezana L-Fuc (Kornfeld i sar., 1981; Tateno i sar., 2009). Ispitivanjem
interakcija LCA sa mnogobrojnim sintetskim N-glikanima, kao i N-glikanima
oslobodenim sa glikoproteina, ustanovljeno je da LCA sa najve¢im afinitetom vezuje
agalaktozilovan biantenarni N-glikan sa fukozom u jezgru (Debray i sar., 1981; Tateno i
sar., 2009). Afinitet LCA je neSto manji ukoliko biantenarni glikan ima i Gal. Sia na
krajevima lanaca mu ne smeta, isti je afinitet za asijalo i sijalo-formu biantenarnog
glikana. Prisustvo umetnutog GICNAc smanjuje afinitet LCA skoro hiljadu puta
(Debray 1 sar., 1981). Do vezivanja glikana za LCA dolazi kada se GIcNAc veze na
biantenarnom N-glikanu u polozaju koji katalizuje GnT-1V. LCA, dakle, ne vezuje tri- i
tetraantenarne N-glikane sa Fuc u jezgru (Tateno i sar., 2009). Izuzetak je triantenarni
N-glikan sa Fuc u jezgru, koji ima GIcNAc u polozaju koji dodaje GnT-V (Nakagawa i
sar., 2008). Con A sa visokim afinitetom vezuje spoljasnja dva ostatka Man u
trimanoznom jezgru (dva ostatka vezana al,3- i al,6 vezom za Man, Koja je ostvarila
vezu za GIcNACc), ukoliko nema sternih smetnji (Brewer i Bhattacharyya, 1986). Con A
sa neSto manjim afinitetom vezuje agalakto biantenarni glikan, bez Fuc u jezgru
(Debray i sar., 1981). Afinitet Con A za N-glikan znatno opada ako ovaj ima umetnuti
GlcNAc (Brewer i Bhattacharyya, 1986; Naismith i Field, 1996). Con A ne toleriSe N-
glikane sa vise od dve antene (Debray i sar., 1981). GNL lektin vezuje oligomanozne N-
glikane, jer u njima prepoznaje Manal,3Man. Najvec¢i afinitet GNL pokazuje prema
Manal,3Man(B1,4)GlcNAc (Shibuya i sar., 1988).

- Lektini koji vezuju Gal: RCA-1 i ECL pripadaju familiji lektina koji vezuju
Gal. Oni prvenstveno vezuju Gal u disaharidu Galf1,4GlcNAc (LacNAc). lako sli¢ne
saharidne specifi¢nosti, RCA-I i ECL imaju i nekih razlika. Tako npr. vezivanje ECL za
Gal u nekom glikanu gotovo potpuno izostaje ako posle Gal dolazi terminalni ostatak
Sia vezan 02,3-ili a2,6-vezama, dok RCA-I tolerise poneki ostatak Sia. Ova dva lektina
imaju 1 razlicit stepen tolerancije prema GICNAc umetnutom u glikan. Umetnuti
GIcNAc povecava afinitet vezivanja glikana za RCA-I, a smanjuje za ECL (Itakura i

sar., 2007). PHA lektini prepoznaju kompleksne N-glikanske strukture, sa veoma

42



razli¢itom specificno$¢u. Naime, PHA-E prepoznaje i vezuje terminalne ostatke Gal iz
asijalo biantenarnih N-glikana koji imaju umetnuti GIcNAc, zbog ¢ega se PHA-E ¢esto
koristi za detekciju ovih N-glikana. PHA-L vezuje terminalne ostatke Gal iz tri- i
tetranatenarnih N-glikana, koji ne smeju imati umetnuti GIcNAc. Prisustvo jezgarne Fuc
ne utiCe na vezivanje za ova dva PHA lektina (Cummings 1 Kornfeld, 1982), dok
prisustvo Sia vezane za Gal moze ometati vezivanje (Green i Baenziger, 1987).

- Lektini koji vezuju Fuc: U ovom radu su koris¢ena i dva lektina koja vezuju
Fuc, UEA-I i AAL. UEA-I ima afinitet za vezivanje Fuc u terminalnom disaharidu,
Fucal,2Gal (Debray i sar., 1981; Baldus 1 sar., 1996). U poredenju sa drugim lektinima
koji vezuju Fuc, AAL ima Sirok opseg afiniteta. Nasuprot UEA-I i AAA (Anguilla
anguilla agglutinin), koji imaju visok afinitet ka Fucal,2Gal terminalnim disaharidima,
AAL podjednako dobro vezuje oligosaharide ili glikokonjugate koji nose Fuc vezanu
al,3, al,4 1 al,6 vezama. NMR studija visoke rezolucije slobodnog i Fucal,6GIcNAc-
O-Me vezanog za AAL pokazala je da je samo ostatak Fuc vezan za AAL protein, dok
GIcNACc slobodno rotira u rastvoru (Wimmerova i sar., 2003).

- Lektini koji vezuju Sia: SNA je specifican za ostatke Sia u slede¢im
sekvencama: Siaa2,6Gal ili Siao2,6GalNAc (koja se sre¢e u O-glikanima). SNA vezuje
i Sian2,3Gal, ali veoma slabo, te se moze re¢i da ovaj lektin ima izrazit afinitet ka o.2,6-
vezanoj terminalnoj Sia (Shibuya i sar.,, 1987). MAL-II je specifican za
Sian2,3Galp1,4GlcNAc (Geisler 1 Jarvis, 2011).
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Tabela 1. Biljni lektini i njihova specifi¢nost.

Naziv lektina Skraéenica Specifi¢nost Referenca
lektin pSenicne klice WGA GIcNAc, Sia Nagata i Burger, 1974
sukcinilovani lektin pSeni¢ne klice SWGA GlcNAc Ganguly i Fossett, 1984
lektin ricinusa - tip | RCA-I Galp1,4GlcNAc Itakura i sar., 2007
lektin kore zove SNA Sian2,6Gal/GalNAc Shibuya i sar., 1987
lektin koralnog drveta ECL Galp1,4GlcNAc Wau i sar., 2007
lektin vresa - tip | UEA-I Fucal,2Galp1,4GIcNAc Loris i sar., 1998
N agalakto biantenarni glikani sa .
lektin sociva LCA " Manal,6(Manal,3)Man1 4GIcNAcp] (Fucal,6)Asn NIz IS R
) ) oligomanozni i biantenarni glikani sa )
lektin tropskog pasulja Con A Brewer i Bhattacharyya, 1986
Manal,6(Manal,3)Man
) ) _ . asijalo galakto biantenarni glikani sa o
lektin pasulja - eritroaglutinin PHA-E Cummings i Kornfeld, 1982
GlcNAcB1,4Manf1,4GIcNAc
lektin pasulja - leukoaglutinin PHA-L asijalo galakto tri-/tetraantenarni glikani Cummings i Kornfeld, 1982
lektin amurske makije - tip 11 MAL-I11 Sian2,3Galp1,4GIcNAc Geisler i Jarvis, 2011
Fucal,6GlcNAc; Fucal,3(GalpB1,4)GlcNAc; ) ]
lektin narandzZaste ljuspaste gljive AAL Wimmerova i sar., 2003
Fucal,4(Galp1,3)GlcNAc
lektin visibabe GNL oligomanozni glikani sa Manal,3Man Shibuya i sar., 1988




3. Materijal i metode



3.1. Hemikalije

Natrijum-dihidrogenfosfat monohidrat; dinatrijum-hidrogenfosfat dihidrat;
saharoza; glacijalna sir¢etna kiselina (HAc); Coomassie brilliant blue R-250, CBB,;
ultra-¢ista voda miliQ; mangan-hlorid; D-manoza, Man; D-laktoza monohidrat, Lac;
Tween 20; polietilen-glikol, PEG; mikrofilteri sa porama od 10 kDa (Merck KGaA,
Darmstat, Nemacka); B-merkaptoetanol; deterdzent NP 40 (BDH-Merck Laboratory
Supplies, Pul, Velika Britanija); koktel inhibitora proteaza; 4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansulfonska kiselina, HEPES; Triton X-100; natrijumdodecil-sulfat, SDS;
bromfenolplavo; akrilamid; N,N-metilen-bisakrilamid; amonijum-persulfat, APS; N, N,
N', N'-tetrametilendiamin, TEMED,; standardi za elektroforezu - colorburst;
nitrocelulozna membrana sa porama veli¢ine 0,45 um - Whatman Protran; boja Ponceau
S; govedi serumski albumin, BSA; fuksin; aktivni ugalj; natrijum-perjodat; amonijum-
acetat; amonijum-hidrogenkarbonat; natrijum-acetat; limunska kiselina;
dimetilsulfoksid, DMSO; hloramin T; plavi dekstran 2000; mertiolat; natrijum-
metabisulfit; N-acetilglukozamin, GIcNAc; fukoza, Fuc; fetuin; asijalofetuin;
ovalbumin; celulozna membrana, crevo za dijalizu (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Stajnhajm, Nemacka); govedi imunoglobulin G, IgG (INEP, Zemun, Srbija); natrijum-
hlorid; kalcijum-hlorid; magnezijum-hlorid; hlorovodoni¢na kiselina; glicerol (Zorka
Pharma, Sabac, Srbija); glicin (VWR Prolabo BDH chemicals, Leven, Belgija); metanol
(Centrohem, Stara Pazova, Srbija); natrijum azid (Fisher Scientific, Lafboro, Velika
Britanija); tris(hidroksimetil)-aminometan (ICN Biomedicals, Costa Mesa, Kalifornija,
SAD); kalijum-metabisulfit; natrijum-cijanoborohidrid (Thermo Fisher Scientific,
Voltam, Masacusets, SAD); 8-aminopiren-1,3,6-trisulfonska kiselina, APTS (Molecular
Probes, Judzin, Kalifornija, SAD); obrano mleko u prahu (Marvel, Dablin, Irska);
rekombinantni humani insulin (Novo, Kopenhagen, Danska); rekombinantni humani
faktor rasta slican insulinu tipa I bez aminokiselina 1-3, des(1-3)IGF-I; rekombinantni
humani faktor rasta slican insulinu tipa Il, IGF-II (GroPep, Adelaide, Australija);
natrijum-jodid (izotop **°I) (Isotope, Budimpesta, Madarska); smola Sefadeks G-50 (GE
Healthcare, Upsala, gvedska); teCni azot (Messer Tehnogas, Beograd, Srbija);
bicinhoninska kiselina - komplet za odredivanje koncentracije proteina, BCA komplet

(Abcam, Kembridz, Velika Britanija); reagens za hemiluminiscenciju, ECL Pierce
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(Thermo Fisher Scientific, Rokford, Ilinois, SAD); rendgenski filmovi MXB 100 NIF
13 x 18; razvijac; fiksir; kasete za razvijanje filmova (Kodak, Rocester, Njujork, SAD),
avidin D obeleZzen peroksidazom, HRP-avidin D (Vector Laboratories, Burlingem,
Kalifornija, SAD).

3.2. Lektini

Biotinilovani lektini: SNA, LCA, PHA-E, PHA-L, MAL-Il (Vector
Laboratories, Burlingem, Kalifornija, SAD).

Lektini kovalentno vezani za agarozu: AAL, GNL, RCA-I, PHA-E, PHA-L,
SNA, LCA, ECL, UEA-I, WGA, sWGA (Vector Laboratories, Burlingem, Kalifornija,
SAD), MAL-Il (EY Laboratories, San Mateo, Kalifornija, SAD), Con A (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Stajnhajm, Nemac&ka). Specifi¢nost lektina pregledno je data u
Tabeli 1 (Odeljak 2.4.1.).

3.3. Antitela i enzimi

Monoklonsko misje antitelo spram humanog IR; monoklonsko misje antitelo
spram govedeg IGF2R (Calbiochem, Merck KGaA, Darmstat, Nemacka); monoklonsko
misje antitelo spram humanog IR (GroPep Limited, Adelaide, Australija); poliklonsko
zeCije antitelo spram humanog IGFIR (Cell Signaling Technology, Danvers,
Masacusets, SAD); monoklonsko mi§je antitelo spram humanog IGF1R; HRP-
obelezena sekundarna ovcija antitela spram mi§jih antitela (BioSource International,
Kamarilo, Kalifornija, SAD); HRP-obeleZzena sekundarna magareca antitela spram
zeCijih antitela (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Rokford, Ilinois, SAD); peptidna N-
glikozidaza F, PNGaza F (New England Biolabs, Ipsvi¢, MaseCusets, SAD); sijalidaza
iz Arthrobacter ureafaciens (Roche, Indijanapolis, Indijana, SAD); ribonukleaza B iz
govedeg pankreasa, RNaza B (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stajnhajm, Nemacka); a-
L-fukozidaza iz govedeg bubrega (Prozyme, San Leandro, Kalifornija, SAD).
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3.4. Aparati i pratece komponente

Blender Moulinex D56 (SEB, Lion, Francuska); homogenizer Ultra-Turrax
(Janke & Kunkel KG, Staufen, Nemacka); homogenizer TRI-R (TRI-R Instruments,
Njujork, Njujork, SAD); centrifuga Eppendorf 5804R; centrifuga minispin plus;
centrifuga za plocu sa 96 mesta, Eppendorf 5810 (Eppendorf AG, Hamburg, Nemacka);
centrifuga Heraeus Cryofuge 5000S; ultracentrifuga Sorvall WX80; rotor za
ultracentrifugu tip T 1250; reakciona plo¢a MicroAmp Optical sa 96 mesta; folija za
plocu od 96 mesta, Easy Peel Heat Sealing Foil; masSina za foliju za plo¢u sa 96 mesta;
inkubator Heraeus sa termostatom na 60 °C (Thermo Fisher Scientific, Voltam,
Masacusets, SAD); ultracentrifuga Optima L-90K; rotor za ultracentrifugu tip Ti 50.2
(Beckman Coulter, Breja, Kalifornija, SAD); analiticka vaga Tehtnica 200A (Tehtnica,
Zelezniki, Slovenija); inkubator sa termostatom na 37 °C (Sutjeska, Beograd, Srbija);
spektrofotometar Wallac 1420 Multilabel Counter Victor 3V (PerkinElmer, Voltam,
Masacusets, SAD); termosejker TS-100C (Biosan, Riga, Letonija); kombinovani pH-
konduktometar Inolab pH-cond 720 (WTW, Vajlhajm, Nemacka); tehni¢ka vaga MK-
200B (CHYO, Kjoto, Japan); magnetna meSalica (Velp Scientifica, Usmate Velate,
Italija); mini Protean tetracell jedinica za elektroforezu i elektrotransfer (Biorad, Pariz,
Francuska); Vorteks (Velp Scientifica, Usmate Velate, Italija); mini muckalica, kinetor
(LKB Vertriebes GmbH, Be¢, Austrija); frakcioni kolektor (Pharmacia-LKB, Upsala,
Svedska); plo¢a za PCR sa 96 mesta (Thermo-Fast 96, non-skirted, Abgene, Epsom,
Velika Britanija); silikonska guma za reakcionu plocu, Septa Mat (E&K Scientific
Products, Santa Klara, Kalifornija, SAD); Vorteks za plocu od 96 mesta (Heidolph
Titramax 100, Svabah, Nemacka); 96-PCR termoblok (Biorad, Pariz, Francuska); DNK
sekvenator ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija,
SAD); frakcioni kolektor 2112 Redirac (LKB-Produkter AB, Broma, Svedska); gama
broja¢ Wallac 1470 Wizard (PerkinElmer Life Sciences, Turku, Finska); mikrotitar
plo¢e sa 96 mesta; polistirenske epruvete (Spektar, Ca¢ak, Srbija); liofilizator Hetosicc

CD18-3 (Heto, Birkerod, Danska).
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3.5. Uzorci

Pocetni tkivni materijal (placente) sakupile su kolege iz Instituta za ginekologiju
i akuSerstvo Klinickog centra Srbije i Ginekolosko-akuserske klinike ,,Narodni front*
Beograd. Placente (ukupno 210) su sakupljane na osnovu nekoliko parametara:
gestacijske starosti, starosti trudnica i patologije trudnoce.

Od sakupljenih placenti, 160 su bile placente prvog trimestra, koje su dobijene
posle Zeljenog prekida normalne trudnoée. Imajuc¢i u vidu malu koli¢inu placentnog
tkiva prvog trimestra, napravljeno je Cetrnaest zbirnih uzoraka. Sedam zbirnih uzoraka
je dobijeno spajanjem placenti zena starosti 17-30 godina (PPTm; prose¢na starost 25
godina; n=80). Preostalih sedam zbirnih uzoraka je dobijeno spajanjem tkiva placenti
zena starosti 30-45 godina (PPTs; prose¢na starost 36 godina; n=80).

Od sakupljenih placenti tre¢eg trimestra, 30 placenti je dobijeno od zdravih Zena
koje su imale normalnu trudnocu i ¢ije su bebe imale normalnu tezinu po rodenju.
Tezina beba kretala se od 2800-4000 g (prose¢na tezina iznosila je 3300 g). Zene u ovoj
grupi su bile podeljene na osnovu starosti na mladu grupu (PTTm, starost 22-30 godina;
prosecéna starost 27 godina; n=15), i stariju grupu (PTTSs, starost 35-47 godina; prose¢na
starost 40 godina; n=15).

Od sakupljenih placenti treCeg trimestra, 6 placenti je bilo poreklom od Zena
kojima je dijagnostifikovan diabetes mellitus tip 1 (DMT1). Zene u ovoj grupi su bile
starosti 27-40 godina (prosecna starost 32 godine), i sve su porodene izmedu 34. i 38.
nedelje trudnoce. U nekim sluc¢ajevima doslo je do smrti fetusa in utero, pojave anti-
fosfolipidnih antitela, nefropatije, retinopatije (R kategorija DMT1), dok su neke Zene
imale laksi oblik DMTI, bez vaskularnih i1 renalnih oSte¢enja. Sve Zene su bile
viSegodiS$nji dijabetiCari, 1 na adekvatnoj terapiji, a jedna Zena je imala ugradenu
insulinsku pumpu, dok je druga odlucila da prestane sa terapijom u treCem mesecu
trudnoce.

Od sakupljenih placenti treceg trimestra, 14 placenti je dobijeno od Zzena kojima
je dijagnostifikovana preeklampsija sa zastojem rasta fetusa in utero. Zene u ovoj grupi
bile su starosti 26-46 godina (prosecna starost 33 godine). Sve Zene su bile izmedu 32. i
35. nedelje trudnode, sa proseCnom gestacijskom staros¢u od 32,6 nedelja. Tezina

novorodencadi kretala se izmedu 880 g 1 2050 g (prosecna tezina 1434 g). Dijagnoza
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kod Zena ove grupe postavljena je pre 34. nedelje trudnoce. Sve Zene su imale krvni
pritisak veci od 160 sa 110 mmHg i proteinuriju, zbog ¢ega im je postavljena dijagnoza
ranog oblika teSke preeklampsije (Bolte i sar., 2001). U dva slu¢aja primecen je i
,,HELLP* sindrom.

Sve placente su odmah po dopremanju u laboratoriju dobro isprane pod mlazom
hladne ¢esmenske vode, a potom u ledeno hladnom PBS puferu (50 mM fosfatni pufer,
150 mM NaCl, 0,1% NaNs; (m/v), pH 7,5). Pup¢ana vrpca, amnion, vezivno tkivo, kao i
veéi krvni sudovi su odstranjeni makazama. Preostalo placentno tkivo je iseckano, a
komadi¢i stavljeni u svez PBS, da bi se dodatno isprali ostaci krvi. Komadi¢i tkiva su
ocedeni laganim pritiskanjem tkivne mase i uprosecen uzorak je spakovan u plasti¢ne
kivete, koje su naglo zamrznute potapanjem u sud sa te¢nim azotom. Tako spakovani

uzorci ¢uvani su na -80 °C.

3.6. lzolovanje plazminih membrana i membranskih proteina iz placentnog

tkiva

Membranski proteini humane placente izolovani su metodom diferencijalnog
centrifugovanja (Masnikosa 1 sar., 2006). Tkivo placente je delimi¢no otopljeno
kratkotrajnim potapanjem kiveta u mlakoj vodi, nakon Cega je preneto u staklenu ¢asu.
Tkivo je iseCeno makazama na manje komade, pa je dodat ledeno hladan rastvor za
homogenizaciju (0,25 M saharoza) u kolicini koja je 4-5 puta veca od koli¢ine tkiva. Da
bi se sprecila degradacija proteina smesi je dodat koktel inhibitora proteaza u koli¢ini od
200 pl na 100 g tkiva. Prilikom obrade terminskih placenti, tkivna smesa je prvo
homogenizovana u Moulinex blenderu u trajanju od 10 s, nakon ¢ega je preneta u ¢asu.
Zbirni uzorci placenti prvog trimestra homogenizovani su u Ultra-Turrax homogenizeru,
u trajanju od po 60 s, jer je koli¢ina tkiva bila izuzetno mala. Dalja obrada homogenata
bila je ista, nezavisno od toga da li je placentno tkivo bilo poreklom iz prvog ili treceg
trimestra trudnoc¢e. Fina homogenizacija izvedena je na TRI-R homogenizeru sa
teflonskim klipom u staklenoj kiveti, u trajanju od po 10 s. Tkivni homogenat potom je
centrifugovan na 600 x g, u toku 20 minuta na 10 °C, u centrifugi Cryofuge (za placente
treceg trimestra), odnosno u centrifugi Eppendorf 5804R (za placente prvog trimestra).

Dobijeni talog sa ostacima nehomogenizovanog tkiva je odbacen, a supernatant je dalje
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centrifugovan na 42 000 obrtaja u minuti (oko 200 000 x g) u trajanju od 70 minuta, na
10 °C u ultracentrifugi Beckman Coulter, u rotoru tipa Ti 50.2. Dobijeni supernatant,
koji predstavlja citosol, je odvojen i zamrznut na -80 °C. Talog ¢elijskih membrana je
ispran hladnim HBS puferom (50 mM HEPES, 150 mM NacCl, 0,1% NaNj (m/v), pH
7,5) u koji je dodato 25 pl koktela inhibitora proteaza. Ispiranje membrana je uradeno
njihovom ponovnom homogenizacijom pomoc¢u TRI-R homogenizera, uz dodavanje
veée zapremine HBS pufera. Tako dobijena suspenzija membrana u HBS puferu je
centrifugovana na 42 000 obrtaja u minuti u trajanju od 40 minuta, na 10 °C u Beckman
Coulter ultracentrifugi. Dobijeni supernatant iznad ispranih membrana je odbacen, a
talog suspendovan u hladnom HBS puferu uz dodatak 25 pl koktela inhibitora proteaza,
na TRI-R homogenizeru. Potom je usledila solubilizacija membranskih proteina
nejonskim deterdzentom Tritonom X-100, ¢ija je finalna koncentracija u smesi bila 1%.
Solubilizacija je trajala 1 h na magnetnoj mesalici. Potom je suspenzija membrana
centrifugovana na 42 000 obrtaja u minuti u trajanju od 90 minuta, na 10 °C u Beckman
Coulter ultracentrifugi. Suspenzije membrana placenti prvog trimestra su, zbog male
zapremine, u ovom poslednjem koraku centrifugovane na 42 000 obrtaja u minuti (oko
200 000 x @) u trajanju od 90 minuta, na 10 °C u ultracentrifugi Sorvall WX80,
opremljenoj rotorom tipa T 1250. Po zavrSetku poslednjeg ultracentrifugovanja, u oba
slucaja, talog u kom se nalaze nesolubilni delovi membrane je odbacen. Supernatant u
kome se nalaze solubilizovani membranski proteini (solubilizat) je odvojen i razliven u
alikvote od po 0,1 ml, 0,5 ml, 1 ml, 2 ml i 3 ml. Alikvoti su odmah smesSteni u
zamrzivaé na -80 °C, gde su ¢uvani do upotrebe. Ceo postupak izolovanja membranskih
proteina izveden je na temperaturi od 8 = 2 °C. Koncentracija proteina u uzorcima
solubilizata odredena je pomocu BCA kompleta po uputstvu proizvodaca. Apsorbanca
je merena na spektrofotometru Wallac 1420. Prinos izolovanih membranskih proteina
kretao se od 0,6 do 6,5 mg po mililitru solubilizata. Solubilizati koris¢eni za DSA-
FACE (engl. DNA-sequencer adapted fluorophore-assisted carbohydrate
electrophoresis) analizu (Odeljak 3.15.) su liofilizovani radi lakSeg transporta.

51



3.7. Obelezavanje liganada izotopom %I

Rekombinantni humani peptidi: insulin, des(1-3)IGF-1 (u daljem tekstu samo
desIGF-1) i IGF-II su obeleZeni radioaktivnim izotopom 2’1, metodom sa hloraminom
T, do specifi¢ne aktivnosti od oko 100 uCi/pg. Insulin je obelezen po metodi preuzetoj
iz literature (Nikoli¢ 1 sar., 1989), dok su druga dva liganda obelezena po uputstvu
proizvodaca - procedura za jodovanje IGF molekula, No 3001; GroPep, Adelaide,
Australija. Obelezeni ligandi (**°I-ligandi) izdvojeni su gel filtracijom na koloni
Sefadeksa G-50, a kao eluent je korisé¢en fosfatni pufer (50 mM fosfatni pufer, 150 mM
NaCl, 0,25% BSA (m/v), pH 7.,4). Sakupljene su vr$ne frakcije, koje su potom spojene u
pul, koji je zatim delimi¢no razblazen u istom ovom puferu.

Na ovaj nacin su dobijeni koncentrovani rastvori **I-insulina, *°I-desIGF-1 i
21 1GF-11, koji su u daljim eksperimentima koriS¢eni za obelezavanje odgovarajucih IR
i IGFR iz placentnih solubilizata. Obelezavanje receptora je izvedeno jednostavnim
mesanjem i inkubiranjem solubilizata sa koncentrovanim rastvorima **°I-liganada u toku
24 h na 4 °C. Zapremine koncentrovanih rastvora **I-liganada, koji su inkubirani sa
solubilizatima su varirale u zavisnosti od koncentracije membranskih proteina u
solubilizatima i koncentracije **°I-liganada u rastvoru, pa i od tipa eksperimenta. Tako
je za lektinsku afinitetnu hromatografiju koncentrat '#l-liganda razblazivan do
zapremina u kojima je radioaktivnost bila 30 000 cpm, 300 000 cpm ili 500 000 cpm,
S§to je, opet, bilo uslovljeno zapreminom lektin-agaroznog gela u koloni i tipom
eksperimenta. Za testove vezivanja u epruveti koriS¢ena su razblazenja koncentrata 1235).
liganda od 100 000 cpm/0,1 ml. Rastvori *°I-liganada (radioligandi) su koris¢eni tri
sedmice od obelezavanja, sa izuzetkom 123 IGF-I1, koji je koriS¢en u roku od dve

sedmice.
3.8. Testovi vezivanja insulina za IR u epruveti

Za praéenje vezivanja “*l-insulina za IR iz solubilizata korii¢en je jednostavan
test vezivanja u epruveti (Masnikosa i sar., 2008). U polistirenske epruvete redom je

pipetirano po 0,1 ml: HBS pufer, rastvor BSA (6% BSA u 50 mM fosfatnom puferu

(mN)), uzorak eluata sa lektinske kolone i razblaZeni rastvor ‘*l-insulina
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(radioaktivnosti od 100 000 cpm). Sadrzaj epruveta je dobro izmeSan na Vorteks
mesalici 1 ostavljen da se inkubira 24 h na 4 °C. Po zavrSetku inkubacije u smesu je
dodato 0,1 ml rastvora govedeg IgG (koncentracije 3 mg/ml u 50 mM HBS), smesa je
izmeSana na Vorteksu, a potom je dodat i 1,5 ml ledeno hladnog rastvora PEG (20%
(m/v) u 50 mM fosfatnom puferu, 150 mM NacCl, pH 7,5). Posle stajanja od 20 minuta u
frizideru, iz inkubacione smese su istaloZeni kompleksi ***I-insulin-IR centrifugovanjem
na 3000 x g, u trajanju od 45 minuta na 12 °C. Supernatant je odstranjen usisavanjem na
vakuumu, a radioaktivnost taloga je merena na gama brojacu. Jednostavni test vezivanja
u epruveti sa 12%|_insulinom odraden je na frakcijama dobijenim lektinskom afinitetnom
hromatografijom (Odeljak 3.9.). U testovima je procenjeno i nespecifi¢no vezivanje *I-

insulina. U tim slu¢ajevima su sve komponente reakcione smese bile iste kao i u

uzorcima, samo §to su uzorci bili zamenjeni odgovaraju¢im puferom za eluciju.

3.9. Lektinska afinitetna hromatografija

Lektinska afinitetna hromatografija (LAH) solubilizata placenti izvedena je na
tri razlicita nacina, u zavisnosti od namene: i) uz prethodnu inkubaciju solubilizata sa
2|ligandom, na kolonama napunjenim sa 2 ml lektin-agaroze; ii) uz prethodnu
inkubaciju solubilizata sa #°I-insulinom na mini kolonama napunjenim sa 0,2 ml lektin-
agaroze; iii) bez prethodne inkubacije solubilizata sa '*I-ligandom, na kolonama
napunjenim sa 2 ml lektin-agaroze.

U prvoj eksperimentalnoj postavci LAH, uzorci su bili pojedina¢ni solubilizati
placenti prvog 1 tre¢eg trimestra (u zapremini koja je uvek sadrzavala 0,5 mg
membranskih proteina), koji su pre nanoSenja na kolone bili inkubirani sa 300 000 cpm
125|_liganda, dok su kolone bile napunjene sa 2 ml lektin-agaroznih gelova. Krajnja
zapremina inkubacione smese solubilizata i1 rastvora 125I-liganda podesavana je na 1 ml
pomocu odgovarajuceg pufera iz Tabele 2, a inkubacija je trajala 24 h na 6 + 2 °C,
ukoliko nije drugacije naglaSeno. Nakon isteka inkubacionog perioda, smeSa je
recirkulisana kroz lektin-agarozni gel (napakovan u kolonu) u toku 1 h na sobnoj
temperaturi. Kolone sa gelom su potom ispirane rastvorima za ispiranje (Tabela 2), dok
ocitana radioaktivnost eluiranih frakcija nije pala ispod 500 cpm, posle ¢ega su eluirane

odgovaraju¢im rastvorima za eluciju (Tabela 2). Frakcije zapremine 1 ml su sakupljane
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u epruvete i radioaktivnost je merena na gama brojacu. Eksperimentom je bilo
obuhvaceno Sest razlicitih lektina, kovalentno vezanih za agarozne gelove: AAL, LCA,

PHA-L, Con A, GNL i SNA.

Tabela 2. Lektini, puferi i rastvori za ispiranje i eluciju upotrebljavani pri LAH.

Poreklo Lektin -Pufer z-a Rastvor za eluciju
ispiranje
pSenicne klice WGA HBS, 0,5 M GIcNAc, pH 3,0
pSenicne klice SWGA HBS, 0,5 M GIcNAc, pH 3,0
ricinus RCA-I HBS, 0,2 M Lac, pH 3,0
kora zove SNA HBSy 0,5M Lac, pH 3,0
seme koralnog drveta ECL HBS; 0,2 M Lac, pH 3,0
vres UEA-I HBSy 0,1 M Fuc, pH 3,0
socivo LCA HBS. 0,1 M Man
tropski pasulj Con A HBSy4 AcBS pH 5,0
pasulj PHA-E HBS. 0,1 M HAc, pH 3,0
pasulj PHA-L HBS, 0,1 M HAc, pH 3,0
amurska makija MAL-II PBS, 0,1 M Gly, pH 3,5
narandZasta ljuspasta gljiva AAL HBS, 0,1 M Fuc u HBS,
visibaba GNL HBS, 0,5 M Man, pH 4,0

"HBS,: 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,5, 0,08% NaNs; (m/v), 0,1% Triton X-100
(vIv); HBS,: HBS,, 0,1 mM Ca?*; HBS.: HBS,, 0,1 mM Ca?*, 0,1 mM Mn?*; HBS: 20
mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,5, 0,08% NaN; (m/v), 1 mM Ca*, 1 mM Mg, 1
mM Mn?*, 0,1% Triton X-100 (v/v); HBSe: HBS,, pH 8,0; PBS.: 10 mM fosfatni pufer,
150 mM NaCl, pH 7,2-7,4, 0,08% NaN3 (m/v), 0,1% Triton X-100 (v/v); AcBS: 50 mM
natrijum-acetat, 1 M NacCl, pH 5,0, 0,08% NaNj; (m/v), 0,1% Triton X-100 (v/v).

U eksperimentalnoj postavci u kojoj su uzorci bili solubilizati dobijeni iz
placenti zena kojima je dijagnostifikovan dijabetes ili preeklampsija, u 24-satnu pre-
inkubaciju je ulazilo 1 mg membranskih proteina solubilizata i 500 000 cpm **I-

liganda. Eksperimentom je bilo obuhvacéeno jedanaest lektina vezanih za agarozu (2 ml
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gela u koloni): WGA, sWGA, RCA-I, SNA, ECL, UEA-I, LCA, Con A, PHA-E, PHA-
L i MAL-II.

U trecoj eksperimentalnoj postavci LAH, testirana je mogucnost rada sa 10 puta
manjom zapreminom lektin-agaroznog gela u koloni (0,2 ml gela u tzv. mini kolonama)
i 10 puta manjom koli¢inom membranskih proteina iz solubilizata (0,05 mg),
inkubiranom sa 10 puta manjom koncentracijom *I-insulina (30 000 cpm). Na mini
kolonama su hromatografisani solubilizati izolovani iz placenti zena sa preeklampsijom,
paralelno sa serijom kontrolnih uzoraka (solubilizati iz placenti zdravih Zena). Pri tome
su koris¢eni sledeci lektini, imobilizovani na agaroznom gelu: AAL, GNL, LCA, PHA-
E, PHA-L, Con A'i SNA.

LAH je koris¢ena i u eksperimentima koji su bili dizajnirani tako da se
pojedinacne receptorske glikoforme (iz wuzoraka solubilizata) prvo vezu za
imobilizovane lektine na koloni, potom eluiraju pomocu rastvora specifi¢nih saharida,
da bi se, na kraju, specificne glikoforme identifikovale kao IR, IGFIR ili IGF2R
pomoc¢u imunoblota. Pos$to su receptori identifikovani na kraju eksperimenta,
upotrebom anti-receptorskih antitela, nije bilo potrebno preinkubirati solubilizate sa ?I-
ligandima, pa su u ovim eksperimentima solubilizati direktno nanoSeni na lektinske
kolone. U prvoj seriji ovih eksperimenata koris¢ene su AAL-, LCA-, PHA-L-, SNA- i
Con A-agaroza, na kojima su hromatografisani zbirni uzorci placenti tre¢eg trimestra i
placenti prvog trimestra (5 mg membranskih proteina u odgovaraju¢im zapreminama
solubilizata).

U odvojenom setu eksperimenata hromatografisani su solubilizati poreklom od
zena sa dijabetesom (paralelno sa kontrolnim solubilizatima), pri ¢emu su koriS¢eni
slede¢i lektini imobilizovani na agarozi: RCA-I, WGA, LCA, Con A, PHA-E, PHA-L i
SNA. Na lektin-agarozne gelove u kolonama je nanoseno po 0,1 ml solubilizata (oko 1
mg membranskih proteina). Svi eksperimenti su dalje izvedeni na isti nacin: posle
recirkulacije uzoraka nanetih na kolonu, u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi, kolone
su ispirane odgovaraju¢om zapreminom pufera za ispiranje. Vezane glikoforme
receptora eluirane su odgovarajuéim rastvorima za eluciju (Tabela 2), hvatane su
frakcije od po 1 ml. Frakcije glikoproteina eluirane sa PHA-L-, SNA-, RCA-I-, WGA-,
PHA-E- i Con A-agaroze neutralisane su 2 M rastvorom Trisa (70 pl/ml za frakcije

eluirane sa PHA-L- i SNA-agaroze, odnosno 20 pl/ml za frakcije sa Con A-agaroze).
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Frakcije sa AAL- i LCA-agaroze nije bilo potrebno neutralisati, jer su eluirane
rastvorima Cija je pH vrednost neutralna (Tabela 2). Specificno eluirane frakcije sa
rednim brojem 2-6 (to jest frakcije sa najve¢im ocekivanim sadrzajem IR i IGFR) su
sakupljene u jedan, zbirni uzorak (ukupna zapremina 5 ml), koji je kvantitativno prenet
u crevo za dijalizu. Uzorak je dijalizovan prvo naspram destilovane vode (u trajanju od
1 h), a potom i naspram rastvora za dijalizu (150 mM NacCl, 0,1% Triton X-100 (v/v))
preko no¢i. Uzorci su potom koncentrovani na mini i mikrokoncentratoru sa porama
dimenzija 10 kDa, do krajnje zapremine od oko 0,2 ml. Tako su dobijeni koncentrovani
uzorci glikoproteina, poreklom iz placenti prvog i treCeg trimestra, kao 1 iz placenti
dijabeti¢nih majki, koji su eluirani sa pojedinacnih lektinskih kolona. Ovi uzorci su
kasnije ispitivani imunoblotom (Odeljak 3.13), koji je usledio nakon elektroforeze
pomenutih glikoproteina u neredukuju¢im uslovima (Odeljak 3.10.).

Na kraju je koncipiran i eksperiment koji je trebalo da pokaze vezivanje
glikoformi IR za lektine SNA, WGA 1 Con A. I u ovom sluc¢aju su lektini bili
imobilizovani na agarozi, na koje je naneto po 10 mg solubilizata iz reprezentativne
zdrave placente treceg trimestra. Kolone su isprane i eluirane pod uobi¢ajenim uslovima
(Tabela 2). Za razliku od prethodno opisanih LAH, gde je prisustvo IR u eluiranim
frakcijama ispitivano imunoblotom, ovde je to uradeno jednostavnim testom vezivanja

2|_insulina u epruveti (Odeljak 3.8.).

3.10. Elektroforetsko razdvajanje proteina i elektrotransfer

Membranski proteini iz solubilizata, kao i iz frakcija eluiranih sa lektinskih
kolona, su razdvajani SDS PAG elektroforezom (SDS-poliakrilamid gel elektroforeza
na 4% gelu za koncentrovanje i 8% gelovima za razdvajanje, ukoliko nije drugacije
naglaSeno), po proceduri preuzetoj iz literature uz manje modifikacije (Nedi¢ i
Masnikosa, 2009). Svi uzorci su, pre nanosenja na elektroforetske gelove, razblazivani
puferom za uzorke (PZU). U zavisnosti od koncentracije membranskih proteina u
uzorcima, oni su razblazivani 2 puta koncentrovanim PZU (25% 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
(viv), 4% SDS (m/v), 20% glicerol (v/v), 0,1% bromfenolplavo (m/v)) ili 5 puta
koncentrovanim PZU (12,5% 2 M Tris-HCI pH 6,8 (v/v), 10% SDS (m/v), 30% glicerol

(v/iv), 0,25% bromfenolplavo (m/v)). Elektroforeza je tekla ili u neredukujuc¢im ili u
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redukuju¢im uslovima (uz dodatak 10% [B-merkaptoetanola (v/v) za 2 puta
koncentrovani PZU, ili 25% B-merkaptoetanola (v/v) za 5 puta koncentrovani PZU).
Uzorci su po potrebi razblazivani HBS puferom (podeSavanje da u svim uzorcima na
jednom elektroforetskom gelu bude identi¢na koncentracija proteina) i kuvani 5 minuta
na 95 °C. Elektroforeza je tekla pri naponu od 200 V, u Tris-HCI puferu (25 mM Tris-
HCI, 0,19 M glicin, 0,1% SDS (m/v), pH 8,3). Nakon zavrSetka elektroforeze proteini na
gelovima su bojeni ili podvrgavani elektrotransferu na nitroceluloznu membranu, pri
naponu od 100 V u trajanju od 1 h u Tris-HCI puferu (25 mM Tris-HCI, 0,19 M glicin,
20% metanol (v/v), pH 8,3). Nakon elektrotransfera proteina na membrane, ove su
bojene rastvorom Ponceau S boje (0,1% Ponceau S (m/v), 5% HAc (v/v)), pa su
odbojene TBST puferom (10 mM Tris-HCI, 0,15 M NacCl, 0,1% Tween 20 (v/v), pH
7,4). Nitrocelulozne membrane predvidene za imunoblot (Odeljak 3.13.) blokirane su
potapanjem u rastvor mleka (5% mleko u prahu u TBST puferu (m/v)), u trajanju od 45
minuta na sobnoj temperaturi uz muékanje. Membrane koje su ispitivane lektinskim
blotom (Odeljak 3.14.) su nakon elektrotransfera blokirane rastvorom BSA (3% BSA u

TBST), preko no¢i na 4 °C uz muckanje.

3.11. Bojenje gelova Coomassie brilliant blue bojom

Proteini na gelovima su detektovani bojenjem CBB bojom. Nakon elektroforeze,
gelovi su potapani u rastvor za bojenje (0,1% CBB R250 (m/v), 40% metanol (v/v), 10%
HAc (v/v)), u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi. Gelovi su potom obezbojavani
rastvorom za obezbojavanje (20% metanol (v/v), 10% HAc (v/v)) uz muckanje i izmenu

rastvora.

3.12. Bojenje gelova Schiff-ovim reagensom

U cilju detekcije glikoproteina, pojedini gelovi su bojeni Shiff-ovim reagensom.
Prvo su (gliko)proteini na gelu fiksirani rastvorom za fiksiranje (10% etanol (v/v), 5%
HAc (v/v)), u trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja vodom, gelovi su
inkubirani u rastvoru natrijum-perjodata (natrijum-perjodat 0,5% (m/v)) u trajanju od 20

minuta na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja gelova usledila je inkubacija sa Schiff-
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ovim reagensom (0,15% fuksin (m/v), 0,3% HCI (v/v), 0,3% kalijum-metabisulfit (m/v))
u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi. Gelovi su potom ispirani u ¢esmenskoj
vodi, $to je dovelo do razvijanja boje. Po zavrSenom bojenju, gelovi su ispirani

destilovanom vodom, ¢ime je zaustavljeno dalje razvijanje boje.

3.13. Imunoblot

Posle blokiranja u rastvoru mleka (Odeljak 3.10.), nitrocelulozne membrane su
inkubirane u rastvoru odgovarajucih primarnih antitela u TBST puferu, preko no¢i na 4
°C uz muckanje. Koris¢ena su sledeéa razblazenja primarnih antitela:

e monoklonsko misje antitelo spram humanog IR (Calbiochem) - 1:3000 u 1%

mleku u TBST puferu (m/v)
e monoklonsko misje antitelo spram govedeg IGF2R (Calbiochem) - 1:2000 u
1% mleku u TBST puferu (m/v)
e monoklonsko mi§je antitelo spram humanog IR (GroPep) - 1:200 u 1%
mleku u TBST puferu (m/v)
e poliklonska zecija antitela spram humanog IGF1R (Cell Signaling) - 1:1000
u 5% BSA u TBST puferu (m/v)
e monoklonsko misje antitelo spram humanog IGF1R (BioScource) - 1:400 u
1% mleku u TBST puferu (m/v).
Posle ispiranja 6 puta po 5 minuta TBST puferom, membrane su inkubirane u rastvoru
sekundarnih antitela u TBST puferu, u trajanju od 30 minuta na sobnoj temperaturi uz
muckanje. KoriS¢ena su sledeca razblaZzenja sekundarnih antitela:
e ovcija HRP-obelezena antitela spram misjeg IgG - 1:5000 u 1% mleku u
TBST puferu (m/v)
e magareca HRP-obelezena antitela spram zecijeg I1gG - 1:10 000 u 1% mleku
u TBST puferu (m/v).
Nakon ispiranja 6 puta po 5 minuta TBST puferom, i na kraju destilovanom vodom,
membrane su inkubirane u rastvoru za hemiluminiscenciju, prema uputstvu
proizvodaca. Za razvijanje 1 fiksiranje filmova koriS¢eni su komercijalni reagensi:

razvijanje 5 minuta u razvijacu, ispiranje 1 minut u rastvoru sir¢etne kiseline (1% HAc
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(v/v)) i fiksiranje 10 minuta u fiksiru. Filmovi su nakon toga ispirani pod mlazom

¢esmenske vode u trajanju od 10-15 minuta, pa osuseni na vazduhu.

3.14. Lektinski blot

Nitrocelulozne membrane namenjene lektinskom blotu su blokirane u rastvoru
3% BSA (Odeljak 3.10.), da bi potom bile inkubirane u rastvorima razli¢itih lektina
kovalentno obelezenih biotinom (0,2-1,0 ug lektina/ml TBST pufera), u trajanju od 1 h
na sobnoj temperaturi. Slede¢i biotinilovani lektini su upotrebljeni za karakterizaciju
glikanske komponente membranskih proteina iz solubilizata: LCA, PHA-E, PHA-L,
SNA i MAL-IIl. Membrane su ispirane 4 puta po 5 minuta TBST puferom, a potom
inkubirane sa HRP-avidinom D (0,05 pg HRP-avidina D/ml TBST pufera) u trajanju od
1 h na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja membrana 4 puta po 5 minuta TBST
puferom, trojni kompleksi glikoproteina, biotinilovanih lektina i HRP-avidina D su
detektovani pomocu rastvora za hemiluminiscenciju (kao i kod imunoblota, Odeljak
3.13.). Hemijska desijalinizacija uzoraka solubilizata (inkubacija sa 0,12 M rastvorom
HCl u trajanju od 1 h na 80 °C) je prethodila njihovoj inkubaciji sa biotinilovanim PHA-
E i PHA-L lektinima.

Specificnost biotinilovanih lektina proveravana je inhibicijom tih lektina
odgovaraju¢im saharidima i/ili specificnim glikoproteinima koji nose takve saharide.
Kao pozitivne kontrole za vezivanje pojedina¢nih lektina za membranske glikoproteine
iz placente posluzili su glikoproteini ¢iji su N-glikani poznati. U cilju inhibicije
vezivanja biotinilovanih lektina za glikoproteine iz placente koriS¢eni su: D-Lac (za
SNA), D-Man (za LCA), fetuin (za MAL-II), humani IgG (za PHA-E) i asijalofetuin (za
PHA-L). Lektini su inkubirani sa odgovaraju¢im saharidom ili glikoproteinom 1 h na
sobnoj temperaturi. BSA je koriS¢en kao negativna kontrola u svim slu¢ajevima.
Humani IgG je koris¢en kao pozitivna kontrola za SNA, LCA i PHA-E, ali i kao
negativna kontrola za MAL-II i PHA-L. Kao negativna kontrola za SNA i MAL-II

korisc¢eni su i hemijski desijalinizovani uzorci solubilizovanih membranskih proteina.

59



3.15. Elektroforetsko razdvajanje ugljenih hidrata na DNK sekvenatoru

Postupak analize ugljenih hidrata na DNK sekvenatoru (DSA-FACE) uraden je
po prilagodenoj metodi iz literature (Laroy i sar., 2006; Vanhooren i sar., 2008).
Liofilizovani solubilizati su resuspendovani u miliQ destilovanoj vodi, tako da
koncentracija proteina bude 10 mg po mililitru, u zapremini od 5 pl. U bunarci¢e na
plo¢i od 96 mesta pipetirano je po 5 ul uzorka i 2 pl rastvora SDS (5% SDS u 0,01 M
rastvoru NH4;HCO3, pH 8,3). Kontrolni serum je prvo razblazivan u destilovanoj vodi u
odnosu 2 prema 3. Plo¢a je potom zatvorena folijom, a uzorci su denaturisani
zagrevanjem na 95 °C u toku 5 min, da bi odmah zatim bili ohladeni na 4 °C u toku 15
min. Reakcionoj smesi je dodato 3 pl rastvora enzima PNGaze F (0,44 pl rastvora
PNGaze F u 100 pl 0,01 M NH4HCO3, pH 8,3, 3,33% NP40). Plo¢a je potom zatvorena
folijom i inkubirana u termobloku 3 h na 37 °C, pa ohladena na 4 °C. Reakcija u
bunar¢i¢ima je zaustavljena dodatkom 100 pl destilovane vode u svaki od njih. Od
svakog pojedina¢nog uzorka, dobijenog na opisani nacin, preneto je po 6 ul u bunarciée
na novoj, ¢istoj plo¢i, dok je ploca sa preostalom zapreminom uzoraka dobro zatvorena i
zamrznuta na -20 °C. Alikvoti uzoraka (6 pl) na novoj ploci su osuseni u termobloku, u
toku 1 h na 60 °C, pa je ploca ohladena na 4 °C. Uzorci (sad ve¢ sadrze slobodne N-
glikane skinute sa glikoproteina iz membrana placente) su, potom, kovalentno
obeleZavani dodatkom 1 pl boje APTS. Boja je uvek bila sveZe pripremana, i to
meSanjem jednakih zapremina 0,02 M rastvora APTS (u 1,2 M rastvoru limunske
kiseline) i 1 M NaCNBH3; (u DMSO). Plo¢a sa uzorcima N-glikana je poklopljena
folijom, sadrzaj u bunari¢ima je meSan u toku 5 minuta, usledilo je kratko
centrifugovanje (da se uzorci spuste sa zida bunarci¢a na dno), praceno inkubiranjem u
toku 16 h na 37 °C. Po isteku inkubacije ploca sa uzorcima je ohladena na 4 °C, a
reakcija obeleZzavanja N-glikana bojom je zaustavljena dodatkom 100 pl destilovane
vode u sve bunarcice.

U bunarcice za uzorke na jo§ jednoj novoj ploci pipetirano je redom po: 0,25 ul
0,1 M rastvora amonijum-acetata pH 5,0, 0,2 ul sijalidaze (same ili u kombinaciji sa 0,2
pl enzima a-fukozidaze), 2,55 pl destilovane vode i 2 pl rastvora N-glikana obelezenog
APTSom (ostatak obelezenog glikana zamrznut je na -20 °C). Plo¢a je ponovo

zatvorena folijjom, promeSana na Vorteksu, centrifugovana, a potom inkubirana 16 h na
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37 °C. Reakcija je zaustavljena dodatkom 40 ul destilovane vode, a reakciona smesa
promeSana na Vorteksu 1 centrifugovana. Na ovaj nacin smo dobili uzorke
desijalinizovanih APTS-obelezenih N-glikana. Alikvoti ovih uzoraka zapremine od 10
pl koriséeni su za DSA-FACE analizu na ABI 3130 sekvenatoru opremljenom
kapilarom duzine 36 cm napunjenom poliakrilamidnim linearnim polimerom tipa POP7.

Da bi se procenila zastupljenost pojedina¢nih N-glikana, integraljene su povrsine
ispod N-glikanskih maksimuma tako tako $to je zbir povrsina ispod svih maksimuma
racunat kao 100% (ukupna povrsina). Tako je udeo povrsine bilo kog maksimuma u
ukupnoj povrsini predstavljen relativnom zastupljeno$¢u tog maksimuma, koja
odslikava relativnu zastupljenost N-glikana eluiranog/eluiranih u datom maksimumu u

odnosu na ukupne N-glikane iz uzorka (Fang i sar., 2010b).

3.16. Analiza i obrada podataka

Za analizu i obradu dobijenih podataka koris¢eni su sledeci programi: Gene
Mapper verzija 3.7 (za DSA-FACE rezultate - u fabricki datim podeSavanjima za
analizu AFLP - engl. amplified fragment lenght polymorphism), Image Master TotalLab
verzija 2.01 (za obradu imunoblotova i lektinskih blotova) i SPSS 10 (za statisticku

obradu dobijenih podataka).
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4. Rezultati 1 diskusija



4.1. Membranski N-glikom

Kao $to je ve¢ reCeno, membranski proteini su u najveéem broju slucajeva
glikozilovani. N-glikozilacija membranskih proteina zauzima bitno mesto u formiranju
njihove trodimenzionalne strukture i ostvarivanju njihove funkcije (Odeljak 2.3.2.3).
Najbitnije uloge celijske membrane su: transdukcija signala koje prenose hormoni i
faktori rasta, kontakt sa drugim celijama, adhezija za ekstracelularni matriks, celijska
migracija, transport jona i nutrijenata u i van c¢elije, odbrana Celije od mikroorganizama
itd. Membranski proteini su klju¢ni nosioci ovih uloga. U poslednjoj deceniji se u
literaturi pojavio veci broj studija koje su pokazale znacajno uces¢e N-glikana na
membranskim proteinima u ostvarivanju navedenih funkcija, o ¢emu govore i brojni
revijalni radovi (Takahashi i sar., 2004; Marth i Grewal, 2008; Janik i sar., 2010;
Petrescu, 2012; Gornik i sar., 2012). Na primeru nekoliko membranskih receptora
(EGFR, Trk i IR) pokazano je da, u ¢elijama u kojima je potpuno blokirana sinteza N-
glikana, receptori ne dospevaju na povrsinu Celije, to jest ostaju u citoplazmi (Takahashi
i sar., 2004). Valjana N-glikozilacija integrina im omoguéava pravilno obavljanje
osnovne aktivnosti: adhezije ¢elija za komponente ekstracelularnog matriksa, laminin i
fibronektin (Janik i sar., 2010). Novija istrazivanja otkrivaju mehanizme direktne
povezanosti izmedu metabolickog fluksa heksoza i duzine poluZivota receptora za
faktore rasta (IGF1R, EGFR, PDGFR, FGFR) na povrsini Celije, koji zavise od stepena
razgranatosti N-glikana vezanih za ove receptore (Lau i sar., 2007).

Sistematsko profilisanje N-glikoma humanog seruma u zdravlju i bolesti je ve¢
godinama u toku, i obradeno je viSe hiljada uzoraka (Knezevi¢ i sar., 2009; Knezevi¢ i
sar., 2010; Novokmet i sar., 2014). Izmenjena N-glikozilacija je dovedena u vezu sa
odredenim oboljenjima (Dall'Olio 1 sar., 2013). Odavno je poznato da kancerske celije
po pravilu sekretuju glikoproteine sa izmenjenom glikozilacijom (Glavey i sar., 2015).
Takvi proteini mogu biti solubilni ali i membranski. Ovo je polje na kome se mnogo
radilo i radi, u potrazi za potencijalnim biomarkerima (Kirwan i sar., 2015). Postavlja se
pitanje koji je razlog zbog kojeg je glikozilacija membranskih proteina ovoliko dugo
bila van fokusa istrazivanja. Jedan od razloga je njihova mala rastvorljivost. Naime, dok
je jedan deo membranskih proteina moguce rastvoriti u odredenim deterdZentima,

postoje i oni koji se nalaze u domenima membrana koji se ne mogu solubilizovati
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(Kalipatnapu i Chattopadhyay, 2005). Nekompatibilnost deterdZenata sa brojnim
analitickim metodama, posebno onima za odredivanje strukture glikana, verovatno
predstavlja glavni uzrok nedostatka literaturnih podataka, koji se ti¢u glikozilacije
membranskih proteina. U pocetku izrade ove doktorske teze, u literaturi gotovo da nije
bilo podataka o ukupnom membranskom N-glikomu bilo kojeg tkiva ili ¢elijske linije.
Takode su i informacije o tipu i strukturi N-glikana vezanih za pojedinaéne membranske
proteine bile sporadicne.

Iz navedenih razloga, prvi cilj ove teze je bio profilisanje membranskog N-
glikoma jednog humanog tkiva, odnosno dobijanje informacije o tome koji su tipovi N-
glikana najc¢esce prisutni u membranskim glikoproteinima. Kao model-tkivo odabrana je
humana placenta, najvise zbog njene dostupnosti, kao i zbog ¢injenice da su procesi
rasta i proliferacije u placenti relativno brzi, i u nekim segmentima podsecaju na
tumorogenezu (Murray i sar., 1999).

Knezevi¢ i saradnici su pokazali da su individualne varijacije u N-glikomu
humanog seruma izrazite (Knezevi¢ i sar., 2009). Pokazano je i da se N-glikozilacija
serumskih proteina menja sa staro§¢u (Vanhooren i sar., 2007; Knezevi¢ i sar., 2010;
Vanhooren i sar., 2010; Ding i sar., 2011; Gudelj i sar., 2014). U svetlu ovih saznanja,
postavljena su jos dva cilja ove teze: ispitivanje da li je membranski N-glikom placente
podlozan individualnim varijacijama i da li zavisi starosti Zena (Odeljak 4.1.1.).

Placenta raste i razvija se u cilju ispunjenja zahteva fetusa, pa se njena struktura i
funkcija znatno menjaju tokom gestacije (Gude i sar., 2004). Znajué¢i da su proteini
nosioci bioloskih funkcija placente, pretpostavljeno je da bi tokom gestacije moglo doci
do promena u ekspresiji i/ili funkcionisanju membranskih proteina. Ove promene ne bi
mogle biti na nivou aminokiselinske sekvence proteina, koja je odredena genetskim
kodom, ve¢ iskljuc¢ivo na nivou glikozilacije. Stoga je definisan i jedan od najbitnijih
ciljeva ove teze, a to je ispitivanje uticaja gestacijske starosti na N-glikom membranskih
proteina iz humane placente (Odeljak 4.1.2.). Na kraju, imajuéi u vidu da je izmenjena
glikozilacija proteina Cesto spregnuta sa izmenjenom funkcijom, kao i da izmenjena
funkcija jednog ili viSe proteina moZe biti uzrok bolesti, jedan od ciljeva ove teze je
ispitivanje potencijalnih promena u membranskom N-glikomu kod patoloskih trudnoca,
kao i onih komplikovanih patologijom majki (Odeljak 4.1.3.).

Solubilizati su izolovani iz placenti prvog i treceg trimestra, koje su dobijene od
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zena razli¢ite starosti, a takode i iz placenti treeg trimestra Zena sa patoloskim
trudno¢ama. Prilagodena metoda kapilarne elektroforeze (DSA-FACE) omogucila je da
se stekne uvid u sastav i strukturu N-glikana, koji su enzimski oslobodeni sa
membranskih proteina iz ispitivanih solubilizata. Uzorci analizirani DSA-FACE

metodom paralelno su ispitivani i metodom lektinskog blota.

4.1.1. Uticaj starosti Zena na membranski N-glikom humane placente

U ovom odeljku opisana je analiza membranskog N-glikoma iz placenti koje su
dobijene od zZena razli¢ite starosne dobi. Placente su bile iz prvog ili iz tre¢eg trimestra
trudnoc¢e. U tu svrhu, uzorci (n=44) su podeljeni u nekoliko grupa na osnovu starosti
Zena i gestacije:

1. PPTm, solubilizati iz placenti prvog trimestra zena mlade dobi (17-30 godina,
prosecna starost 25 godina). Sakupljene placente (n=80) sortirane su u uprosecene
zbirne uzorke (n=7);

2. PPTs, solubilizati iz placenti prvog trimestra Zena starije dobi (30-45 godina,
prosecna starost 36 godina). Sakupljene placente (n=80) sortirane su u uprosecene
zbirne uzorke (n=7);

3. PTTm, solubilizati iz placenti tre¢eg trimestra Zena mlade dobi (22-30 godina,
prosecna starost 27 godina). Ukupan broj uzoraka je 15;

4. PTTs, solubilizati iz placenti treCeg trimestra zena starije dobi (35-47 godina,
prosecna starost 40 godina). Ukupan broj uzoraka je 15.

Postupak dobijanja solubilizata iz humanih placenti i formiranje grupe uzoraka detaljno
je opisan u Odeljcima 3.5. i 3.6. Membranski N-glikom je primarno profilisan metodom
DSA-FACE (Odeljak 4.1.1.1.), dok je lektinski blot (Odeljak 4.1.1.2.) sluzio za potvrdu

dobijenih rezultata.

4.1.1.1. Profil membranskog N-glikoma humane placente odreden pomoéu DSA-
FACE

DSA-FACE je pre vise od decenije prilagodena za ispitivanje profila N-glikana
(engl. N-glycan fingerprint) solubilnih glikoproteina (Callewaert i sar., 2001). Prednosti
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ove metode u odnosu na druge metode za ispitivanje glikozilacije su $§to je brza i
proto¢na 1 Sto prisustvo deterdZzenta ne ometa njeno izvodenje. Metoda je osetljiva,
pouzdana i moze da razdvoji Cak i izobarne stereoizomere glikana (Vanhooren i sar.,
2008). Jedan uzorak analizira se za nesto vise od 7 minuta, a u jednom DSA-FACE
ciklusu istovremeno se analizira 96 uzoraka, odnosno, onoliko koliko ima mesta na
jednoj ploc¢i sa bunarci¢ima. Istovremenom analizom veéeg broja uzoraka, greske i
pomeranja koja mogu nastati pri zasebnim analizama svode se na minimum. Postupak
analize N-glikana se sastoji iz nekoliko koraka: i) enzimska hidroliza celokupnog N-
glikana sa proteina (deglikozilacija peptidnom PNGazom F); ii) fluorescentno
obelezavanje hidrolizom oslobodenih N-glikana (kovalentnim vezivanjem APTS boje
za redukujuce krajeve svih N-glikana); iii) hidroliza ostataka Sia sa svih APTS-glikana
(desijalinizacija enzimom sijalidazom); iv) razdvajanje negativno naelektrisanih APTS-
glikana kapilarnom elektroforezom na DNK sekvenatoru. Rezultati se dobijaju u formi
tzv. DSA-FACE profila, koji predstavlja svojevrsni elucioni dijagram
(elektroforegram), gde se na x-osi nalaze retenciona vremena svih eluiranih APTS-N-
glikana (t;), dok su na y-osi predstavljene relativne vrednosti intenziteta fluorescencije
tih glikana (RFU). APTS-obelezeni N-glikani detektuju se kao maksimumi na
odredenim t,. Glikani manje molekulske mase i jednostavnije strukture se krace vreme
zadrZavaju na koloni, pa se sa nje brze eluiraju, i imaju manja t,, dok se N-glikani ve¢ih
masa 1/ili vece razgranatosti eluiraju na ve¢im t,. PovrSina ispod glikanskog maksimuma
predstavlja se kao relativna zastupljenost datog N-glikana u odnosu na zbir povrSina
ispod svih maksimuma eluiranih N-glikana u ispitivanom uzorku, koji je normalizovan
na 100% (Liu i sar., 2007). Za kalibraciju DSA-FACE metode su koris¢eni:

1. RNaza B. Sastav i struktura N-glikana RNaze B odredena je tehnikama *H
NMR i MS. N-glikani RNaze B su oligomanoznog tipa i sadrze od pet do devet Man
ostataka. U zavisnosti od broja Man ostataka, oni su oznaceni kao: M5 (MansGIcNAC;),
M6 (MangGIcNAC,), M7 (Man;GIcNAC;), M8 (MangGIcNAC,) i M9 (MangGIcNAC;)
(Fuisar., 1994).

2. Humani serum. Sa izuzetkom serumskog albumina, svi najzastupljeniji
proteini seruma su glikozilovani, pa serum raspolaze najraznovrsnijim N-glikanima.
Prvo je profilisan N-glikom iz reprezentativnog humanog seruma zdrave o0sobe

(kontrolni serum) primenom DSA-FACE metode. U nezavisnom eksperimentu su, iz
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istog uzorka seruma enzimski odvojeni N-glikani sa proteina i razdvojeni u frakcije
primenom HPLC metode, a zatim su frakcije podvrgnute analizi N-glikana primenom
MS (Laroy i sar., 2006; Liu i sar., 2007). Frakcije sa HPLC, koje sadrze N-glikane
poznate, tatno odredene strukture, puStane su na kapilarnoj koloni u pojedina¢nim
DSA-FACE eksperimentima u cilju odredivanja njihovih t;.

Prilikom svake analize N-glikana iz solubilizata, paralelno su analizirani i N-glikani iz
RNaze B i kontrolnog seruma. Reprezentativni primeri DSA-FACE profila prikazani su
na Slikama 14 i 15.
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Slika 14. Tipican DSA-FACE profil desijalinizovanih APTS-obelezenih N-glikana
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membranskih proteina poreklom iz placenti prvog trimestra mladih (PPTm) 1 starijih
zena (PPTs). Na slici su prikazani i N-glikani RNaze B, kao i kontrolnog humanog
seruma. Strukture glikana skinutih sa proteina humanog seruma prikazane su po

uputstvu Konzorcijuma za funkcionalnu glikomiku (www.functionalglycomics.org).

Plavi kvadrat predstavlja GICNAc; zeleni krug predstavlja Man; crveni trougao

predstavlja Fuc; Zuti krug predstavlja Gal.
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Slika 15. Tipican DSA-FACE profil desijalinizovanih APTS-obelezenih N-glikana sa
membranskih proteina poreklom iz placenti tre¢eg trimestra mladih (PTTm) i starijih
zena (PTTs). Na slici su prikazani i N-glikani iz RNaze B, kao i kontrolnog humanog
seruma. Strukture glikana prikazane su po uputstvu Konzorcijuma za funkcionalnu
glikomiku (videti i legendu ispod Slike 14).

Na Slikama 14 i 15 uocava se da se DSA-FACE profil desijalinizovanih APTS-
obelezenih N-glikana sastoji U tekstu koji

desijalinizovani APTS-obelezeni N-glikani, enzimski otcepljeni sa membranskih

od jedanaest maksimuma. sledi,
glikoproteina iz uzoraka solubilizata humane placente, bi¢e nazivani N-glikani. lako su
svi uzorci poreklom od zdravih Zzena podvrgnuti DSA-FACE analizi N-glikana,
prikazana su samo Cetiri tipi¢na eluciona profila, jer uzorci iz iste grupe (placente iste
gestacijske starosti od zena koje pripadaju istoj starosnoj grupi) daju veoma sli¢ne
profile. Maksimumi N-glikana se medusobno razlikuju po svojim intenzitetima i t.
Uzimajuéi u obzir veliku raznovrsnost N-glikana sa razli¢itih proteina, koji su
identifikovani i literaturno opisani (Harvey i sar., 2008; Adamczyk i sar., 2012;

Trbojevic Akmaci¢ i sar., 2015) sasvim je izvesno da je broj N-glikana na
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membranskim proteinima placente daleko iznad jedanaest. Unutar jednog maksimuma
na DSA-FACE profilu, na istom t,, eluira se ve¢i broj (izomera) N-glikana. Ova
¢injenica je poznata i iz literature (Prien i sar., 2009). Zato je tacnije govoriti o DSA-
FACE kao o metodi za profilisanje N-glikana, na kojoj ¢e se pokazati otisak
najzastupljenijih N-glikana iz odredenog bioloskog uzorka.

DSA-FACE je razvijena kao metoda za brzu i jednostavnu detekciju razlika u
tipu i zastupljenosti N-glikana izmedu ispitivanih uzoraka (Laroy i sar., 2006). DSA-
FACE nije metoda kojom je moguée nedvosmisleno utvrditi strukture N-glikana
(Vanhooren i sar., 2008). Medutim, t, je veoma osetljivo na promenu strukture N-
glikana, te se ¢ak i glikani iste mase, ali razliite strukture (npr. razgranatosti), eluiraju
na razli¢itim t,. Takode, vrednosti t; su vrlo reproducibilne. Prema tome, ¢ak i ne
poznavajuci strukture N-glikana, koje se eluiraju u okviru svakog pika na DSA-FACE
sa 100%-tnom tac¢noscu, postoji veoma velika verovatnoca da pikovi sa identicnim t;
sadrze iste N-glikanske strukture. U ovoj tezi su za poredenje t; N-glikana membranskih
proteina iz uzoraka placente sa t; definisanih N-glikanskih struktura koris¢eni N-glikani
RNaze B i oni iz kontrolnog humanog seruma. U Tabeli 3 dat je uporedni prikaz
struktura N-glikana humanog seruma i RNaze B, koji se eluiraju na istim t, kao i
glikanski maksimumi uzoraka solubilizata placente. Podaci u Tabeli 3 su dobijeni iz
DSA-FACE profila prikazanih na Slikama 14 i 15. Strukture najveéeg broja
detektovanih N-glikana iz uzoraka placente (¢ak sedam od jedanaest DSA-FACE
maksimuma) se mogu pretpostaviti na osnovu poklapanja njihovih t. sa onima od N-
glikana iz kontrolnog seruma. Max3 (N-glikan eluiran u maksimumu 3) iz uzoraka,
NGAZ2F (biantenarni agalakto-glikan sa Fuc u jezgru) iz humanog seruma i M6 imaju
isto t.. Posto NGA2F i M6 imaju po osam monosaharidnih jedinica, najverovatnije je da
ih i N-glikan iz max3 ima toliko. Dakle, moguce je da se u max3 eluira upravo NGA2F.
Prate¢i istu logiku, tr max5 i t. NA2 iz humanog seruma se poklapaju, pa je vrlo
verovatno da je u max5 eluiran NA2 (sa devet monosaharidnih jedinica). Max7 iz
uzoraka, NA2F (biantenarni glikan sa jezgarnom Fuc) i M9 imaju isto t.. T, max8 iz
uzoraka poklapa se sa t; NA2FB (biantenarni glikan sa Fuc u jezgru i umetnutim
GIcNAc ostatkom). T, max9 poklapa se sa t, antenarno fukozilovanog triantenarnog
glikana (NA3Fb). T, max10 poklapa se sa t. triantenarnog glikana sa jezgarnom Fuc

(NA3F). Dalje, t max11l poklapa se sa t; antenarno fukozilovanog tetraantenarnog
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glikana (NA4Fb).

Tabela 3. Uporedni prikaz N-glikana iz humanog seruma i RNaze B, ¢ija se t; poklapaju
sa t; maksimuma N-glikana poreklom iz uzoraka solubilizata placente prvog i treCeg
trimestra mladih i starijih Zena. Strukture glikana prikazane su po uputstvu

Konzorcijuma za funkcionalnu glikomiku (videti i legendu ispod Slike 14).

Placentni solubilizat Humani serum RNaza B
Max1 - -
M5
o n
Max3 I " en G
NGA2F ~o M6
Max4 - -
Max5 I—I—‘/._H e .
Max6 - = ‘<:5
e M8
Max7 m .
2
Max8 I—I—é -
= ONA2FB
Max9 H_<:::) -
T NA3Fb
B0
Max10 T‘Qq i
ONA3F
9]
Max11 F'& :
\I o)
NA4Fb

Strukture na maksimumima 1, 2, 4 i 6 se ne mogu pretpostaviti na osnovu N-glikana iz
kontrolnog seruma, jer tih t, tamo nema. Ipak, t; max2 poklapa se sa t; M5, koji sadrzi
sedam monosaharidnih jedinica, iz ¢ega se moZze zakljuciti da max2 takode ima sedam

monosaharidnih jedinica. Kandidat za strukturu iz max2 je biantenarni agalakto-glikan
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bez Fuc u jezgru - NGA2 (max3 bez Fuc). Za max6 mozemo pretpostaviti da sadrzi
deset monosaharidnih jedinica, jer se njegov t; i t; M8, koji sadrzi deset monosaharidnih
jedinica, poklapaju. I, na kraju, iz Tabele 3 se vidi da se t, max1 i max4 ne mogu dovesti
u vezu ni sa jednim od t, N-glikana iz kontrolnog seruma ili iz RNaze B. Ipak, t. max1
manje je od t, max2, koje odgovara t; M5. S obzirom da se u DSA-FACE manji N-
glikani eluiraju ranije, moze se zakljuciti da max1 najverovatnije sadrzi manje od sedam
monosaharidnih jedinica, odnosno to bi mogla da bude paucimanozna struktura formule
MansGIcNAC,.

DSA-FACE metoda ima i svoja ogranicenja kao i nedostatke. Glavni nedostatak
metode je Sto se sijalinizovani glikani ne mogu analizirati ovom metodom, a poznato je
da se Sia nalazi na zavrSecima mnogih N-glikanskih lanaca (Odeljak 2.3.2.1.). Naime,
razdvajanje N-glikana u DSA-FACE se zasniva na razlikama u njihovoj masi/obliku, jer
su svi istog naelektrisanja, koje potice od trostruko negativno naelektrisane APTS
fluorescentne boje na redukujuéem kraju. Negativno naelektrisanje Sia na
neredukuju¢em kraju nekih N-glikana bi dovelo do povecanja negativne Sarze i do
njihovog brzeg kretanja pri elektroforezi, u odnosu na glikane iste mase ali manje Sarze,
Sto bi Cinilo zavisnost t; od mase glikana nepouzdanim i onemogucilo tumacenje
rezultata. Zato se svi ostaci Sia uklanjaju sa APTS-glikana pre analize DSA-FACE,
dejstvom enzima sijalidaze. Ovo, medutim, ima za posledicu gubitak informacije o
broju i polozaju Sia na zavrSecima lanaca N-glikana (Vanhooren i sar., 2008; Fang i
sar., 2010a). Analiza sijalinizovanih N-glikana nije laka ni kada se primenjuju druge
metode, jer se Sia delimi¢no raspada i prilikom MALDI jonizacije uzoraka (Keck i sar.,
2005; Morelle i sar., 2006). Zbog toga je sadrzaj Sia u uzorcima solubilizata ispitivan
alternativnom metodom - lektinskim blotom, o kome ¢e biti re¢i u Odeljku 4.1.1.2.
Drugo ograni¢enje metode DSA-FACE je to S$to ona ne daje direktnu informaciju o
strukturi N-glikana, ve¢ je moguce samo njihovo profilisanje. Ipak, odredene
informacije o strukturi N-glikana se mogu dobiti kombinovanjem DSA-FACE sa
digestijom razli¢itim enzimima - egzoglikozidazama (Vanhooren i sar., 2008).

Gotovo sve pretpostavljene strukture N-glikana iz uzoraka placente, osim N-
glikana max5, sadrze L-Fuc (Slike 14 i 15). Ukoliko bismo mogli dokazati prisustvo
Fuc na N-glikanima iz placente, to bi znacilo potvrdu pretpostavljenih struktura. Fuc se

Cesto nalazi vezana al,6-glikozidnom vezom za unutraSnji ostatak GIcNAc (Fuc u
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jezgru), odnosno GIcNACc koji je vezan za ostatak Asn u proteinima (Odeljak 2.3.2.1.).
Fuc se moze zavrSavati lanac N-glikana, kad je Fuc vezana al,2 vezom za Gal iz
sekvence GalB1,4GlcNAc, ili al,3-glikozidnom vezom za GIcNACc iz ove sekvence
(antenarna Fuc). Da bi se utvrdilo prisustvo Fuc u ispitivanim N-glikanima, uzorci
solubilizata su tretirani o-L-fukozidazom (Liu i sar., 2007). Ovaj enzim katalizuje
hidrolizu o-glikozidnih veza izmedu Fuc i ostatka lanca N-glikana (veze mogu biti
al(2,3,4,6)), a najveéu aktivnost ima spram Fuc u jezgru N-glikana

(www.prozyme.com). Na Slici 16 dat je primer DSA-FACE profila desijalinizovanih

APTS-obelezenih N-glikana poreklom iz uzoraka PTTs pre i posle dejstva a-L-
fukozidaze. Na osnovu rezultata prikazanih na Slikama 14 i 15, i u Tabeli 3,
pretpostavljeno je da se u max3, max7, max8 i max10 nalaze N-glikani koji sadrze

jezgarnu Fuc, kao i da se u max9 i max 11 nalaze N-glikani koji sadrZe antenarnu Fuc.
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Slika 16. Reprezentativni DSA-FACE profili solubilizata pre i posle dejstva fukozidaze.
Strukture glikana prikazane su po uputstvu Konzorcijuma za funkcionalnu glikomiku
(videti i legendu ispod Slike 14).

Sa Slike 16 se moze videti da je usled dejstva a-L-fukozidaze kod vecine
maksimuma doSlo do odredenog pomeranja t; ka nizim vrednostima, Sto ukazuje na
eluciju N-glikana manjih masa. Pomeranje maksimuma uzrokovano je dejstvom o-L-
fukozidaze, $to je potvrda prisustva a-vezane Fuc u N-glikanima ispitivanih uzoraka. Na
kraju, bilo bi moguce primeniti fukozidazu visoke specifi¢nosti, koja bi delovala gotovo

isklju¢ivo na jezgarnu Fuc ili na antenarnu Fuc. Ukoliko bi tada doSlo do pomeranja
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samo nekih maksimuma, ovo bi predstavljalo jo§ ja¢i dokaz u prilog predlozenih
struktura ispitivanih N-glikana iz placenti (Liu i sar., 2007).

Integraljenjem povrsina ispod glikanskih maksimuma je ustanovljeno da je
max7 najzastupljeniji u svim ispitivanim uzorcima solubilizata. To znac¢i da
najzastupljeniji N-glikan, osloboden sa membranskih proteina iz humane placente, ima
t identican NA2F (asijalo biantenarni glikan sa Fuc u jezgru). Kao S§to je vec
spomenuto, vrlo su retki literaturni podaci o membranskom N-glikomu i novijeg su
datuma (Horvat i sar., 2012; Horvat i sar., 2013; Liu i sar., 2013). Sva tri navedena rada
opisuju N-glikom tumorskih ¢elijskih linija ili tumorskog tkiva, nijedan se ne odnosi na
zdravo tkivo. U vreme kad je osmiS$ljavana ideja o izradi ove teze postojao je samo
jedan rad o membranskom N-glikomu, i taj se odnosio na glikom dve kancerske ¢elijske
linije (Naka i sar., 2006). Rezultati izlozeni u ovoj tezi, dakle, prvi su literaturni podaci
0o membranskom N-glikomu humane placente (Robajac i sar., 2014), pa nije bilo
moguée porediti ih sa rezultatima slicne vrste. Horvat i saradnici su N-glikane
oslobadali PNGazom sa celih HeLa ¢elija, koje su bile zarobljene u poliakrilamidnom
gelu, dok je N-glikom profilisan HPLC metodom, nakon obelezavanja N-glikana
fluoroforom 2-aminobenzamidom. Pik disijalo biantenarnih N-glikana sa Fuc u jezgru-
A2F ¢inio je 28,92% ukupnih N-glikana iz uzorka, dok je pik tetraantenarnih N-glikana
¢inio 12,83% (Horvat i sar., 2013). Rezultati dobijeni u ovoj tezi pomo¢u DSA-FACE
(prikazani u Tabeli 4) pokazuju da je zastupljenost biantenarnih glikana sa Fuc u jezgru
(NA2F) 24,43 + 1,14% u PPT, odnosno 28,01 + 1,31% u PTT uzorcima (prikazano na
Slici 25). Sto se tie tetraantenarnih N-glikana, rezultati ove teze daju slede¢e vrednosti
zastupljenosti: 6,65 + 0,92% u PPT, odnosno 11,06 + 1,03 % u PTT uzorcima
(prikazano na Slici 25). Ovo predstavlja vise nego dobro slaganje, s obzirom na drugi
tip ¢elija i drugu metodu profilisanja N-glikana.

NA2F je opisan i kao najzastupljeniji N-glikan na DSA-FACE profilu
membrana tumorskih ¢elijskih linija dojke (Liu i sar., 2013). A2F je opisan kao
najzastupljeniji N-glikan jednog membranskog proteina iz humane placente - asp;
integrina (Nakagawa i sar., 1996). Disijalo biantenarna struktura sa Fuc u jezgru (A2F)
je bogato zastupljeni N-glikan i hormona B-hCG iz humane placente (humani horionski
gonadotropin). NA2F 1 NA2 su takode najzastupljeniji N-glikani vezani za
glikoproteinsku slobodnu alfa podjedinicu iz humane placente (Nemansky i sar., 1998).
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Vrednosti relativnih intenziteta svih pojedinacnih maksimuma sa DSA-FACE

profila prikazane su u Tabeli 4.

Tabela 4. Vrednosti relativnih intenziteta N-glikanskih maksimuma PPT i PTT uzoraka

mlade (m) i starije (s) grupe. Vrednosti relativnih intenziteta date su zajedno sa

vrednostima standardne devijacije (sd).

PPTm=xsd | PPTs+sd | PTTmxsd | PTTs +sd
maxl | 4,714 45+04 6,2+04 6,5+0,6
max2 | 116+34 | 112+13| 7,3+0,8 7,714
max3 | 39+01 | 41+03 | 41+13 | 35+0,3
max4 | 7,6+24 7,3+£0,7 5,0+£0,9 53+1,0
max5 | 11,5+14 | 115+06 | 99+11 92+10
max6 | 61+09 | 64+08 | 54+07 | 53+0,8
max7 | 243+15 | 246+0,7 | 285+15 | 27,510
max8 | 14,1+3,1 | 136+16 | 90+12 99+1.2
max9 | 4816 48+0,5 52+0,8 56+17
max10| 4,8+0,9 5,2+0,5 8,3+0,6 84+12
max11l| 6,612 6,7+06 | 11,0+1,1 | 11,1+11

Da bi se ispitao uticaj starosti zena na profil N-glikana iz njihovih placenti, za
medusobno poredenje su uzimani podaci dobijeni za Zene iz dve razliCite starosne grupe
(mlada 1 starija grupa), vode¢i racuna da budu iste gestacijske starosti. Dakle, statisticki
su obradena dva seta podataka: 1) PPTm naspram PPTs i 2) PTTm naspram PTTSs.
Izmedu podataka nije nadena statisticki znacajna razlika, odnosno starosna dob Zena ne
uti¢e na kvalitativnu ili kvantitativnu promenu zastupljenosti N-glikana vezanih za
membranske proteine humane placente. Uticaj gestacijske starosti je posebno ispitivan i
bice opisan u Odeljku 4.1.2.

Za razliku od celijske membrane, brojni su literaturni podaci koji opisuju
promene u serumskom N-glikomu pod uticajem razlic¢itih faktora (Knezevi¢ i sar., 2009;
Knezevié i sar., 2010). 1z studija serumskog N-glikoma, uradenih na znacajnom broju
uzoraka (blizu 2000), moze se zakljuciti da on pocinje da se menja tek u srednjim

godinama (Knezevi¢ i sar., 2010). Analiza serumskog N-glikoma ispitanika starosti do
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68 godina pokazala je da se sadrzaj biantenarnih N-glikana (fukozilovanih, agalakto-,
digalakto- i disijalo-) menja sa godinama, i to znacajnije kod Zena nego kod musSkaraca
(Knezevic i sar., 2010). Koriste¢i DSA-FACE profile serumskih N-glikana, utvrdeno je
da se kod ljudi starijih od 50 godina povecava sadrzaj NGA2F i NGA2FB glikana, i
smanjuje sadrzaj NA2F glikana (Vanhooren i sar., 2007; Vanhooren i sar., 2010).

Ako se uporede DSA-FACE profili N-glikana iz seruma (Vanhooren i sar.,
2007) i iz humane placente (Robajac i sar., 2014), redosled zastupljenosti N-glikana iz
seruma je: NA2>NA2F>NGAZ2F, a iz placente: NA2F>NA2FB. Masinerija za N-
glikozilaciju jeste ista u svim ¢elijama, ali nije ista ekspresija gliko-gena, niti je ista
aktivnost glikozil-transferaza (Odeljak 2.3.2.2.), §to moZe biti uzrok razlika. Drugim
re¢ima, sasvim je moguca tkivna specificnost N-glikozilacije. U ¢eliji se mogu vezati
razli¢iti N-glikani za proteine koji ¢e biti sekretovani (takvi su serumski proteini) i za
membranske proteine, koji ¢e sluziti (izmedu ostalog) za meducelijske interakcije.
Pored toga, u ovoj tezi je sakupljen relativno mali broj uzoraka (190 placenti
rasporedeno u 44 uzorka solubilizata). Vazno je podsetiti se da je sakupljanje placenti
ogranic¢eno jo$ i reproduktivnim razdobljem Zene. Tako su placente koriS¢ene u ovoj
tezi dobijene od Zena starosti do 45 godina (samo je jedna imala 47 godina), $to je ispod
starosne granice ljudi kod kojih su uocCene promene u glikozilaciji serumskih
glikoproteina.

Rezultati predstavljeni u ovoj tezi, dakle, ukazuju da starost zena nije bila od
uticaja na N-glikanski profil solubilizovanih desijalinizovanih membranskih proteina iz

humane placente.

4.1.1.2. Lektinski blot N-glikozilovanih membranskih proteina iz humane placente

Lektini su Siroko zastupljeni medu tehnikama ispitivanja glikanskih struktura.
Lektinska histohemija, odnosno bojenje ¢elija i tkiva rastvorima obelezenih lektina
(fluorescentno ili biotinom) daje informacije o prisustvu i raspodeli specifi¢nih glikana
na povrsini Celije, ali 1 u citoplazmi (Sgambati i sar., 2007; Jones i Aplin, 2009; Marini i
sar., 2011; Aplin i Jones, 2012). Za razliku od lektinske histohemije, lektinski blot moze

dati informacije o opsegu molekulskih masa glikoproteina, nosilaca glikana za koje se
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vezuju obelezeni lektini. Lektinska afinitetna hromatografija ¢e biti detaljno opisana u
odeljku 4.2,

Ve¢ smo u prethodnom odeljku napomenuli da je osnovni nedostatak DSA-
FACE metode to Sto su informacije o sijalinizovanim N-glikanima izgubljene. Ipak,
podatak o relativnoj zastupljenosti sijalo N-glikana je izuzetno bitan. Naime, brojni
autori upucuju na promene upravo u sadrzaju terminalne Sia na lancima N-glikana
glikoproteina, koje nastaju kao posledica mnogih patofizioloskih stanja kao Sto su:
starenje (Knezevi¢ i sar., 2010; Mehdi i sar., 2012), tumorigeneza (Bull i sar., 2014),
zivotni stil (Knezevi¢ i sar., 2010). U ovoj tezi je prisustvo sijalo N-glikana na
glikoproteinima iz membrana placenti ispitivano lektinskim blotom, lektinima koji
specificno prepoznaju ostatke Sia. Pored toga, svi uzorci koji su analizirani sa DSA-
FACE, analizirani su i pomocu Sirokog spektra lektina razli¢itih saharidnih specifi¢nosti
(Tabela 1, Odeljak 2.4.1.) u lektinskom blotu.

Membranski (gliko)proteini iz uzoraka solubilizata razdvojeni pomoc¢u SDS-
PAGE preneti su na nitroceluloznu membranu, koja je potom inkubirana sa
odgovarajuc¢im lektinom, kovalentno vezanim za biotin (detaljniji opis dat je u Odeljku
3.14.). Glikoproteini sa vezanim biotinilovanim lektinom na nitroceluloznoj membrani
se vizualizuju vezivanjem HRP-avidina D. Intenzitet lektin-reaktivne glikoproteinske
trake je srazmeran zastupljenosti detektovanog glikana u tom glikoproteinu.
Denzitometrijska analiza glikoproteinskih traka omogucila je poredenje njihovih
intenziteta u ispitivanim uzorcima. Naime, denzitometrijska analiza omogucava da se
zatamnjenje traka numericki izrazi u vidu arbitrarnih denzitometrijskih jedinica (ADU).

Vazno je naglasiti da su u ovom radu isti uzorci solubilizata membrana placenti
analizirani i DSA-FACE metodom i lektinskim blotom (Odeljak 4.1.1.). Priprema
uzorka za DSA-FACE je ukljucivala korak uklanjanja N-glikana sa glikoproteina i
obelezavanje oslobodenih N-glikana, pre nego S§to su razdvajani kapilarnom
elektroforezom. Pri lektinskom blotu razdvajaju se glikoproteini elektroforezom,
prenose na membranu i detektuju obelezenim lektinima. Prvo je na uzorcima radena
DSA-FACE analiza, a zatim su, na osnovu struktura najzastupljenijin N-glikana u
uzorcima, za lektinski blot odabrani lektini ¢ija se saharidna specifi¢nost ili selektivnost

podudara sa saharidnim ostacima detektovanim na N-glikanima putem DSA-FACE.
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Detaljna specifi¢nost lektina prikazana je u Tabeli 1 (Odeljak 2.4.1.). Lektini koris¢eni u
blotovima su: LCA, PHA-E, PHA-L, SNA i MAL-II.

Da bi se ispitao uticaj starosnog doba na membranski N-glikom, ADU vrednosti
dobijene denzitometrijskom analizom traka sa lektinskih blotova su podvrgnute
statistickoj obradi. Poredene su po dve grupe uzoraka placenti Zena iste gestacijske
starosti, ali razli¢ite starosne grupe, to jest uzorci PPTm sa uzorcima PPTs, odnosno
uzorci PTTm sa uzorcima PTTs.

Prema rezultatima dobijenim pomoé¢u DSA-FACE jezgarna L-Fuc je bila
prisutna u skoro svim N-glikanima oslobodenim sa membranskih glikoproteina iz
placente (Tabela 3), zbog Cega je proveravano njeno prisustvo i odredivan sadrzaj
lektinskim blotom sa LCA. LCA se vezuje za Man iz trimanoznog jezgra biantenarnih
N-glikana, ali do vezivanja znacajnog afiniteta dolazi samo ako je u jezgru N-glikana
prisutna ol,6-vezana L-Fuc (Tabelal, Odeljak 2.4.1). LCA blotom su detektovani
membranski glikoproteini iz humane placente koji imaju biantenarne N-glikane sa L-

Fuc u jezgru (Slika 17).
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Slika 17. Lektinski blot uzoraka solubilizata sa biotinilovanim LCA. PPTm, uzorci iz
placenti prvog trimestra mladih Zena; PPTs, uzorci iz placenti prvog trimestra starijih
zena; PTTm, uzorci iz placenti treeg trimestra mladih Zena; PTTs, uzorci iz placenti

tre¢eg trimestra starijih Zena. Markeri masa oznaceni su strelicama sa strane.

LCA blotom je potvrdeno prisustvo biantenarnih N-glikana sa jezgarnom Fuc u svim
ispitivanim uzorcima. Statistickom obradom podataka utvrden je manji sadrzaj LCA-
reaktivnih glikoproteina u PPTm nego u PPTs uzorcima (p<0,01). Znaci da kod placenti
prvog trimestra, uzorci iz mlade starosne grupe imaju manje LCA-reaktivnih
glikoproteina nego oni iz starije grupe. Nasuprot tome, kod placenti treeg trimestra,

uzorci iz mlade starosne grupe imaju vise LCA-reaktivnih glikoproteina nego oni iz
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starije grupe (p<0,01). Ako se podsetimo prethodnog odeljka, putem DSA-FACE nije
nadeno da starost Zena utiCe na zastupljenost biantenarnih N-glikana sa jezgarnom Fuc
(Odeljak 4.1.1.1.). Razlog ovom neslaganju treba traziti u razli¢itim principima dve
metode.

Poznato je da oba lektina iz pasulja, PHA-E i PHA-L, vezuju terminalne ostatke
Gal 1 da su specificni za kompleksne N-glikane. Naime, PHA lektini ¢e vezati ostatke
Gal, koji se nalaze u okviru lanca N-glikana kompleksnog tipa ukoliko su oni sterno
dostupni. PHA-E vezuje biantenarne N-glikane sa umetnutim GIcNAc (NA2B) i gotovo
uopSte ne vezuje triantenarne i tetraantenarne N-glikane. PHA-L vezuje pretezno
multiantenarne N-glikane (NA3 i NA4), a ne vezuje glikane koji imaju umetnuti
GIcNAC (Tabela 1, Odeljak 2.4.1.). Prisustvo Sia, vezane za Gal na krajevima lanaca N-
glikana, ometa vezivanje PHA lektina za Gal (Green i Baenziger, 1987). Stoga su
alikvoti solubilizata kori$¢eni za PHA-E i PHA-L lektinski blot podvrgnuti hemijskoj
desijalinizaciji (Odeljak 3.14.). Reprezentativni lektinski blotovi sa PHA-E i PHA-L
prikazani su na Slici 18. Prisustvo biantenarnog N-glikana sa umetnutim ostatkom
GIcNAc, koji je detektovan u DSA-FACE (NAZ2FB, Tabela 3), je potvrdeno PHA-E
blotom u svim ispitivanim uzorcima solubilizata (Slika 18A). PHA-L blotom je
potvrdeno i prisustvo multiantenarnih N-glikana (Slika 18B), koji su detektovani kao
maksimumi 9, 10 i 11 na DSA-FACE profilu (NA3Fb, NA3F, NA4FDb, Tabela 3).
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Slika 18. Lektinski blot uzoraka solubilizata sa biotinilovanim A) PHA-E i B) PHA-L.
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PPTm, uzorci iz placenti prvog trimestra mladih Zena; PPTs, uzorci iz placenti prvog
trimestra starijih Zena; PTTm, uzorci iz placenti treceg trimestra mladih zena; PTTs,
uzorci iz placenti treCeg trimestra starijih Zena. Markeri masa oznaceni su strelicama sa

strane.
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Statistickom analizom denzitometrijskih podataka dobijenih iz PHA-E i PHA-L blotova
nisu uocene razlike izmedu uzoraka iz placenti mladih 1 starijih Zena, ni za jednu
gestacijsku grupu (prvi i tre¢i trimestar). Ovaj rezultat je potvrdio rezultate DSA-FACE
analize, gde je takode utvrdeno da starost Zena ne utiCe na zastupljenost nijednog
pojedina¢nog N-glikana.

Priprema uzoraka N-glikana za DSA-FACE podrazumeva njihovu
desijalinizaciju (Odeljak 3.15), pa se procena sadrzaja Sia u ispitivanim uzorcima mora
raditi drugom metodom. U ovom radu je prisustvo i zastupljenost sijalo-glikoproteina u
placenti ispitivano lektinskim blotom. Sia se nalazi uvek na kraju lanca N-glikana, i
najcesce je vezana 02,6- ili a2,3-glikozidnom vezom (Odeljak 2.3.2.1.). Za blot su
odabrana dva lektina specifi¢na za Sia: SNA, koji je specifican za a2,6-Sia i MAL-II,
koji je specifican za a2,3-Sia (Tabela 1, Odeljak 2.4.1.). Reprezentativni lektinski
blotovi sa MAL-II (A) i SNA (B) su prikazani na Slici 19.
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Slika 19. Lektinski blot uzoraka solubilizata sa biotinilovanim A) MAL-II i B) SNA.
PPTm, uzorci iz placenti prvog trimestra mladih Zena; PPTSs, uzorci iz placenti prvog
trimestra starijih Zena; PTTm, uzorci iz placenti treeg trimestra mladih Zena; PTTs,
uzorci iz placenti treeg trimestra starijih Zena. Markeri masa oznaceni su strelicama sa

strane.

MAL-Il blotovima (Slika 19A) je ukazano na prisustvo membranskih

glikoproteina, ¢iji se N-glikani zavr§avaju a2,3-vezanom Sia. Statisticka analiza MAL-
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Il-reaktivnih glikoproteinskih traka upucéuje na veéi sadrzaj o2,3-vezane Sia u PPTs,
nego u PPTm uzorcima (p<0,01). Nasuprot tome, PTTs i PTTm uzorci se nisu
razlikovali po svom sadrzaju a2,3-Sia. To znaci da starost zZena ne utice na stepen 02,3-
sijalinizacije glikoproteina u placentama tre¢eg trimestra, dok u prvom trimestru
gestacije postoji korelacija izmedu starosti zena i sadrzaja 02,3-sijalo-glikoproteina u
njihovim placentama.

Uzorci PPT su imali slican sadrzaj SNA-reaktivnih glikoproteina, bez obzira na
starost Zena (Slika 19B), dok je nesto veci sadrzaj o2,6-sijalo-glikoproteina naden u
PTTm uzorcima u odnosu na PTTs uzorke (p<0,05). Za definitivne zakljucke o uticaju
starosti Zena na stepen o2,6-sijalinizacije njihovih membranskih proteina iz placente
trebalo bi eksperiment uraditi sa ve¢im brojem uzoraka.

Rezultati lektinskog blota, dakle, potvrdili su prisustvo i terminalne a2,3-Sia i
terminalne a2,6-Sia ha membranskim glikoproteinima iz humane placente. Poznato je
da humana placenta sadrzi enzime ST koji mogu dodati Sia na Gal iz sekvence
Galp1,4GlcNAc u polozaju a2,6- (ST6) i 02,3- (ST3) (Odeljak 2.3.2.1.). Pokazano je da
je placentna ST3 zastupljenija u odnosu na ST6 (Van den Eijnden and Schiphorst,
1981). Dva proteina iz humane placente, enzim B-glukocerebrozidaza (Takasaki i sar.,
1984) i membranski protein - transferinski receptor sadrze gotovo isklju¢ivo 02,3-
vezanu Sia (Orberger i sar., 1992). Neki autori su ¢ak predlozili da je 02,3-Sia opSta
odlika svih glikoproteina iz humane placente. Medutim, placentni membranski protein
aSB1 integrin moze sadrzati i 02,3- 1 02,6-vezanu Sia, pri cemu samo 20% molekula
nosi a2,6-Sia (jedan isti molekul proteina ne moze istovremeno sadrzavati i 02,3- i 02,6~
vezanu Sia). I na kraju, a2,6-Sia se moze na¢i samo na krajevima biantenarnih lanaca
(Nakagawa i sar., 1996). Sve je viSe autora koji sugeriSu da postoji povezanost nivoa
Sia na serumskim glikoproteinima i hroni¢ne inflamacije (engl. inflammaging), ali i
starenja (Dall'Olio i sar., 2013). Interesantno bi bilo ispitati da li je to slucaj i sa
membranskim glikoproteinima, odnosno da li se sa starenjem menja stepen sijalinizacije
pojedina¢nih membranskih proteina (kao $to su receptori i jonski kanali). Ovakavo
istrazivanje je teSko izvesti, zbog zahteva za uzorcima zdravih tkiva. Rezultati o
sadrzaju sijalo-glikoproteina u uzorcima iz humane placente, koji su dobijeni pomoc¢u
MAL-II i SNA blota i predstavljeni u ovoj tezi, imaju preliminarni znac¢aj, zbog malog

broja uzoraka.
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4.1.1.2.1. Provera lektinske specifi¢nosti

Lektinski blot je spora metoda, a drugi nedostatak je Sto se mogu porediti samo
intenziteti traka iz uzoraka sa istog gela, ¢ime se ograniava broj uzoraka koji se mogu
medusobno porediti (do 30). Na kraju, uvek postoji moguénost nespecificnog vezivanja
lektina i za druge proteine prisutne u uzorku. Zbog toga su svi lektinski blotovi uradeni
u ovom radu rigorozno proveravani. U tom cilju, izvedeno je nekoliko razli¢ito
dizajniranih eksperimenata. Poredenje sadrzaja pojedinih tipova N-glikana medu
uzorcima bilo je izvedeno posredno, poredenjem intenziteta njihovih glikoproteinskih
traka nakon vezivanja biotinilovanih lektina. Da bi ovakvo poredenje izmedu uzoraka
bilo pouzdano, neophodno je da svi uzorci imaju identinu koncentraciju proteina
prilikom nanoSenja na SDS-PAGE. Zato su gelovi bojeni CBB bojom nakon svake
elektroforeze (Chevalier, 2010). Dodatno, gelovi su bojeni i Schiff-ovim reagensom,
koji specificno boji samo glikoproteine (Roth i sar., 2012). Duplikati uzoraka
solubilizata, koji su analizirani lektinskim blotovima, dakle, razdvojeni su na SDS-
PAGE, po dva gela u paru, koji su onda nezavisno bojeni, jedan gel CBB bojom, a drugi
gel Schiff-ovim reagensom (kao $to je opisano u Odeljcima 3.11. i 3.12.). Primeri

tipi¢nih obojenih gelova prikazani su na Slici 20.
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Slika 20. Bojenje membranskih proteina A) CBB bojom i B) Schiff-ovim reagensom.

PPTm, uzorci iz placenti prvog trimestra mladih Zena; PPTs, uzorci iz placenti prvog
trimestra starijih zena; PTTm, uzorci iz placenti tre¢eg trimestra mladih Zena; PTTs,
uzorci iz placenti treeg trimestra starijih Zena. Markeri masa oznaceni su strelicama sa

strane.

Svi gelovi su podvrgnuti denzitometrijskoj analizi posle bojenja, a dobijeni podaci
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potom 1 statistickoj obradi, koja je pokazala da nema znacajnih razlika u sadrzaju
detektovanih proteina (Slika 20A) i glikoproteina (Slika 20B) izmedu ispitivanih
uzoraka. To zna¢i da je sadrzaj (gliko)proteina (bar onih najzastupljenijih, koji se
uocavaju na gelovima) sliCan u svim ispitivanim uzorcima. To bi dalje znacilo da su
razlike u zastupljenosti pojedinih N-glikoproteina izmedu uzoraka, utvrdene lektinskim
blotom, pouzdane, odnosno da nisu posledica razli¢itih koncentracija glikoproteina u
uzorcima.

lako se lektini ve¢ decenijama koriste za kvalitativnu i kvantitativhu analizu
glikana, Cesto se u pitanje dovodi njihova specifi¢nost i selektivnost. Pojedini lektini
prepoznaju dva ili viSe specifiénih saharida, a apsolutna specificnost lektina se retko
srec¢e. Postoje Cak 1 literaturni podaci o tome da lektini mogu vezivati i nesaharidne
komponente biomolekula, kao §to su kratke sekvence aminokiselina koje prepoznaje
Con A (Jain i sar., 2000). Zbog toga je potrebno imati i negativne i pozitivne kontrole za
vezivanje lektina. Kao negativna kontrola za sve lektine, u ovoj tezi je koris¢en protein
za koji se pouzdano zna da ne nosi nijedan ostatak Secera, a to je BSA. Kao negativna
kontrola moze posluziti i glikoprotein ¢iji su N-glikanski lanci dobro prouceni i poznati
(npr. 1gG), ali samo za one lektine koji ne prepoznaju saharide sa ovih N-glikana. Na
kraju su potrebne i1 pozitivne kontrole za sve lektine, a to su glikoproteini ¢iji su N-
glikani poznati (i sadrze specifi¢ne saharide), da bi se potvrdilo da primenjeni lektini
zaista prepoznaju odredene N-glikane.

IgG je glikozilovan na Fc fragmentu, a njegovi lanci su uglavnom biantenarni N-
glikani, sa ili bez L-Fuc u jezgru, sa ili bez umetnutog GlcNAc i mnogi se zavr$avaju
ostacima 02,6-Sia (NGA2, NGA2F, NA2F, NA2B, NA2FB, A2F, A2B, i drugi). IgG ne
sadrzi multiantenarne N-glikane (Huhn 1 sar., 2009; Stadlmann 1 sar., 2009; Pucic¢ i sar.,
2011). Dakle, IgG je sluzio kao pozitivna kontrola za SNA (jer ima a2,6-Sia), PHA-E
(jer ima NA2B i NA2FB) i LCA (jer ima NGA2F, NA2F i A2F). 1gG je Kkoris¢en i kao
dodatna negativna proba za MAL-Il i PHA-L lektine, jer nema a2,3-Sia i
multiantenarne glikane. Rezultati su prikazani na Slici 21, na kojoj se moze uociti
potpuni izostanak glikoproteinskih signala na traci broj 1 na svim blotovima. Nijedan od
ispitivanih lektina, dakle, ne daje signal sa BSA, §to je i ocekivano. Ovo dalje znaci da,
u uslovima naseg blota, nije postojalo nespecificno vezivanje lektina za nesaharidne

komponente. IgG je dao signal u interakciji sa SNA, PHA-E i LCA, s$to je bilo
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ocekivano. Na ovaj nacin je potvrdena specifi¢nost pomenuta tri lektina. Nasuprot
ovome, 1gG nije dao signal sa MAL-I1 i PHA-L lektinima. To se i o¢ekivalo, s obzirom
da N-glikani sa IgG nemaju ni terminalnu o2,3-Sia ni multiantenarne glikane, pa je na
ovaj nacin proverena i selektivnost MAL-II (nije vezao 02,6-Sia sa 1gG) i PHA-L (nije

vezao biantenarne lance sa IgG).

PHA E LCA MAL ll PHA L

Slika 21. Provera specifi¢nosti biotinilovanih lektina u eksperimentima sa 1-BSA i 2-
lgG.

Specifi¢nost lektina je u ovom radu proveravana i putem inhibicije saharidima
koje lektini specificno vezuju (Tabela 2). Tako je vezivanje SNA za glikoproteine iz
uzoraka testirano u odsustvu i prisustvu Lac, dok je vezivanje LCA testirano sa Man.
Takode je testirana i inhibicija vezivanja nekih lektina za glikoproteine iz placente u
prisustvu glikoproteina koji sadrze specificne N-glikane. U ovom sluc¢aju dolazi do
kompeticije izmedu N-glikoproteina iz uzoraka i N-glikoproteina-inhibitora za
vezivanje na lektine, koji su za te glikane specifi¢ni. Testirani su inhibitorni
glikoproteini: fetuin, asijalofetuin i IgG. Fetuin sadrzi triantenarne N-glikane koji se
zavrSavaju a2,3-vezanom Sia, dok asijalofetuin nema Sia na krajevima svojih
triantenarnih lanaca (Baenziger i Fiete, 1979). Upravo su zbog toga ova dva
glikoproteina bila pogodna za kompetitivnu inhibiciju vezivanja MAL-II (fetuin) i
PHA-L (asijalofetuin). IgG je koris¢en kao kompetitivni inhibitor vezivanja PHA-E za
N-glikoproteine iz placente. Rezultati blotova uradenih u odsustvu/prisustvu
kompetitora su prikazani na Slici 22, sa koje se moze videti da signali ili gotovo
potpuno nestaju (SNA, PHA-E, PHA-L) ili im je intenzitet mnogo manji (LCA) u

prisustvu inhibitornog specifi¢nog saharida ili inhibitornog glikoproteina.
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SNA LCA MAL-II PHA-E PHA-L
+Lac -Lac +Man -Man +fetuin -fetuin +lgG  -1gG +asijalofet. -asijalofet.

Slika 22. Provera specifi¢nosti biotinilovanih lektina u testovima inhibicije vezivanja

lektina specificnim saharidima (Lac, Man) ili glikoproteinima (fetuin, IgG,

asijalofetuin).

U sluc¢aju MAL-II prisustvo fetuina je samo umanjilo intenzitet traka, a nije ih znacajno
inhibiralo. Tome moze biti razlog nedovoljna inhibitorna koncentracija fetuina u
inkubacionoj smesi sa uzorkom i MAL-Il. Ovim eksperimentom potvrdeno je
specifi¢no vezivanje lektina za N-glikoproteine iz humane placente.

lako su SNA i MAL-II lektini koji prepoznaju i vezuju ostatke Sia, ovaj saharid
se ne koristi za inhibiciju vezivanja lektina, jer je skup, a Lac je efikasna kao inhibitor
(www.vectorlabs.com), doduse u vecoj koncentraciji (1,5 M). Kao dodatna kontrola
specifi¢nosti  Sia-vezuju¢ih lektina (SNA i MAL-Il), kao i PHA-L, hemijski

desijalinizovani uzorci iz humane placente su podvrgnuti lektinskom blotu, Sto je

prikazano na Slici 23.

SNA MAL-II PHA-L
k pH2
~

k pH2

k pH2

4

Slika 23. Lektinski blot desijalinizovanih uzoraka. Provera specifi¢nosti biotinilovanih
lektina (SNA, MAL-Il i PHA-L) u eksperimentu sa hemijski desijalinizovanim
glikoproteinima iz uzoraka: k, kontrolni (netretirani) uzorak; pH2, uzorak tretiran HCI.

Na Slici 23 se uocava da glikoproteinske trake sa vezanim lektinima izostaju ili im je

smanjen intenzitet posle hemijske desijalinizacije. To znaci da ako se terminalni Sia
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ostatak ukloni sa N-glikoproteina (na pH 2), ne dolazi do vezivanja lektina specifi¢nih
za Sia, $to predstavlja direktni dokaz specifi¢nosti vezivanja SNA i MAL-II za ostatke
Sia na placentnim N-glikoproteinima. Kao jo$ jedna potvrda uspeSnosti hemijske
desijalinizacije, isti uzorci su analizirani i blotom sa PHA-L, sto je takode prikazano na
Slici 23. Desijalinizovani uzorak (pH 2) je dao mnogo jaci signal vezanog PHA-L od
kontrolnog, sijalinizovanog uzorka, $to je i o¢ekivano s obzirom da je PHA-L Gal-
vezujuci lektin, ¢ije vezivanje ometa terminalna Sia (Green i Baenziger, 1987). Ovim
eksperimentom je, ujedno, i opravdana neophodnost desijalinizacije uzoraka placentnih
glikoproteina, pre analize PHA lektinskim blotovima (Odeljak 3.14.).

Eksperimentima opisanim u ovom odeljku je, dakle, proverena specifi¢nost
lektina koje smo koristili u lektinskim blotovima. Pokazano je da su se lektini LCA,
PHA-E, PHA-L, SNA i MAL-II gotovo isklju¢ivo vezivali za saharidne ostatke na N-

glikanima kovalentno vezanim za membranske glikoproteine iz humane placente.

4.1.2. Gestacijske promene

Placenta je tkivo koje podseca na tumorsko tkivo, po tome §to veoma brzo raste i
razvija se, Sto vrs$i invaziju u epitel uterusa, razara krvne sudove domacina i uspostavlja
svoj sopstveni krvotok kojim preuzima nutrijente od domacina - u ovom sluéaju majke,
I §to ucestvuje u mehanizmima imunosupresije da ne bi doslo do odbacivanja (Murray i
sar., 1999). Ve¢ je spomenuto da je izmenjena glikozilacija proteina redovna pojava kod
tumorske celije (Glavey i sar., 2015). Kako gestacija napreduje i struktura i funkcija
placente se znatno menjaju (Gude i sar., 2004), pa je zadatak proteina placente da se
prilagode novim funkcijama. Najvaznije uloge u placentaciji su vezane za membrane
¢elija, tacnije za membranske proteine: invazija trofoblasta, adhezija i migracija,
transport kroz membranu 1 prenos signala rasta i proliferacije. Uzevsi u obzir navedeno,
radna hipoteza ove doktorske teze je bila da ¢e tokom gestacije do¢i do promena u
ekspresiji 1/ili funkcionisanju membranskih proteina. Ove se promene oc¢ekuju na nivou
N-glikozilacije membranskih proteina. Sledec¢i prethodno napisano, definisan je i jedan
od najbitnijih ciljeva ove teze, a to je ispitivanje uticaja gestacijske starosti na N-glikom
(to jest na profil N-glikana) membranskih proteina iz humane placente.

Uzorci solubilizata, koji su koriS¢eni za ispitivanje uticaja gestacijske starosti na
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membranski N-glikom su isti uzorci koji su bili kori§¢eni za ispitivanje uticaja starosti
zena (Odeljak 4.1.1.). Uzorci solubilizata placenti su podvrgnuti DSA-FACE analizi
(Odeljak 4.1.2.1.), a potom i lektinskom blotu (Odeljak 4.1.2.2.), koji je sluzio za
potvrdu rezultata dobijenih sa DSA-FACE.

4.1.2.1. Uticaj gestacijske starosti na profile mebranskog N-glikoma, odredene
pomocu DSA-FACE

Da bi se ispitalo postoje li razlike u sadrzaju najzastupljenijih N-glikana, koji su
enzimskom hidrolizom odvojeni sa glikoproteina izolovanih iz membrana ¢elija humane
placente, rezultati DSA-FACE analize uzoraka solubilizata (Odeljak 4.1.1.1.) su
statistiCki obradeni. Princip DSA-FACE analize, kao i podela uzoraka (n=44) u grupe
prema starosti Zena, kao i prema gestacijskoj starosti, detaljno je opisana u Odeljku
4.1.1. Kvalitativna analiza najzastupljenijih N-glikana (broj maksimuma na DSA-FACE
profilima je jednak u svim uzorcima), kao i njihova kvantitativna analiza (poredenje
relativnih intenziteta svih maksimuma N-glikana) pokazale su da starosna dob Zena ne
uti¢e na profile N-glikana analizirane pomo¢u DSA-FACE (Odeljak 4.1.1.1.). Zato su
uzorci namenjeni statistiCkoj analizi uticaja gestacijske starosti na relativne intenzitete
N-glikanskih maksimuma sa DSA-FACE profila (n=44) bili podeljeni u dve grupe:

1. solubilizati placenti prvog trimestra zdravih Zena, PPT (n=14);

2. solubilizati placenti treceg trimestra zdravih zena, PTT (n=30).

Dakle, uradena je DSA-FACE analiza 44 uzorka, a prikazani su samo reprezentativni
elucioni profili uzoraka iz dve grupe placenti, PPT i PTT (Slika 24). Na slici 24
prikazani su i DSA-FACE profili RNaze B i kontrolnog seruma.

Na DSA-FACE profilima sa Slike 24 se uocava jedanaest glikanskih
maksimuma. Kao $to je ve¢ opisano (Odeljak 3.15.), povrSine ispod glikanskih
maksimuma su integraljene, nakog Cega je izraCunat relativan intenzitet (fluorescencije)
svakog pojedinacnog maksimuma. Dobijene vrednosti su podvrgnute statistickoj obradi.

Rezultati poredenja dve grupe uzoraka razlicite gestacijske starosti su prikazani na Slici
25.
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Slika 24. Tipi¢ni profili desijalinizovanih APTS-obelezenih N-glikana sa membranskih
proteina poreklom iz placenti prvog (PPT) i treceg trimestra (PTT), analiziran pomoc¢u
DSA-FACE. Na slici su prikazani i N-glikani iz RNaze B, kao i kontrolnog humanog
seruma. Strukture N-glikana prikazane su po uputstvu Konzorcijuma za funkcionalnu

glikomiku (videti i legendu ispod Slike 14).

Sa slike 25 se uocava da je ubedljivo najzastupljeniji N-glikan u obe grupe
uzoraka NAZ2F, koji se eluira u max7. Interesatno je da je najzastupljeniji N-glikan na
jednom humanom placentnom membranskom proteinu - asp; integrinu di-a-2,3-sijalo-
NAZ2F (Nakagawa i sar., 1996), koji predstavlja sijalinizovani oblik glikana eluiranog u
max7. Drugi po zastupljenosti u uzorcima PPT je NA2FB iz max8. U uzorcima PTT,
drugi po zastupljenosti je NA4Fb iz max11. Sa Slike 25 se takode uocava da postoje
statisticki znacajne razlike u relativhom intenzitetu 9 od ukupno 11 maksimuma
N-glikana. Radi jednostavnosti, u daljem tekstu ¢e relativni intenziteti maksimuma biti
zamenjeni relativnom zastupljenoS$¢u odgovarajué¢ih N-glikanskih struktura, koje se
eluiraju u okviru tih maksimuma. Strukture N-glikana su pretpostavljene na osnovu

elucionih vremena, kako je to detaljno opisano u Odeljku 4.1.1.1.
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Slika 25. Relativna zastupljenost N-glikanskih maksimuma iz DSA-FACE profila
uzoraka placenti prvog (PPT) i tre¢eg trimestra (PTT). Zvezdicom je oznafeno
postojanje statisticki znacajne razlike PPT i PTT uzoraka (p<0,05). Strukture glikana
prikazane su po uputstvu Konzorcijuma za funkcionalnu glikomiku (videti i legendu
ispod Slike 14).

U placentama tre¢eg trimestra ima vise: Man3GICNAC; iz max1, NA2F iz max7, NA3F
iz max10 1 NA4Fb iz max11, §to bi moglo ukazivati na gestacijsko povecanje sadrzaja
ovih N-glikana na membranskim glikoproteinima. U placentama treéeg trimestra ima
manje: NGA2 iz max2, N-glikana iz max4 (njegova struktura nije mogla Dbiti
pretpostavljena, Odeljak 4.1.1.1.), NA2 iz max5, N-glikana iz max6 i NA2FB iz max8,
Sto bi moglo ukazivati na gestacijsko smanjenje sadrzaja ovih N-glikana na
membranskim glikoproteinima. SadrZzaj NGA2F iz max3 i NA3Fb iz max9 je slian u
obe grupe uzoraka, i izgleda da ostaje nepromenjen tokom gestacije. StatistiCka obrada
rezultata profilisanja N-glikana iz uzoraka placenti razli¢ite gestacijske starosti, dakle,
pokazuje da se tokom gestacije menja njihova zastupljenost na membranskim
glikoproteinima.

Rezultati relativne zastupljenosti pojedina¢nih N-glikana su kombinovani u cilju
dobijanja dodatnih informacija o gestacijskim promenama u N-glikomu. Da bi se
ispitalo da li je doslo do promena u ukupnom sadrzaju N-glikana sa jezgarnom L-Fuc,

sabrane su povrsine ispod onih maksumuma u kojima se eluiraju ti N-glikani, a to su:
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max3 (NGA2F), max7 (NA2F), max8 (NA2FB) i max10 (NA3F) u PPT, odnosno PTT
grupi, i dobijena vrednost je podeljena sa ukupnom povrSinom ispod svih maksimuma.
Nadeno je da je ukupna zastupljenost N-glikana sa jezgarnom Fuc veéa u PTT (49,6 +
1,5%) nego u PPT uzorcima (47,3 + 2,6%), p<0,01, Sto ukazuje na gestacijski porast
njihovog sadrzaja. Medu N-glikanima koji imaju jezgarnu Fuc nalazi se i jedan N-glikan
koji, pored ovog ostatka, ima i umetnuti ostatak GICNAc, a to je NA2FB iz max8, koji
je veoma zastupljen. Ako se NA2FB izuzme iz prethodnog racuna, zastupljenost N-
glikana sa jezgarnom Fuc u PTT (40,2 £ 1,6%) je statisticki znacajno vec¢a nego u PPT
uzorcima (33,4 £+ 1,8%), p<0,0001, odnosno, gestacijsko povecanje sadrzaja N-glikana
sa jezgarnom Fuc je jo$ izrazenije. Ovo je posledica trenda promene zastupljenosti
NA2FB tokom gestacije (pad), koji je suprotan trendu promene zastupljenosti
fukozilovanih N-glikana (porast). Dobijenim rezultatima idu u prilog i retki literaturni
podaci 0 N-glikozilaciji pojedina¢nih proteina placente. Tako npr. vise od 50% svih
oligosaharida sa osP; integrina iz humane placente sadrzi jezgarnu Fuc (Nakagawa i
sar., 1996). Vecina N-glikana koji ulaze u sastav a-podjedinice hCG iz humane placente
treceg trimestra je takode fukozilovana u jezgru (Nemansky i sar., 1998).

Zatim je ispitano da li je tokom gestacije doslo do promena u ukupnom sadrzaju
svih N-glikana koji nose ostatke L-Fuc. U tu svrhu je izra¢unata ukupna zastupljenost
svih fukozilovanih N-glikana, odnosno zbir zastupljenosti onih Kkoji nose jezgarnu L-
Fuc (max3, max7, max8 i max10) i onih koji nose antenarnu L-Fuc (max9 i max11), u
svim uzorcima placenti prvog i treceg trimestra. Nadeno je da je veliki udeo (priblizno
60%) svih placentnih N-glikana fukozilovan (od ¢ega 4/5 ¢ini jezgarna fukozilacija).
Ukupan sadrzaj fukozilovanih N-glikana u uzorcima PTT (66,1 + 1,7%) je znacajno
veci nego u PPT (58,7 + 2,6%), sa p<0,0001, ukazujuéi na trend gestacijskog povecanja
ovih glikana.

I, na kraju, izracunata je ukupna zastupljenost multiantenarnih kompleksnih N-
glikana, koji se eluiraju u okviru max9, max10 i max11, za sve uzorke PPT i PTT. Sa
Slike 25 se moze uoditi da je relativni intenzitet max10 i max11 znacajno ve¢i u PTT
nego u PPT uzorcima. I intenzitet max9 je ve¢i u PTT uzorcima, ali ova razlika nije
statistiCki znacajna. U max9, max10 i max1l eluiraju se N-glikani sa tri (NA3Fb,
NA3F) i Cetiri antene (NA4FDb). Vec¢i ukupan sadrzaj multiantenarnih N-glikana naden
jeu PTT (24,8 = 1,8%) nego u PPT solubilizatima (16,4 £+ 2,4%), p<0,0001, Sto ukazuje
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na gestacijski porast multiantenarnin N-glikana na glikoproteinima iz celijskih
membrana placente.

Dakle, DSA-FACE analizom je utvrdeno da postoje znacajne gestacijske razlike
u zastupljenosti velikog broja N-glikana na membranskim glikoproteinima izolovanim
iz humane placente. Dobijeni rezultati jasno ukazuju na promene u N-glikomu
placente tokom gestacije. Ove promene ukljucuju: porast sadrzaja N-glikana sa Fuc u
jezgru, porast ukupnog stepena fukozilovanja N-glikana (fukozilovanje u jezgru +
antenarno fukozilovanje), i porast sadrzaja multiantenarnih kompleksnih N-glikana.
Jedino $to se smanjuje tokom gestacije je zastupljenost N-glikana sa umetnutim
GIcNAc.

Studije gestacijskih promena glikozilacije placentnih proteina su retke u
literaturi. Pokazano je da je asP; integrin iz citotrofoblastnih ¢elja placente prvog
trimestra drugacije glikozilovan od onog iz treéeg trimestra (Moss 1 sar., 1994).
Gestacijsko povecanje fukozilacije u jezgru glikana placentnog proteina a-hCG (glavni
proteinski produkt placente) takode je opisano u literaturi. Pred kraj trudnoce, gotovo
100% svih N-glikana na ovom proteinu je fukozilovano. Predlozeni uzrok je promena
ekspresije FUTS, koja katalizuje vezivanje Fuc u jezgro glikana (Odeljak 2.3.2.1.), i za
koju autori smatraju da je gestacijski regulisana (Nemansky i sar., 1998). Fuc u jezgru
N-glikana je obilno prisutna u humanoj placenti i smatra se da je ona od esencijalnog
znacaja za implantaciju 1 rast embriona (Aplin 1 Jones, 2012).

Povecanje zastupljenosti multiantenarnih N-glikana tokom gestacije primec¢eno
je kod placentnog hCG 1 njegove o podjedinice (Skarulis i sar., 1992). U literaturi je
opisano 1 gestacijsko povecanje (u ovom slucaju izmedu ranog i kasnog drugog
trimestra) sadrzaja triantenarnih N-glikana na o-hCG, koju autori objasnjavaju
izmenjenom ekspresijom GnT-IV i GnT-V (Nemansky i sar., 1998). U literaturi postoje
1 drugaciji podaci. Tako su Tomiie i saradnici nasli da je sadrZaj multiantenarnih N-
glikana u placenti, kao 1 sadrzaj i enzimska aktivnost GnT-V (odgovoran za grananje N-
glikana, Odeljak 2.3.2.1.), ve¢i u prvom nego u treem trimestru. U istoj studiji
ustanovljen je nepromenjen nivo GnT-V mRNA tokom gestacije (Tomiie i sar., 2005).
Ovi autori su sadrzaj multiantenarnih N-glikana odredivali PHA-L lektinskim blotom.
Zhang i saradnici su pokazali da su, u placentama dobijenim iz planiranih prekida

trudnoca, ekspresija i aktivnost GnT-V vec¢i u 9. nego u 6. nedelji trudnoce, dok je GnT-
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I11 pratila suprotan trend (Zhang i sar., 2015). Ista grupa je pokazala da je u placentama
dobijenim usled spontanih pobacaja ekspresija GnT-V bila manja, dok je ekspresija
GnT-III bila veca nego u uzorcima iz kontrolne grupe placenti (planirani prekidi
trudnoce). Trend promene ekspresije GnT-V i GnT-III pratio je odgovarajuci trend
promene zastupljenosti N-glikana koji su proizvod dejstva ovih enzima: f1,6-GIcCNAcC-R
i bis-GIcNAc-R (bis od engl. bisecting, umetnuti) (Zhang i sar., 2015). Razlike u
dobijenim podacima o sadrzaju pojedinih N-glikana u ovoj tezi i navedene dve grupe
mogu biti i posledica razli¢itih metoda odredivanja N-glikana (DSA-FACE nasuprot
lektinskom blotu), kao i razlike u nacinu pripreme uzoraka iz tkiva placente. Tomiie i
sar. su tkivo PPT dobili posle medicinski preporucenih abortusa, Sto bi moglo ukazati na
postojanje izvesnih anomalija trudnoc¢e, dok su Zhang i sar. tkiva dobili posle Zeljenih
prekida trudnode, $to navodi na zakljucak da je bila re¢ o normalnim trudno¢ama, $to je
bio slucaj i sa PPT uzorcima ispitivanim u ovoj tezi. Dalje, obe grupe su glikane
odredivale u tkivnim homogenatima bez ikakvog frakcionisanja, pa su oni sadrzavali i
membransku i citosolnu frakciju proteina, dok je u ovoj tezi izolovana samo
membranska frakcija. Pored toga, uzorci za DSA-FACE i lektinski blot sa PHA-L su
prvo desijalinizovani (Odeljci 3.14. i 3.15.), dok to nije bio slu¢aj sa uzorcima koje su

analizirale pomenute dve grupe istrazivaca.

4.1.2.2. Lektinski blot N-glikozilovanih membranskih proteina iz humane placente.

Uticaj gestacijske starosti na membranski N-glikom.

Kao $to je detaljno objasnjeno u prethodnim odeljcima, lektinski blot je koris¢en
za potvrdu i dopunu rezultata dobijenih DSA-FACE profilisanjem N-glikana iz humane
placente. Primeri lektinskih blotova uzoraka iz placenti razliite gestacijske starosti
(PPT i PTT uzoraka), koje su dobijene od zena razli¢ite starosne dobi (dve grupe: m i s)
prikazani su na Slikama 26-29. Buduc¢i da su lektinskim blotom utvrdene izvesne razlike
u zastupljenosti specificnih N-glikana u uzorcima iz placenti Zena razliite starosti
(Odeljak 4.1.1.2.), u istu grupu gestacijske starosti placenti nisu stavljani uzorci placenti
zena iz dve razlicite starosne grupe. Kao i kod DSA-FACE, dakle, razmatrane su cetiri

grupe uzoraka. Poredene su denzitometrijske vrednosti glikoproteinskih traka iz
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lektinskog blota izmedu PPTm i PTTm, kao i izmedu PPTs i PTTs. Reprezentativni

LCA blot uzoraka solubilizata iz placenti prikazan je na Slici 26.

PPTm PPTs PTTm PTTs
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14

Slika 26. Lektinski blot uzoraka solubilizata sa biotinilovanim LCA. PPTm, uzorci iz
placenti prvog trimestra mladih zena; PPTs, uzorci iz placenti prvog trimestra starijih
zena; PTTm, uzorci iz placenti treceg trimestra mladih zena; PTTs, uzorci iz placenti
treceg trimestra starijih zena. Markeri masa oznaceni su strelicama sa strane. Linijjama u

boji su oznacgene grupe koje su medusobno statisticki poredene.

Posle denzitometrijske obrade i statisticke analize, uo¢eno je da su u mladoj starosnoj
grupi zena, placente treeg trimestra imale znacajno vise LCA-reaktivnih glikoproteina
nego placente prvog trimestra (p<0,05). Nasuprot tome, u starijoj grupi, placente tre¢eg
trimestra imale su znacajno manje LCA-reaktivnih glikoproteina od placenti prvog
trimestra (p<0,001). Uzimajuci u obzir predominantnu specificnost LCA za biantenarne
N-glikane koji imaju L-Fuc u jezgru (Tabela 1, Odeljak 2.4.1.), dobijeni rezultati
ukazuju na veci sadrzaj ovih N-glikana u PTT uzorcima, odnosno na njihov porast
tokom gestacije. To vazi samo za uzorke placenti dobijenih od Zena mlade starosne
dobi, i potvrduje rezultate dobijene pomoéu DSA-FACE. LCA blot je, medutim, ukazao
na gestacijsko smanjenje al,6-fukozilovanih N-glikana kod Zena iz starije grupe.
Nazalost, specificnost LCA nije iskljucivo jezgarna Fuc, jer ovaj lektin u odredenoj
meri vezuje i biantenarne N-glikane bez Fuc, npr. NA2 (Debray i sar., 1981), dok
prisustvo umetnutog GIcNAc na N-glikanu (NA2FB) ima blagi inhibitorni efekat na
vezivanje za LCA (Tateno i sar., 2009), a NA2FB (max8) je drugi najzastupljeniji
glikan u uzorcima PPT. Ovo bi moglo da uti¢e na razli¢it trend gestacijskih promena u

sadrzaju LCA-reaktivnih glikana u PPT i u PTT uzorcima.
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DSA-FACE rezultati ukazali su na vecu zastupljenost N-glikana sa umetnutim
GIcNAc (NA2FB) u PPT nego u PTT uzorcima (Odeljak 4.1.2.1.). N-glikani koji bi
imali samo umetnuti GIcNAc, ali ne i Fuc u jezgru (NA2B) nisu detektovani na DSA-
FACE profilima. Statisti¢ka analiza denzitometrijskih podataka iz PHA-E blota (PHA-E
je lektin specifican za biantenarne N-glikane sa umetnutim GIcNAc, Tabela 1, Odeljak
4.2.1.), sugeriSe da nema razlika u sadrzaju N-glikana sa umetnutim GIcNAc izmedu
uzoraka placenti razli¢ite gestacijske starosti. Radi lakSeg pracenja rezultata PHA-E blot
sa Slike 18A prikazan je i na Slici 27.

PPTm PPTs PTTm PTTs
kDa | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14
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Slika 27. Lektinski blot uzoraka solubilizata sa biotinilovanim PHA-E. PPTm, uzorci iz
placenti prvog trimestra mladih Zena; PPTs, uzorci iz placenti prvog trimestra starijih
zena; PTTm, uzorci iz placenti treeg trimestra mladih Zena; PTTs, uzorci iz placenti
treceg trimestra starijih Zena. Markeri masa oznaceni su strelicama sa strane. Linijama u

boji su oznacene grupe koje su medusobno statisticki poredene.

Dakle, u sluc¢aju N-glikana sa umetnutim ostatkom GIcNAc, lektinski blot sa PHA-E
(nema razlika u sadrzaju ovih glikana uslovljenih gestacijom) nije potvrdio rezultate sa
DSA-FACE da tokom gestacije opada sadrzaj ovih glikana. Sadrzaj NA2FB kod PTT i
PPT, odreden sa DSA-FACE (Slika 25), je relativno nizak (10% i 15% redom). Stoga je
moguce je da lektinski blot nije dovoljno osetljiv da prepozna tako male razlike u
sadrzaju ovog tipa N-glikana izmedu PPT 1 PTT uzoraka.

DSA-FACE analizom je pokazano da se tokom gestacije povecava sadrzaj
multiantenarnih N-glikana (Odeljak 4.1.2.1.). Kao $to je ve¢ receno, PHA-L prepoznaje
I vezuje samo multiantenarne N-glikane (Tabela 1, Odeljak 2.4.1.). Lektinski blot sa
PHA-L prikazan je na Slici 28.
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Slika 28. Lektinski blot uzoraka solubilizata sa biotinilovanim PHA-L. PPTm, uzorci iz
placenti prvog trimestra mladih zena; PPTs, uzorci iz placenti prvog trimestra starijih
zena; PTTm, uzorci iz placenti treeg trimestra mladih Zena; PTTs, uzorci iz placenti
treCeg trimestra starijih zena. Markeri masa oznaceni su strelicama sa strane. Linijjama u

boji su 0znacene grupe za statisticko poredenje.

Statistickom obradom denzitometrijskih podataka sa PHA-L blota, utvrdeno je da su u
obe starosne grupe, glikoproteini iz PTT pokazali vecu reaktivnost sa PHA-L nego oni
iz PPT uzoraka (p<0,001). Time je potvrden nalaz DSA-FACE analize, koji je takode
upuéivao na gestacijski porast zastupljenosti multiantenarnih N-glikana. Kod
multiantenarnih N-glikana postoji podudaranje nalaza DSA-FACE i lektinskog blota,
Sto nije bio slucaj sa N-glikanima sa umetnutim GIcNAc. PHA-L se smatra lektinom
izuzetne selektivnosti, koji se Siroko koristi za procenu sadrzaja multiantenarnih N-
glikana u tkivima i ¢elijama (Tomiie i sar., 2005; Zhang i sar., 2015). Moguce je da je
razlog ovome nedovoljna osetljivost lektinskog blota, koji detektuje razlike u sadrzaju
N-glikana samo ako su dovoljno velike. Lektini nisu apsolutno specifi¢ni (Tabela 1,
Odeljak 2.4.1.) zbog ¢ega mnogi autori kombinuju vise lektina iste/sli¢ne specifi¢nosti
kada zele da dobiju informacije o zastupljenosti pojedinih glikana samo lektinskim
blotom, npr. za Fuc u jezgru koriste LCA, AAL i AOL (lektin iz Aspergilus orizae).
Zastupljenost Sia u N-glikanima PPT i PTT uzoraka je ispitana lektinskim
blotom sa MAL-II i SNA. Reprezentativni lektinski blotovi prikazani su na Slici 29.
Statisticka analiza podataka dobijenih iz MAL-II blota (Slika 29A) je pokazala da u
grupi uzoraka iz placenti mladih Zena iz grupa PPT i1 PTT nije bilo razlike u vezivanju

N-glikoproteina za MAL-II. Drugim re¢ima, kod mladih Zena nisu detektovane
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gestacijske promene u zastupljenosti 02,3-sijalo-N-glikoproteina. Medutim, u grupi
Zzena starije dobi primeceno je gestacijsko smanjenje sadrzaja 02,3-sijalo-N-

glikoproteina (p<0,01).
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Slika 29. Lektinski blot uzoraka solubilizata sa biotinilovanim A) MAL-II i B) SNA.
PPTm, uzorci iz placenti prvog trimestra mladih Zena; PPTs, uzorci iz placenti prvog
trimestra starijih Zena; PTTm, uzorci iz placenti treéeg trimestra mladih zena; PTTs,
uzorci iz placenti treeg trimestra starijih Zena. Markeri masa oznaceni su strelicama sa

strane. Linijama u boji su oznacene grupe za statisticko poredenje.

Statistickom analizom podataka sa SNA blota (Slika 29B) nisu uo¢ene razlike izmedu
uzoraka placenti razlicite gestacijske starosti, $to ukazuje da tok gestacije nema uticaja
na sadrzaj a2,6-sijalo-N-glikozilovanih membranskih proteina.

Rezultati prikazani u ovom odeljku jasno ukazuju na znacajne promene
zastupljenosti viSe tipova kompleksnih N-glikana membranskih proteina iz placente
tokom gestacije. Ovi rezultati, koliko je nama poznato, su prvi rezultati te vrste u
literaturi (Robajac i sar., 2014). Rezultati gestacijskih promena u N-glikomu
membranskih proteina iz humane placente su sumirani u Tabeli 5.
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Tabela 5. Uticaj gestacije na membranski N-glikom proteina humane placente dobijenih

od Zena razli¢itog starosnog doba.

N-glikani sa... Metoda Mlada grupa (m) | Starija grupa (s)
Fuc U iezaru DSA-FACE raste raste
Jezg LCA blot raste opada
) Fuc DSA-FACE raste raste
(Jezgro + antenarna)
multiantenarni DSA-FACE raste raste
PHA-L blot raste raste
. DSA-FACE opada opada
umetnutim GIcNAc PHA-E blot ne menja se ne menja se
a2,3-Sia MAL-I1I blot ne menja se opada
a2,6-Sia SNA blot ne menja se ne menja se

Razvice je izuzetno sloZen proces u kome se, radi potreba fetusa, sadrzaj i ekspresija
proteina menjaju tokom gestacije. Na ekspresiju i aktivnost glikozil-transferaza uti¢u
epigenetski i faktori sredine, pa se razvojni stadijum celije, njena transformacija i starost
odrazavaju i na njen N-glikom (Dennis i sar., 1999). Pokazano je da se ¢ak 25% gena
razli¢ito eksprimira u placenti prvog i1 treéeg trimestra (Sitras i sar., 2012). Drugi
trimestar trudno¢e kljucan je za pracenje promena, ali se placente u tom periodu ne
mogu nabaviti, zbog Cega Su ispitivane samo promene u placentama prvog i treéeg
trimestra. Takode, kada je re€ o gestacijskim promenama 1 uticaju gestacije na sastav 1
sadrzaj membranskog N-glikoma, najbolje bi bilo pratiti jednu trudno¢u od pocetka do
kraja. To znaci imati tkivne uzorke iste placente od prvog do trec¢eg trimestra. Ipak, tako
nesto nije lako izvodljivo, narocito kada je re¢ o humanim uzorcima. Ovako, samo
velikim brojem uzoraka moze se sugerisati da promena od uzoraka PPT ka uzorcima
PTT odslikava gestacijske promene. Znacaj rezultata iz ove teze je Sto su to prvi
rezultati ove vrste, koji bi ukazivali da je N-glikozilacija proteina regulisana razvojnim

stadijumom.
4.1.3. N-glikom u patoloskim stanjima
Prethodno je istaknuto da membranski N-glikom jedva da je uopste ispitivan i

postojece informacije su uglavnom u vezi sa promenama N-glikozilacije proteina kod
kancera (Horvat i sar., 2012; Horvat i sar., 2013; Wang i sar., 2012; Liu i sar., 2013). O
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promenama serumskog N-glikoma kod razli¢itih vrsta kancera postoje brojni revijalni
radovi (npr. Pinho i Reis, 2015). Imaju¢i u vidu promene serumskog N-glikoma i u
razli¢itim patoloskim stanjima, koja nisu kancer (Knezevi¢ i sar. 2010; Vandershaege i
sar., 2013; Kam i sar., 2007), pretpostavljeno je da bi i neka patologija gestacije mogla
stajati u vezi sa promenom N-glikanskog profila humanih placentalnih glikoproteina.
Preeklampsija je odabrana zbog njene ucestalosti (o ¢emu ¢e biti govora u narednom
odeljku), a dijabetes jer se, izmedu ostalog, u novije vreme dovodi u vezu sa promenom

u N-glikozilaciji proteina (Thanabalasingham i sar., 2013).

4.1.3.1. Uticaj preeklampsije i dijabetesa na profil N-glikana iz membranskih

proteina humane placente, analiziran pomoéu DSA-FACE

Hipertenzija je najéeS¢a komplikacija u gestaciji, koja se javlja u 5-10%
slucajeva. Preeklampsija (PE) je najzastupljeniji hipertenzivni poremecaj koji se javlja
sa ucestaloscu 1:12 (ili u 8% trudnoca), i jedan je od najc¢es¢ih uzroka smrti majke i
fetusa (Odeljak 2.2.3.). Prema podacima Nacionalnih instituta za zdravlje (engl.
National institutes of health) poremecaji koji najcesce nastaju kao komplikacija PE, kao
Sto su IUGR fetusa i HELLP sindrom (engl. hemolysis, elevated liver enzyme levels, and
low platelet levels, hemoliza eritrocita, pove¢ana koncentracija enzima jetre i smanjenje
broja trombocita) javljaju se u 10-15% slucajeva (za IUGR) i 0,1-0,2% slucajeva (za
HELLP sindrom). Godisnje se kod 10 miliona trudnica detektuje PE. Od tog broja, ¢ak
76 000 trudnoca zavr§i se smrtnim ishodom majke, dok je broj preminulih

novorodencadi oko 500 000 (www.preeclampsia.org). Patofiziologija PE i dalje je

nepoznata, i najverovatnije ukljucuje brojne faktore vezane za trudnice, placentu i fetus.
Dijabetes (DM, lat. diabetes mellitus) je Siroko rasprostranjena bolest od koje, po
podacima Svetske zdravstvene organizacije, boluje viSe od 300 miliona ljudi Sirom
sveta. Po podacima iz 2012. godine, broj preminulih od dijabetesa iznosio je ¢ak 1,5
miliona (www.who.int). Zbog toga svetska istrazivacka zajednica finansira veliki broj
projekata koji ispituju etiologiju i posledice dijabetesa.

Sgambati i saradnici (2007) su ispitivali ekspresiju glikokonjugata (glikoproteina
1 glikolipida) na tkivnim preparatima iz humane placente zdravih i dijabeti¢nih Zena,

metodom lektinske histohemije. Vezivanje obeleZenih lektina za specifi¢ne glikanske
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determinante na povrSini Celija iz tkivnih preparata ne daje mnogo informacija o
glikoproteinima-nosiocima tih glikana, osim gustine njihove distribucije na povrsini.
Drugi nedostatak je oslanjanje na specifi¢nost lektina. Malobrojni su i literaturni podaci
u kojima je ispitan uticaj dijabetesa na sadrzaj oligosaharida vezanih na pojedina¢nim
glikoproteinima placente (Lee i sar., 2011; Georgieff i sar., 1997).

U svetlu do sada napisanog, cilj je bio da se proveri da li kod PE (patologija
trudnoée) 1 dijabetesa (patologija majke) ima promena na nivou N-glikozilacije
membranskih proteina iz humane placente. U ovom odeljku prikazani su DSA-FACE
profili N-glikana hidrolizovanih sa membranskih glikoproteina iz humanih placenti,
koje su dobijene iz trudno¢a pracenih PE ili dijabetesom majki. Treba napomenuti da su
sve placente bile iz treceg trimestra. Koris¢eni su sledeéi uzorci:

1. solubilizati izolovani iz placenti Zena sa dijagnozom rane PE i IUGR
fetusa (PE, n=14). Starost zena je bila 26-46 godina, prose¢na starost 33 godine;

2. solubilizati izolovani iz placenti Zzena sa dijagnozom dijabetes (DM,
n=6). Starost Zena je bila 27-40 godina, prosecna starost 32 godine;

3. solubilizati izolovani iz placenti zdravih zena (Kontrolni uzorci, ZP,

n=30). Starost zena je bila 22-47 godina, prosecna starost 33 godine. Kontrolni uzorci
su, dakle, bili uzorci placenti treCeg trimestra, na kojima su ispitivani uticaji starosti
Zena i gestacije na membranski N-glikom (Odeljci 4.1.114.1.2)).
DSA-FACE metodom su profilisani N-glikani, nakon hidrolize membranskih
glikoproteina dejstvom PNGaze F (Odeljak 3.15.). Svi uzorci su ispitivani i lektinskim
blotovima, u cilju potvrde rezultata dobijenih DSA-FACE metodom, kao i radi
dobijanja informacija o sadrzaju sijalo-N-glikoproteina (Odeljak 4.1.3.2.). DSA-FACE
analiza radena je u Laboratoriji u Gentu, u toku kratkog istrazivatkog boravka od 6
nedelja, kada su izvedeni preliminarni eksperimenti sa placentama iz trudnoca
komplikovanih patologijom PE i DM. S obzirom da nam DSA-FACE nije bila dostupna
sve vreme izrade ove teze, broj uzoraka ovih placenti je bio mali (svega cCetiri sa PE, a
DM samo jedna).

Tipicni DSA-FACE profili N-glikana iz uzoraka iz tri grupe: ZP, PE i DM
prikazani su na Slici 30, paralelno sa kontrolnim uzorcima N-glikana oslobodenih sa

RNaze B i glikoproteina kontrolnog humanog seruma.
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Slika 30. Profili N-glikana iz uzoraka placenti Zena sa preeklampsijom (PE) i
dijabetesom (DM), naspram uzoraka iz placenti zdravih Zena (ZP), analizirani DSA-
FACE metodom. Strukture N-glikana prikazane su po uputstvu Konzorcijuma za
funkcionalnu glikomiku (videti i legendu ispod Slike 14).

Uocava se da je u svim uzorcima prisutno jedanaest maksimuma N-glikana jednakih
vrednosti t,. Drugim re¢ima, glikanski profili ne ukazuju na kvalitativne promene u N-
glikomu membranskih proteina iz placenti poreklom iz patoloSkih trudnoca, u odnosu
na uzorke iz placenti zdravih Zena; iste N-glikanske strukture se pojavljuju u svim
uzorcima. Strukture N-glikana iz PE i DM uzoraka su dodatno proveravane nakon
tretmana a-L-fukozidazom, kao §to je to uradeno i sa ZP uzorcima (Odeljak 4.1.1.1.).
Dobijeni DSA-FACE profili su vrlo sli¢ni onima na Slici 16. Relativne zastupljenosti

pojedinac¢nih N-glikana u ukupnoj masi N-glikana iz uzoraka PE, DM i ZP prikazane su
na Slici 31.
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Slika 31. Relativna zastupljenost N-glikana u profilima uzoraka iz placenti zdravih Zena
(ZP), Zena sa preeklampsijom (PE) i Zena sa dijabetesom (DM), koji su analizirani
pomoc¢u DSA-FACE. Zvezdicom je oznafeno postojanje statisticki znacajne razlike
izmedu PE i ZP uzoraka (p<0,05). Strukture glikana prikazane su po uputstvu

Konzorcijuma za funkcionalnu glikomiku (videti i legendu ispod Slike 14).

S obzirom na to da je bio dostupan samo jedan uzorak placente od Zene sa DM,
razmatranja statisticke znacajnosti razlika N glikana u DM i ZP uzorcima nisu bila
mogucéa. Zbog toga je uporedena zastupljenost pojedinacnih N-glikana iz DM sa
zastupljenos$cu istih N-glikana iz ZP uzoraka (dobijenom kao srednja vrednost iz svih 30
uzoraka). Naravno, ovakvo poredenje je samo opisno 1 nema statisticki znacaj.

U svim uzorcima najzastupljeniji je max7, pretpostavljene strukture NAZ2F.
Zastupljenost NA2F je veoma sli¢na u uzorcima PE i ZP i iznosi 26,6% odnosno 27,2%.
Max1, u okviru koga se, najverovatnije, nalaze paucimanozne strukture, je znacajno
veéi u PE nego u ZP uzorcima. Max1 ima najmanji intenzitet u DM uzorku, kad se
uporedi sa ZP i PE. Sli¢no maxl1, i relativne zastupljenosti N-glikana iz max2 i max4 su
veée u PE nego u ZP uzorcima. U okviru max2 se verovatno eluira NGA2, dok
struktura koja odgovara max4 nije mogla biti identifikovana (Odeljak 4.1.1.1.).
Interesantno je da su i maxl, max2 i max4 vec¢i u PE nego u ZP, §to bi ukazivalo na

vecu zastupljenost N-glikana manjih molekulskih masa na membranskim proteinima iz
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trudno¢a komplikovanih PE. Naime, N-glikani koji se eluiraju pre max5 (NA2) su
biantenarni 1 imaju krace lance od NA2, Sto znaci da im nedostaje jedan ili oba ostatka
Gal (agalakto N-glikani, NGA2), a jo$ su manji oni i bez GlcNAc, vezanog za Man u
trimanoznom jezgru (max1). Razlog za ovo moze biti povecana aktivnost glikozidaza
kod PE (npr. fukozidaze, galaktozidaze, N-acetilglukozaminidaze) i/ili smanjena
aktivnost glikozil-transferaza (npr. GalT i GnT). Postoje i maksimumi koji su manje
zastupljeni u uzorcima PE u odnosu na ZP, kao $to su: max5 (NA2), max6, max8
(NA2FB), max10 (NA3F) i max11 (NA4FDb), ali je statisticki znacajno samo smanjenje
zastupljenosti max5, max6 i max 10. Dakle, zastupljenost vecih, potpunije
glikozilovanih N-glikana na membranskim proteinima iz trudnoc¢a komplikovanih PE je
manja. Ovaj rezultat se slaze sa prethodnim, odnosno sa povec¢anjem sadrzaja nepotpuno
glikozilovanih N-glikana. Poredenjem vrednosti relativnih intenziteta pojedinih
maksimuma (posebno max2, max4, max6 i max11) pojedinacnih PE uzoraka uoéena je
velika varijabilnost. Kod uzoraka iz zdravih placenti varijabilnost izmedu pojedina¢nih
uzoraka je bila mnogo manja.

Poredenjem zastupljenosti N-glikana iz ZP i onih iz uzoraka placenti od majki sa
dijabetesom, uoceno je da su max2, max4, max7 i max9 ve¢i u DM nego u ZP (max2 i
max9 su izrazito veci), dok su max1, max10 i max11 manji u DM nego u ZP. Relativna
zastupljenost glikana iz max6 uzorka DM nije mogla biti odredena. O¢igledno je da se u
slucaju DM, ne mogu jednostavno izvesti zakljucci o vecoj zastupljenosti manjih ili
vecih N-glikana u odnosu na uzorke iz zdravih placenti.

Znacajnost promena u relativnoj zastupljenosti svih N-glikana koji nose ostatke
L-Fuc u jezgru kod uzoraka placenti iz patoloskih trudno¢a u odnosu na kontrolne
ispitana je sabiranjem povrsina ispod max3, max7, max8 i max10. Pokazalo se da je
sadrzaj N-glikana sa jezgarnom Fuc u PE manji nego u ZP uzorcima (44,0 + 10,4% vs.
47,9 £ 10,3%). Kada se iz racuna izuzme N-glikanski maksimum koji sadrzi umetnuti
GlcNAc (max8), opet se dobija da je sadrzaj N-glikana sa Fuc u jezgru u PE manji nego
u ZP uzorcima (36,2 + 12,5% vs. 38,8 + 12,4%). Choi i sar. (2013) su pokazali da je
ekspresija mikroRNA 198, koja deluje na nivou post-transkripcione regulacije FUT8
gena, povecana kod PE. Na modelu miSa pokazano je da mikroRNA 198 smanjuje
ekspresiju FUT8 (Wang i sar., 2014), §to bi za posledicu moglo da ima manju ekspresiju

enzima FUTS. Invazija i rast Celija placente sli¢ni Su razvoju tumora (Murray i sar.,
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1999) dok je fukozilacija u jezgru N-glikana vaZzna za proces implantacije (Odeljak
4.1.2.1.). Moguce je da povecana ekspresija mikroRNA 198 u placenti PE indirektno
doprinosi smanjenju invazivne sposobnosti trofoblasta, Sto za posledicu ima plitku
implantaciju.

Sto se ti¢e ukupnog sadrzaja fukozilovanih N-glikana (Fuc u jezgru + antenarna
Fuc), sabirane su povrsine ispod max3, max7, max8, max9, max10 i max11. Uzorci PE
imaju nesto manji ukupni sadrzaj fukozilovanih N-glikana u odnosu na ZP (60,2 £+ 7,6%
vs. 63,8 + 8,4%). lako razlika nije statisticki znacajna, ona ukazuje na moguce
smanjenje aktivnosti fukozil-transferaza u ¢elijama placente kod PE.

Sadrzaj razgranatih N-glikana (triantenarni + tetraantenarni N-glikani, povrsine
ispod max9, max10 i max1l) je neSto manji u uzorcima placenti iz PE trudnoc¢a u
odnosu na uzorke ZP (22,5 + 2,3% vs. 24,0 = 2,7%). Ipak, ni u ovom slucaju razlika nije
statisticki znacajna.

U odnosu na kontrolne uzorke, DM uzorak je imao neSto ve¢i sadrzaj slede¢ih
tipova N-glikana:

i) N-glikana sa L-Fuc u jezgru (48,8 £ 11,5% u DM vs. 44,0 + 10,4% u ZP),

ii) ukupnih fukozilovanih N-glikana (L-Fuc u jezgru + L-Fuc na antenama) (66,6
+9,0% u DM vs. 60,2 £ 7,6% u ZP),

iii) N-glikana sa L-Fuc u jezgru, bez umetnutog GIcNAc (39,0 = 13,9% u DM
vs. 36,2 + 12,5% u ZP),

iv) multiantenarnih N-glikana (24,2 £ 1,5% u DM vs. 22,5 + 2,3% u ZP).

DSA-FACE analiza, mada je odradena sa malim brojem uzoraka iz placenti Zena
sa patoloskim trudno¢ama, ukazuje na razlicit sadrzaj specifi¢énih N-glikanskih struktura

sa membranskih proteina poreklom iz placenti zdravih 1 patoloskih trudnoca.

4.1.3.2. Membranski N-glikom u dijabetesu i preeklampsiji - analiza lektinskim

blotom

Uzorci za lektinski blot su bili solubilizati placenti od majki sa DM, PE i zdravih
majki (ZP) koji su prethodno analizirani pomo¢u DSA-FACE. Sve placente su bile iz
treCeg trimestra gestacije. Lektinski blotovi su uradeni Sa pet biotinom-obelezenih

lektina, razli¢ite saharidne specifi¢nosti: LCA (specifican za biantenarne N-glikane sa
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Fuc u jezgru), PHA-E (specifican za biantenarne N-glikane sa umetnutim GIcNAC),
PHA-L (specifican za multiantenarne N-glikane), MAL-II (specifi¢an za terminalne a-
2,3-Sia) i SNA (specifican za terminalne a-2,6-Sia). Reprezentativni lektinski blotovi

prikazani su na Slici 32.
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Slika 32. Lektinski blotovi uzoraka solubilizata sa biotinilovanim lektinima: A) LCA,
B) PHA-E, C) PHA-L, D) MAL-Il i E) SNA. DM, uzorci iz placenti zena sa
dijabetesom; ZP, uzorci iz placenti zdravih Zzena; PE, uzorci iz placenti zena sa

preeklampsijom. Markeri masa oznaceni su strelicama sa strane.
Denzitometrijska analiza lektinskih blotova i poredenje dobijenin ADU vrednosti

pokazala je da izmedu uzoraka placenti iz patoloskih trudnoca i kontrolnih uzoraka

nema razlika u intenzitetima glikoproteinskih traka ni sa jednim od pet lektina.
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Rezultati prikazani u ovom odeljku pokazuju da promene u N-glikozilaciji kod
PE 1 DM postoje, ali samo na nivou pojedinacnih N-glikanskih struktura. Znacajne
promene na nivou tipova N-glikana (npr. glikana sa jezgarnom Fuc ili multiantenarnih
N-glikana) nisu uocene. Prilikom razmatranja znacaja ovih rezultata treba uzeti u obzir
slede¢e: mali broj uzoraka iz patoloskih trudnoca, koji je nedovoljan za pouzdanu
statisticku obradu (dakle, radi se o preliminarnoj studiji); nedovoljnu osetljivost
lektinskog blota (obradeno u Odeljku 4.1.1.2.1.); i mali broj obelezenih lektina.

Grupa Sgambati i saradnika utvrdila je, metodom histohemije, manju
zastupljenost glikana sa umetnutim GIcNAc, Sia 1 Fuc u placentama zena sa PE+ [UGR
nego u kontrolnoj grupi placenti iz normalnih trudnoé¢a (Sgambati i sar., 2002; Marini i
sar., 2011). Smanjen serumski nivo hiperglikozilovane forme hCG je povezan sa
pobacajima u ranoj trudnoéi, pa postoje naznake da bi se ova proteinska forma mogla
koristiti kao marker u dijagnozi rane PE (Keikkala i sar., 2013). Novija istrazivanja
ukazuju na moguénost upotrebe i glikozilovanog fibronektina iz seruma majke kao
biomarkera PE, jer je nivo ovog proteina povisen kod Zena sa PE (Rasanen i sar., 2015).
IUGR se takode odlikuje smanjenom sijalinizacijom fetuina A (asijalofetuin), prisutnog
u krvi pupéane vrpce (Karamessinis i sar., 2008). Pokazano je, takode, da u placenti
zena sa PE ne dolazi do promena u sadrzaju mRNA, kao i u enzimskoj aktivnosti ST6
(Wang 1 sar., 2007). To ukazuje da nema promena u zastupljenosti 02,6-sijalo-
glikoproteina u PE, $to je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj tezi.

Uzimajuci u obzir ucestalost pojave PE, i ¢injenicu da je njena patofiziologija i
dalje nedovoljno poznata, brojna su istrazivanja usmerena u pronalazenju uzroka ove
bolesti. Kao posledica PE mogu nastati dodatne komplikacije, koje doprinose ozbiljnosti
klinicke slike bolesti. Spektar simptoma koje PE obuhvata je Sirok 1 ne daje puno
informacija, pa se moze naslutiti da postoje razli¢iti uzroci ove bolesti. Ono §to jeste
zajednicko za sve slu€ajeve PE je plitka implantacija trofoblasta u uterus (Vest 1 sar.,
2014), odnosno trofoblast je nedovoljno invazivan. Jedan od bitnih mehanizama
regulacije invazivnosti trofoblasta (prvo ga treba ukljuciti, pa ga onda iskljuciti) je
razlicita ekspresija razli€itih tipova integrina u toku gestacije (engl. integrin switching)
(Damsky i sar., 1994), a integrini su bogato N-glikozilovani na brojnim ostacima Asn
(Janik i sar., 2010). Neki uzroci nastanka PE mogli bi biti povezani sa promenama u

ekspresiji gliko-gena, koje bi dovele do promene u biosintezi N-glikana. Promena N-
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glikanskog profila na povrSini ¢elija mogla bi dalje da prouzrokuje promene u
meducelijskim kontaktima, pokretljivosti i invazivhom potencijalu. Za ovo postoji i
literaturna podrska, npr. NMDA (N-metil-D-aspartat) receptor, ¢ija glikozilacija igra
vaznu ulogu u adaptivnoj regulaciji ¢elijske povrsine na ¢elijsku adheziju i meducelijsku
komunikaciju (Horvat i sar., 2011). Novija istrazivanja takode ukazuju da je funkcija
integrina, membranskih proteina klju¢nih za adheziju 1 pokretljivost ¢elija, regulisana
N-glikozilacijom brojnih ostataka Asn u ovim proteinima (Gu i sar., 2012). Postoji
dokaz da je invazija trofoblasta regulisana modifikacijama N-glikozilacije a5pB1
integrina, posredstvom regulacije ekspresije GnT-V (Yamamoto i sar., 2009). U svetlu
ovih podataka ocekivalo bi se da je glikozilacija integrina promenjena kod PE placenti,
a integrini su jedan od najzastupljenijih proteina u membrani ¢elija trofoblasta.

Imajuéi u vidu veliku varijabilnost izmedu pojedina¢nih uzoraka PE, moguce je,
da kod razli¢itih individua dolazi do razlika u ekspresiji i aktivnosti razli¢itih enzima,
odnosno transferaza i glikozidaza. Time bi se mogla objasniti razlika u PE uzorcima na
biohemijskom nivou, i ¢injenica da ne postoji jedinstvena slika koja bi povezala sve
uzorke i izdvojila u odnosu na zdravu kontrolu. Ipak, da bi se napravile jedinstvene
povezane grupe u kojima bi bili uzorci PE sa vrlo slicnom biohemijskom slikom,
potreban je veliki broj uzoraka (minimum 100). Tek tada bi mogli da se izvedu
pouzdaniji zakljucci 1 preciznije utvrde razlike izmedu patoloskih i zdravih uzoraka.

U placenti trudnica kod kojih je dijagnostifikovana netolerancija na Glc, kao i
kod onih sa dijagnostifikovanim gestacijskim dijabetesom, naden je smanjen sadrzaj:
02,6-Sia vezane za Gal/GalNAc, GalB1,3GalNAc i GalB1,4(Fucal,3)GIcNAcB1,3R, u
poredenju sa kontrolnom grupom (Sgambati i sar., 2007). U istim patoloskim uzorcima
naden je povisen sadrzaj: GIcNAc, GalNAc i Fucal,2Gal (Sgambati i sar., 2007).
Malobrojni podaci koji govore o uticaju dijabetesa na pojedinacne proteine placente
upucuju na povecan stepen glikozilacije transferinskog receptora (Georgieff i sar., 1997)
i na smanjen sadrzaj 02,6-Sia i visokomanoznih N-glikana prisutnih na glikodelinu A,

kao 1 na povecanu aktivnost placentne sijalidaze (Lee i sar., 2011).
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4.2. N-glikani receptora za insulin i faktore rasta sli¢ne insulinu

IR, IGF1IR i IGF2R imaju vazne funkcije za rast i razvoj placente (Odeljak
2.2.1.). Ovi receptori su obilno N-glikozilovani (Collier i sar., 1993; Sparrow i sar.,
2008; Ullrich i sar., 1986; Lobel i sar., 1987). Glikani prisutni na membranskim
proteinima na povrsini ¢elije imaju vazne uloge u rastu i razvoju. Uo¢eno je i da se u
¢elijama odredene ugljenohidratne strukture specifi¢no pojavljuju u razli¢itim fazama
razvoja i diferencijacije (Haltiwanger i Lowe, 2004). U laboratoriji, u kojoj je uradena
ova teza, ve¢ je ispitivana N-glikozilacija IR, IGF1R i IGF2R. U svim tim
ekperimentima je za dobijanje informacija o tipu i sadrzaju specificnih N-glikana
vezanih za IR i IGFR koris¢ena LAH (Masnikosa i sar., 2006). lako su N-glikani vezani
za receptore globalno bili okarakterisani, ovi rezultati su imali nekoliko nedostataka.
Kao prvi nedostatak je mali broj uzoraka placenti. Drugi nedostatak je $to su placente
bile dobijene od porodilja nedefinisane starosti, a tek kasnije su se pojavili literaturni
podaci koji snazno sugeriSu da N-glikozilacija serumskih proteina zavisi od starosti
(Vanhooren i sar., 2010; Puci¢ i sar., 2011). Tako je nastala potreba da se eksperimenti
ispitivanja glikozilacije IR 1 IGFR ponove, ali sa daleko ve¢im brojem uzoraka placenti,
koje ¢e biti dobro definisane gestacijske starosti, i koje ¢e biti nabavljene od porodilja
razlic¢ite starosne dobi. Tre¢i nedostatak preliminarnih ispitivanja N-glikozilacije IR i
IGFR je §to se o tipu i zastupljenosti N-glikana na receptorima zakljucivalo samo na
osnovu stepena vezivanja lektina poznate specifi¢nosti, i to sa ograni¢enim brojem
lektina. Zbog toga su izostale informacije o sadrzaju L-Fuc, oligomanoznih N-glikana i
multiantenarnih N-glikana (Masnikosa i sar., 2006).

U odeljcima koji slede bice prikazani rezultati eksperimenata koji su omoguéili
da se dobiju kompletnije informacije o N-glikanima, kovalentno vezanim za IR i IGFR,
koji su izolovani iz placenta Zena razliCite starosne dobi, gestacijske starosti, sa PE i
DM patologijama.

Najoptimalniji eksperimentalni plan za odredivanje strukture N-glikana na IR i
IGFR sastojao bi se od nekoliko koraka: 1) izolovanje i preciS¢avanje receptora iz
¢elijskih membrana humane placente; 2) enzimska hidroliza kompletnih N-glikana sa
receptora; 3) razdvajanje N-glikana na HPLC kolonama uz MS detekciju pikova ili
alternativno DSA-FACE profilisanje fluorescentno obelezenih N-glikana sa receptora.
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Oba pristupa zahtevaju da se zadovolje tri neophodna uslova: da se membranski proteini
solubilizuju deterdzentom i da se receptori izoluju u dovoljnoj koli¢ini potrebnoj za
analizu, 1 da budu precisc¢eni od drugih glikoproteina iz membrane. Niti jedan od ovih
uslova nije mogao biti ispunjen iz sledec¢ih razloga: prusustvo deterdZzenta onemogucava
snimanje MS spektara, a njihovo potpuno uklanjanje je skupo i pri tome dolazi do
gubitaka u materijalu. Izolovanje receptora iz humane placente u dovoljnoj koli¢ini za
MS analizu glikana je takode problemati¢no, jer se iz cele jedne placente treceg
trimestra moze izolovati maksimalno 50 pg IR (Fujita-Yamaguchi i sar., 1983), a za
kompletnu analizu glikozilacije potrebno je vise od 1 mg (Morelle i Michalski, 2007).
Verovatno je ovo glavni razlog zasSto u literaturi nema podataka o glikozilaciji
membranskih proteina. Dodatni problem predstavlja odvajanje receptora za insulin od
receptora za IGF peptide (Masnikosa i sar., 2006). Cak i pri pokusaju da se na koloni sa
imobilizovanim insulinom izoluju samo IR, ili na koloni sa imobilizovanim M6P samo
IGF2R, ipak se sva tri receptora manje ili viSe vezuju za sve ligande (Nedi¢ i
Masnikosa, 2009). U literaturi postoji samo jedan rad u kojem je detaljno opisana
analiza N-glikoma IR. U tom radu, u ¢elije iz kulture CHO-K1 i Lec8 je ubacen gen za
IR-B, pa su receptori mogli biti izolovani u dovoljnoj koli¢ini i Cisto¢i za MS analizu
kompletnih glikana vezanih za IR (Sparrow i sar., 2008). S obzirom da je placenta bogat
izvor sva tri receptora za insulin 1 IGF peptide, 1 uzevs$i u obzir unakrsnu reaktivnost
receptora sa ligandima, nije za ocCekivati da ¢e se u skorije vreme moci izolovati samo
jedan receptorski entitet.

U ovoj tezi je profilisanje N-glikana vezanih za IR, IGFIR i IGF2R iz veceg
broja uzoraka, uradeno metodom LAH. U narednim odeljcima su prikazani rezultati
ispitivanja tipa i sadrzaja N-glikana koji ulaze u sastav IR (4.2.1.), N-glikana koji ulaze
u sastav IGF1R (4.2.2.) i N-glikana koji ulaze u sastav IGF2R (4.2.3.). Uzorci
analizirani pomoc¢u LAH su bili solubilizati iz placenti, koji su prethodno analizirani
metodama DSA-FACE i lektinskog blota u cilju karakterizacije N-glikana membranskih

proteina, ukoliko nije bilo navedeno drugacije.
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4.2.1. N-glikani receptora za insulin

U cilju karakterizacije sadrzaja i tipa N-glikana kovalentnovezanih za IR ispitan
je:

e uticaj starosti zena (Odeljak 4.2.1.1.),

e Uuticaj gestacijske starosti placenti (Odeljak 4.2.1.2.),

e uticaj radioliganda na prepoznavanje i vezivanje kompleksa *?I-insulin-IR

za SNA (Odeljak 4.2.1.3.), i

e uticaj patoloskih stanja (preeklampsije i dijabetesa) na IR (Odeljak 4.2.1.4.).
Za ispitivanje tipa i sadrzaja N-glikana, koris¢ena je LAH, koja se zasniva na
specificnom vezivanju saharida iz N-glikana receptora, za lektine, koji su kovalentno
vezani za Cvrst nosa¢ - agarozu. Da bi se vezivanje IR za imobilizovani lektin
detektovalo, receptor je prvo inkubiran sa svojim ligandom - insulinom, Kkoji je
radioaktivno obelezen (**°l-insulin). Vezani kompleks '#l-insulin-IR je sa lektinske
kolone eluiran rastvorom koji sadrzi kompetitivni/inhibitorni saharid, ili snizavanjem
pH na 3. Kompleksi *I-insulin-IR, koji sadrze takve glikoforme receptora, da se
njihovi N-glikani ne vezuju za dati lektin, se odstranjuju sa lektinske kolone pri
ispiranju, pre elucije specificnih glikoformi IR. Radioaktivnost frakcija se oCitava na
gama brojatu. Vezivanje kompleksa ?I-insulin-IR za lektin se izrazava u procentima,
koji predstavljaju udeo specifi¢no eluirane radioaktivnosti u ukupnoj radioaktivnosti,
skinutoj sa kolone sa imobilizovanim lektinom (isprana + eluirana radioaktivnost).
Eluirana radioaktivnost je, dakle, mera vezivanja odredenih glikoformi IR za odredeni
lektin. Procenat vezivanja *I-insulin-IR kompleksa ¢e se, radi jasnoce, u daljem tekstu

nazivati samo procentom vezivanja receptora, i predstavljati u formi histograma.
4.2.1.1. Uticaj starosti Zena na sastav N-glikana receptora za insulin

IR je integralni membranski glikoprotein, koji ima 18 potencijalnih mesta za N-
glikozilaciju (14 na o i 4 na § podjedinici), a veliki broj tih mesta (¢ak 16) je zaista i
glikozilovan (Sparrow i sar., 2008). S obzirom da je IR jedan od mnogobrojnih N-
glikozilovanih membranskih proteina éelija humane placente, bilo je od interesa ispitati

da li je zastupljenost njegovih N-glikana slicna onima iz ukupnih membranskih proteina
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placente. Drugi cilj je bio da se ispita postoje li razlike u N-glikanima vezanim za IR,
koji poti¢u iz uzoraka placenti dobijenih od Zena razli¢ite starosne dobi. DSA-FACE
analiza je, naime, pokazala da starost zena ne utice na membranski N-glikom (Odeljak
4.1.1.1.). Sa druge strane, analiza lektinskim blotom je ukazala na promenu nekih N-
glikana sa staroS¢u Zena (Odeljak 4.1.1.2.). Da bi se ispitao uticaj starosti zena na sastav
N-glikana IR, kori$¢eni su solubilizati placenti razvrstani u Cetiri grupe (kao u Odeljku
4.1.1.): PPTm (n=7), PPTs (n=7), PTTm (n=15), PTTs (n=15).

Za LAH je odabran citav spektar lektina (LCA, AAL, Con A, GNL, PHA-L i
SNA) koji prepoznaju raznovrsne (najcesce terminalne) saharidne ostatke u sastavu N-
glikana (Tabela 1, Odeljak 4.1.1.2). AAL sa najve¢im afinitetom vezuje Fuc u jezgru
glikana, ali takode vezuje i Fuc na antenama N-glikana, koja je vezana al,3-
glikozidnom vezom za pretposlednje ostatke GICNAc (u sekvenci LacNAc) (Matsumura
i sar., 2007). Con A vezuje sa velikim afinitetom trimanozno jezgro oligomanoznih N-
glikana, ali i trimanozno jezgro uglavnom biantenarnih N-glikana. GNL je izabran kao
lektin specifi¢an za oligomanozni tip N-glikana (Shibuya i sar., 1988).

Rezultati dobijeni pomocu LAH (srednje vrednosti vezivanja preformiranih
kompleksa *#I-insulin-IR za razligite imobilizovane lektine u %), u kojima je ispitan
uticaj starosti zena na N-glikane vezane za IR iz humane placente, prikazani su na Slici
33.
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Slika 33. Vezivanje IR za lektine imobilizovane na agarozi. Kori$¢eni su Uzorci
solubilizata iz placenti razlicite gestacijske starosti dobijeni od Zena iz dve razliite
starosne grupe: A) PPTm, placente prvog trimestra mladih Zena; PPTs, placente prvog
trimestra starijih zena; B) PTTm, placente tre¢eg trimestra mladih Zena; PTTS, placente

treCeg trimestra starijih Zena.
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Moze se uociti da se IR iz humane placente specificno vezuje za sve ispitivane lektine,
izuzev za GNL; da se IR iz sve Cetiri grupe placenti vezuju za iste lektine, odnosno da
ne postoji lektin za koji se vezuje samo IR iz neke grupe uzoraka; i da su procenti
vezivanja receptora priblizno jednaki u grupi placenti iste gestacijske starosti. Uzevsi u
obzir razliCite specifi¢nosti lektina, ovi rezultati ukazuju na to da IR poseduje: visok
sadrzaj kompleksnih biantenarnih N-glikana (velika reaktivnost sa ConA), ali ne i
oligomanozne N-glikane (izostanak vezivanja za GNL); da N-glikani IR nose ostatke L-
Fuc u jezgru (dupla potvrda, reaktivnost sa LCA i sa AAL); da ima dosta biantenarnih
N-glikana fukozilovanih u jezgru (reaktivnost sa LCA); da IR imaju ne$to nizi sadrzaj
multiantenarnih N-glikana (mnogo veca reaktivnost sa Con A nego sa PHA-L); i da se
neki od lanaca N-glikana na IR zavr$avaju 02,6-vezanom Sia (reaktivnost sa SNA).
Sparrow i saradnici (2008) su detaljno analizirali sve glikane vezane za IR, koji
su eksprimirali u CHO-K1 ¢elijama, ¢ime su pokazali prisustvo osam ostataka Asn
zauzetih kompleksnim N-glikanima, i samo tri Asn, na kojima se mogu naci
oligomanozni N-glikani, $to je prikazano u Tabeli 6. Najzastupljeniji N-glikan na IR
eksprimiranom u CHO-K1 ¢elijama je NA2F sa 37,6%, slede oligomanozni N-glikani
sa 22,0%, NA3F sa 14,3%, 1 NA4F sa 14,2%. NA2F bi se sigurno snazno vezivao za
AAL, LCA i Con A, dok bi se NA3F i NA4F vezivali za PHA-L. Oligomanozni N-
glikani u molekulu IR vezani su za ostatke Asn koji su sterno manje dostupni rastvarau
(Sparrow 1 sar., 2008), Sto moze biti razlog izostanka vezivanja IR iz humane placente
za imobilizovani GNL pri LAH analizi. Rezultati dobijeni LAH za IR iz humane
placente se, dakle, dobro slazu sa podacima prikazanim u radu Sparrow i saradnika
(Sparrow 1 sar., 2008) iako se radi o IR iz razli€itih tkiva, pa postoji mogucnost tkivno-
specificne glikozilacije IR. Nazalost, u dostupnoj literaturi nema viSe podataka 0
glikozilaciji IR iz nekih drugih tkiva. Pored navedenog, vazno je istaci da su pomocéu
LAH, mada to nije metoda za odredivanje strukture N-glikana, dobijeni osnovni podaci

0 najzastupljenijim tipovima N-glikana vezanih za IR.
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Tabela 6. Zastupljenost kompleksnih i oligomanoznih N-glikana vezanih za ektodomen

humanog IR-B, eksprimiranog u CHO-K1 ¢elijskoj liniji. Tabela je preuzeta iz literature

(Sparrow i sar., 2008), i preradena. Oznake N-glikana su preuzete sa sajta:

www.dextrauk.com/index.php/products/glycans/complex-type-n-glycans.

glill\(/)l gisl?cije Struktura glikana Oznaka Zastupljenost (%)

GIcNAc;Mansg M5 20,1

GlcNAcsManzGal,Fuc NA2F 17,7

Asnl16 GlIcNAcsMansGal, NA2 12,3
GlcNAcsMansGal Gl 9,7
GlcNAcsManzGalsFuc NA3F 6,4

GIcNAcsManzGalsFuc NA2F 53,9

Asn25 GlcNAcsManzGal,FucSia AlF 25,8

GlcNAcsMansGalsFuc NA3F 11,3
GlcNAcsMansGalsFucSia Sia-NA3F 9

Asnlll GIcNACc,;Mang.g M6, M7, M8, M9 100

GIcNAcsMansGal,Fuc NA2F 91,2
GlcNAcsMansGaloFucSia AlF 6,3

Asn255 GlcNAcsManzGalsFuc NA3F 1,4
GIcNAc;Mans;GalFuc A2G1F 0,7
GIcNAcsMansGalFuc G1F 0,4

GIcNAcsManzGal,Fuc NA2F 54,8

Asn295 GlcNAcsMansGalsFuc NA3F 32,3

GlcNAcgManzGalsFuc NA4F 12,9

GIcNAcsManzGalsFuc NA2F 50,1

Asn418 GlcNAcsMansGalsFuc NA3F 36,7

GlcNAcgManzGalsFuc NA4F 13,2

Asn514 GIcNAc,Mans.g M5, M6 100

GIcNAcsManzGalsFuc NA2F 54,9

Asn606 GlcNAcsMansGalsFuc NA3F 28,8

GlcNAcgManzGalsFuc NA4F 16,3

GIcNAcsManzGalsFuc NA2F 53,4

GlcNAcsManzGalsFuc NA3F 26,7

Asn624 GIcNAC:MansGal NA2 11,9
GlcNAcsMansGals NA3 7,9

Asn671 GlcNAcgManzGalsFuc NA4F 100

Sto se ti¢e odgovora na pitanje: Postoje li razlike u sadrzaju osnovnih tipova N-

glikana IR izmedu placenti Zena razliCite starosti, odgovor je da nisu utvrdene. Dakle,
starosna dob zena ne uti¢e na sadrzaj i tip najzastupljenijih N-glikana na IR, i to vazi za

obe gestacijske grupe placenti (prvog i treCeg trimestra). Ovaj rezultat u saglasnosti je sa
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rezultatima dobijenim profilisanjem membranskog N-glikoma humane placente
(4.1.1.1.) pomo¢u DSA-FACE. Naravno, starosne promene membranskog N-glikoma
placente ne moraju nuzno biti u korelaciji sa promenama u sadrzaju N-glikana na
placentnom IR. Membrane delija placente bogate su razli¢itim glikoproteinima, pri
¢emu N-glikani najzastupljenijih membranskih proteina najvis$e doprinose ukupnom N-
glikomu. Znajuéi da IR ima jako mali broj kopija po ¢eliji, njegovi N-glikani se sigurno
ne isticu na DSA-FACE u izobilju N-glikana oslobodenih sa ostalih glikoproteina.

4.2.1.2. Uticaj gestacijske starosti na sastav N-glikana receptora za insulin

Jedan od ciljeva ove teze bio je da se utvrdi ima li gestacijska starost humane
placente uticaj na sadrzaj i tip N-glikana vezanih za IR, odnosno da se utvrdi: i) postoje
li razlike (kvalitativne/kvantitativne) u N-glikanima IR, koje bi stajale u vezi sa
gestacijskom staro$¢u humane placente; ii) da li gestacijske promene u N-glikomu, koje
su utvrdene na ukupnim membranskim glikoproteinima iz humane placente (Odeljak
4.1.2), koreliraju sa promenama na N-glikanima placentnog IR (ukoliko se uoce). Jedini
literaturni podatak koji je povezan sa opisanim ciljevima je Brennan-ov nalaz da se
sadrzaj Sia vezane za IR iz mozga pacova jako smanjuje u toku embrionalnog razvoja
(Brennan, 1988).

Za analizu N-glikana IR pomoc¢u LAH koris¢eni su solubilizati PPTm, PPTs,
PTTm i PTTs i izraGunate su vrednosti vezivanja IR za imobilizovane lektine za svaki
pojedina¢ni ispitani uzorak. Srednje vrednosti vezivanja IR za lektine, po grupama
razliCite gestacijske starosti (PPT vs PTT), su poredene 1 ispitana je statisticka
znacajnost dobijenih razlika (Slika 34). Razvrstavanje na grupe uzoraka prema starosti
je izostalo, jer je pokazano da starost ne uti¢e na glikozilaciju placentnog IR. IR iz svih
uzoraka se vezuju za sve lektine, primenjene u LAH, osim za GNL, §to se videlo i na
Slici 33. IR iz uzoraka placenti razliCite gestacijske starosti se vezuju za iste lektine,
samo §to je procenat vezivanja razlicit. Najvece vezivanje je postignuto sa IR iz PPT 1 to
za ConA (9,7%), a najnize sa IR iz PTT za SNA (<2%). Razlike u vezivanju IR iz PPT i
IR iz PTT za sve lektine, osim za PHA-L su bile statisticki znacajne (p<0,05).
Vezivanje je uvek vece u slucaju IR iz PPT nego IR iz PTT. Drugim re¢ima, dobijeni

rezultati ukazuju da se IR, poreklom iz placenti razli¢ite gestacijske starosti, razlikuju
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po sadrzaju N-glikana, odnosno, tok gestacije dovodi do promena u sadrzaju (bar nekih

specifi¢nih) N-glikana vezanih za placentni IR.
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Slika 34. Vezivanje IR za lektine imobilizovane na agarozi. Koris¢eni su uzorci
solubilizata iz placenti razli¢ite gestacijske starosti: PPT, placente prvog trimestra; PTT,

placente trec¢eg trimestra. Zvezdicom je oznaceno postojanje statisticki znacajne razlike

(p<0,05).

Polaze¢i od utvrdenih razlika u vezivanju IR za lektine 1 saharidne specifi¢nosti lektina,
moze se zakljuciti da se, tokom gestacije, smanjuje sadrzaj: N-glikana koji nose ostatke
L-Fuc (vezivanje za AAL); biantenarnih N-glikana sa Fuc u jezgru (vezivanje za LCA i
AAL); svih biantenarnih N-glikana (vezivanje za ConA), i N-glikana koji zavrSavaju sa
a2,6-Sia (vezivanje za SNA). Izgleda da se tokom gestacije ne menja sadrZaj
multiantenarnih kompleksnih N-glikana (koji se vezuju za PHA-L) na IR.

Analiza membranskog N-glikoma humane placente pomoéu DSA-FACE
pokazala je gestacijski porast u sadrzaju svih fukozilovanih N-glikana, ali i porast
multiantenarnih N-glikana (Odeljak 4.1.2.1.). U Odeljku 4.1.2.2. je zaklju¢eno da nema
gestacijskih promena u zastupljenosti a2,6-sijalo-N-glikoproteina u placenti. Nasuprot
ovim rezultatima, rezultati dobijeni pomocu LAH ukazuju na gestacijsko smanjenje
sadrzaja pomenutih N-glikana na IR. Drugim refima, gestacijske promene sadrzaja
specificnih  N-glikana IR ne prate promene tih N-glikana na nivou ukupnog

membranskog N-glikoma. U prethodnom odeljku je obrazlozeno zasto promene u N-
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glikomu IR ne moraju da budu iste vrste kao i promene u ukupnom membranskom N-
glikomu.

Razlike u vezivanju IR za pojedinacne lektine prikazane su i kroz odnose
vezivanja IR poreklom iz PPT i PTT uzoraka (Tabela 7). Skoro dvostruko vece
vezivanje IR iz PPT uoceno je za AAL, LCA 1 ConA, dok se najveca razlika moze
videti u slucaju vezivanja IR za imobilizovani SNA. To znaci da se tokom gestacije
sadrzaj a2,6-Sia na N-glikanima IR skoro trostruko smanjuje. Smanjen sadrzaj Sia na

glikanima IR utvrden je i tokom fetalnog razvoja mozga pacova (Brennan, 1988).

Tabela 7. Odnos vezivanja IR iz placenti prvog (PPT) i treéeg trimestra (PTT) za

razli¢ite lektine.

IR vezivanje za... | PPT/PTT
AAL 1,8
LCA 1,8
PHA-L 1,0
Con A 1,9
SNA 2,7

U prethodno opisanim analizama N-glikana pomo¢u LAH, IR je ,,vizualizovan”
posredstvom vezivanja za 'Zl-insulin. Primena radioaktivno- obelezenog insulina
omogucila je detekciju vezivanja, odnosno specifi¢nog eluiranja kompleksa *2I-insulin-
IR sa lektin-agaroze putem odcitavanja radioaktivnosti u eluiranim frakcijama. U
dostupnoj literaturi nema podataka o postojanju nekog (gliko)proteina u humanoj
placenti koji vezuje insulin, i koji bi vezao **l-insulin za vreme preinkubacije sa
solubilizatima, ¢ime bi se i ovi kompleksi vezivali za lektin-agaroze i pogresno ocitavali
kao radioaktivnost koja poti¢e iskljucivo od kompleksa **I-insulin-IR (o ovome ée biti
re¢i u narednom odeljku kod IGF1R).

Za dodatno dokazivanje/potvrdu vezivanja IR iz uzoraka za imobilizovane
lektine, upotrebljena su i antitela na humani IR i metoda imunoblota. IR iz uzoraka su
vezani za lektin-agarozu (LAH bez preinkubacije solubilizata sa '*I-insulinom),
specificne glikoforme IR su eluirane odgovaraju¢im inhibitornim saharidom, a zatim
razdvojene elektroforezom, i potom blotovane antitelima na IR (Odeljci 3.9. i 3.13.).
GNL-agaroza je izostavljena iz eksperimenta, jer nije bilo vezivanja IR na njoj (Slike 33

i 34). S obzirom na to da se radilo o potvrdi prethodno prikazaih rezultata, analizirana su
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samo dva uzorka: zbirni uzorak solubilizata iz PPT i zbirni uzorak solubilizata iz PTT.
Dobijeni imunaoblot prikazan je na Slici 35. Imunoreaktivni IR je detektovan i u PPT i u
PTT uzorcima solubilizata, i vezivao se za sve ispitivane lektine u vecoj ili manjoj meri.
Najintenzivnija je imunoreaktivna traka IR iz PTT eluirana sa SNA-agaroze, sto je u
suprotnosti sa rezultatom prikazanim na Slici 34, gde je detektovano upravo najmanje
vezivanje *I-insulin-IR kompleksa iz PTT za SNA-agarozu, §to ¢e biti detaljno
opisano u Odeljku 4.2.1.3. Najmanjeg intenziteta je traka IR iz PPT uzorka eluiranog sa
PHA-L-agaroze. Ovaj rezultat stoji u saglasnosti sa onim prikazanim na Slici 34, gde je
detektovano upravo najmanje vezivanje *?l-insulin-IR kompleksa iz PPT za PHA-L-
agarozu. Redosled intenziteta traka IR iz PPT uzoraka, prikazanih na Slici 35 je slede¢i:
SNA>AAL~LCA>Con A>PHA-L, dok je redosled vezivanja ***I-insulin-IR kompleksa
za iste lektine bio: Con A>AAL~LCA>SNA, PHA-L (Slika 34). Redosled intenziteta
traka IR iz PTT sa Slike 35 je: SNA>Con A~LCA~AAL>PHA-L, dok je redosled
vezivanja **I-insulin-IR kompleksa bio: Con A>AAL~LCA>PHA-L>SNA (Slika 34).
Uocava se i1 da je intenzitet traka IR eluiranih sa AAL i LCA slican, kao $to su bile
sliéne i vrednosti % vezivanja **l-insulin-IR kompleksa za pomenuta dva lektina, koji
su specifi¢ni za N-glikane sa L-Fuc u jezgru. Za ocekivati je da se svi IR koji nose
NAZ2F glikan vezu i za LCA i za AAL (Tabela 6), dok LCA ne toleriSe glikane sa tri ili
viSe antena. Ukoliko bi se pojavila populacija IR sa znatnijim udelom N-glikana sa
antenarnom fukozilacijom (npr. NA3Fb ili NA4Fb), oni bi se vezivali samo za AAL-
agarozu, koja bi onda pokazivala veci procenat vezivanja IR nego LCA, §to ovde nije
bio slucaj. Rezultati prikazani u Tabeli 6 ne govore u prilog postojanju antenarno

fukozilovanih N-glikana na IR.

v —- . R
220kDa- | s -

SNA Con A PHA-L LCA AAL SNA Con A PHA-L LCA AAL

Slika 35. Imunoblot analiza IR eluiranog sa lektinskih kolona. Zbirni uzorci solubilizata
iz placenti prvog (PPT) i placenti treceg trimestra (PTT) su razdvojeni elektroforezom, u
neredukuju¢im uslovima na 8% gelu. KoriS¢ena su anti-IR antitela (razblazenje 1:200).
Eluati sa razlicitih lektinskih kolona oznadeni su brojevima: SNA (1,6), ConA (2,7),
PHA-L (3,8), LCA (4,9), AAL (5,10).
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Ako se uporedi intenzitet trake IR iz PPT sa odgovaraju¢om trakom IR iz PTT za svaki
lektin posebno (npr. SNA vs. SNA, Con A vs. Con A, Slika 35), dobija se da je:
intenzitet traka sa AAL i LCA veci u PPT uzorcima, dok je intenzitet traka sa SNA, Con
A i PHA-L poveéan u PTT u odnosu na PPT. Ovi rezultati ukazuju na gestacijsko
povecanje sadrzaja biantenarnih N-glikana tipa NA2 (Con A reaktivnost),
multiantenarnih N-glikana (PHA-L reaktivnost) i a2,6-sijalo-N-glikanskih lanaca (SNA
reaktivnost). Rezultati se ne slazu sa rezultatima dobijenim pomoéu LAH uz
vizuelizaciju vezivanja IR preinkubiranjem sa '#l-insulinom (Slika 34), gde je
ustanovljeno da se tokom gestacije smanjuje sadrzaj fukozilovanih N-glikana, ali i
biantenarnih N-glikana tipa NA2 i a2,6-Sia. Razlika je najverovatnije uslovljena
eksperimentalnom postavkom. Postoji moguénost razli¢itog afiniteta vezivanja
slobodnog IR i kompleksa *#l-insulin-IR sa imobilizovanim lektinima. Druga
mogucnost je da monoklonska antitela na IR ne prepoznaju (i ne vezuju istim
afinitetom) sve glikoforme IR iz solubilizata, kao i da se **I-insulin ne vezuje istim
afinitetom za sve glikoforme IR.

Literaturni podaci ukazuju na vecéu zastupljenost IR na apikalnoj membrani
sinciciotrofoblasta u prvom trimestru gestacije, dok je u tre¢em trimestru IR mnogo
zastupljeniji na bazalnoj membrani ovih placentnih ¢elija. Znaci da placentni IR, tokom
gestacije, menja svoju lokalizaciju od plazma membrane, koja je u kontaktu sa
maj¢inom cirkulacijom, ka plazma membrani koja je u kontaktu sa fetalnom
cirkulacijom (Desoye i sar., 1994). Moguce je da je u mehanizam ovog pomeranja u
lokalizaciji IR u ¢elijama placente uklju¢ena promena u N-glikozilaciji IR. Interesantno
je da se na imunoblotu (Slika 35) uocavaju i trake IR manjih molekulskih masa (SNA,
PHA-L i AAL), i to samo u PTT. MozZe se pretpostaviti da su ove glikoforme IR

povezane sa njegovim funkcijama u poslednjem trimestru trudnoce.
4.2.1.3. Uticaj **l-insulina na vezivanje kompleksa ***I-insulin-IR za SNA

Cesto se lanci N-glikana zavriavaju ostacima Sia, vezanih o2,6-glikozidnom
vezom za pretposlednji ostatak Gal (Varki i sar., 2009). Lektin iz kore zove, SNA,

specificno vezuje 02,6-Sia (Shibuya i sar., 1987). Sve je viSe radova koji ukazuju na

ogroman znacaj Sia u funkcionisanju glikoproteina. Sia ima ulogu u aktivaciji IR nakon
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Sto je receptor vezao insulin (Dridi i sar., 2013). Promena u sadrzaju Sia na proteinu
moze dovesti do promene u njegovoj funkciji (Pshezhetsky i Ashmarina, 2013).

U prethodnom odeljku je ukazano na neslaganje rezultata dobijenih za vezivanje
IR za razli¢ite lektine imobilizovane na agarozi, koje je praceno na dva nacina: 1)
merenjem radioaktivnosti kompleksa '?I-insulin-IR nakon njegove elucije sa lektin-
agaroza, ili ii) merenjem intenziteta imunoreaktivnih traka IR, nakon njegove elucije sa
lektin-agaroza. Neslaganje je najizrazitije u slucaju SNA-agarozne hromatografije
uzoraka iz PTT, gde je jako intenzivna traka IR eluiranog sa SNA-agaroze (Slika 35)
uporedena sa niskim vezivanjem kompleksa **I-insulin-IR za SNA-agarozu (Slika 34).
Uzrok ovom neslaganju bi mogao biti razli¢it afinitet vezivanja slobodnog IR i IR-'?I-
insulin kompleksa za imobilizovani SNA. Drugim re¢ima, mesta na IR odgovorna za
vezivanje insulina i ona za vezivanje SNA se, mozda, delimi¢no preklapaju. Da bi se
proverila ova pretpostavka, IR iz solubilizata je prvo vezan za imobilizovani lektin bez
prisustva **°I-insulina, a potom eluiran sa kolone u frakcijama, u koje je dodavan **I-
insulin i proveravano vezivanje IR. Paralelno sa LAH na SNA-agarozi, radi poredenja,
uradena je i LAH solubilizata na jo$ dve kolone: LCA- i Con A-agarozi. Rezultati

dobijeni za test vezivanja u epruveti prikazani su na Slici 36.
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Slika 36. Test vezivanja ***I-insulina za IR u frakcijama eluiranim pri LAH sa kolona:

Con A-, LCA- i SNA-agaroza. Strelicom je obeleZen pocetak elucije.

Sa grafika na Slici 36, vidi se da se *®I-insulin vezuje za IR u frakcijama eluiranim sa

sve tri kolone: SNA-agaroza> LCA-agaroza> Con A-agaroza. Ovaj rezultat ukazuje na
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prisustvo funkcionalnog IR u svim eluatima, odnosno na prisustvo glikoformi IR koje se
vezuju za ispitivane lektine, i koje nakon elucije ne menjaju znatnije svoju
konformaciju. Zna¢i, **I-insulin se neometano vezuje za sijalinizovane glikoforme IR
iz placente, eluirane sa SNA-agaroze. Preformirani kompleksi **I-insulin-IR se slabo
vezuju za SNA-agarozu, verovatno zbog toga $to su mesta vezivanja za SNA na IR u
blizini vezivnog mesta za insulin, tako da'?*I-insulin na neki na¢in ometa interakciju IR
sa SNA. Rezultati Sparrow i sar. (2008) (Tabela 6) su pokazali da je Sia prisutna samo u
N-glikanima vezanim za dva glikozilaciona mesta: Asn25 (34,8% zastupljenosti) i
Asn255 (6,3% zastupljenosti). Ako se posmatra trodimenzionalna mapa IR, moze se
videti da je velika verovatnoca da se bar jedan od ovih ostataka Asn nalazi u blizini
ligand-vezujuceg mesta (Lawrence i sar., 2007; Renteria i sar., 2008). Jo§ je davne
1986. godine Rouiller sa saradnicima utvrdio da postoje ogromne razlike u vezivanju
125|_insulina za normalne CHO éelije iz kulture (WT, engl. wild type) i za ¢elije —
mutante (Lecl), u kojima postoji genetski defekt u N-glikozilaciji proteina. Autor je
pretpostavio da je uzrok smanjenog afiniteta IR za insulin izmenjena N-glikozilacija IR
u Lecl ¢elijama, koje nemaju sposobnost sinteze kompleksnih N-glikana (ve¢ samo
oligomanoznih) (Rouiller i sar., 1986). Mada na prvi pogled ovi literaturni podaci ne
izgledaju da imaju veze sa rezultatima dobijenim u ovoj tezi, ipak pokazuju da afinitet
IR spram insulina zavisi od N-glikozilacije IR. To bi dalje moglo znaciti da jedna ¢elija
(npr. placentna) moze podeSavati afinitet svojih IR prema insulinu prostim izmenama u
glikozilaciji receptora. Ova hipoteza nalazi svoju potvrdu u radu Arabkhari-ja, u kome
je pokazano da je tretman L6 celija neuraminidazom doveo do desijalinizacije IR na
povrsini Celija, koji se poklopio sa znacajnim povecanjem afiniteta IR spram insulina
(Arabkhari 1 sar., 2010). Sve je ve¢i broj dokaza u prilog vazne uloge
sijalidaza/neuraminidaza, koje su smesStene u blizini receptora na plazminoj membrani,
koje bi uklanjale potreban broj terminalnih ostataka Sia sa receptora i time privremeno
menjale njihovu strukturu, pa i lokalalizaciju i/ili funkciju (Pshezhetsky i Ashmarina,
2013). Promena glikozilacione Seme IR bi mogla nastati prema planu (recimo tokom
gestacije) ili biti deo gestacijskog oboljenja (npr. preeklampsije), o cemu ¢e biti govora

u narednom odeljku.
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4.2.1.4. Uticaj dijabetesa i preeklampsije na sastav N-glikana IR

U poglavlju 4.1.3. ove teze prikazani su rezultati uticaja patologija (PE i DM) u
trudno¢i na promenu profila najzastupljenijin N-glikana vezanih za membranske
proteine iz placente. Uticaj PE i DM na N-glikozilaciju receptora IGF sistema: IR,
IGF1IR i IGF2R je, takode ispitan, a u ovom odeljku su prikazani rezultati ispitivanja
uticaja na sadrzaj i tip N-glikana vezanih za IR poreklom iz placenti treCeg trimestra.
Kori$éeni su uzorci solubilizata, izolovani iz placenti zena sa PE i DM, koji su
prethodno bili ispitani lektinskim blotom na ukupan membranski N-glikom: PE (n=14),
DM (n=6), ZP (n=30). Ovi uzorci su kori$¢eni i za ispitivanje uticaja patoloskih stanja
na sastav N-glikana IGF1R i IGF2R.

Profilisanje N-glikana vezanih za IR uradeno je metodom LAH, a glikoforme IR
su detektovane preko ,,vezane“ radioaktivnosti 12| insulina, s kojim su solubilizati
inkubirani pre nanoSenja na kolone sa imobilizovanim lektinima specifi¢énim za:
GIcNAc (WGA i1 sSWGA), Sia (SNA i MAL-II), Gal (RCA-I, ECL, PHA), Man iz jezgra
biantenarnih lanaca N-glikana (Con A), biantenarne N-glikane fukozilovane u jezgru
(LCA), i al1,2-Fuc (UEA-I). Dodatno je kori$éen i imunoblot, kao potvrda vezivanja IR
iz solubilizata za imobilizovane lektine. Procenti vezivanja kompleksa **I-insulin-IR

(IR iz placenti zdravih i trudnica sa DM) za lektin-agarozu prikazani su u Tabeli 8.

Tabela 8. Vezivanje IR za lektine imobilizovane na agarozi. Uzorci su solubilizati
membrana celija placenti, dobijeni od zdravih (ZP) i Zena sa dijabetesom (DM).
Vezivanje je izrazeno kao srednja vrednost procenata vezivanja pojedina¢nih uzoraka *

standardna devijacija (sd).

_Lektin | WGA SWGA RCA-I SNA ECL UEA-I
Uzorak
ZP+sd |27+12| 15+0,7 |20+00(13+06| 15+0,7 | 1,5+0,7
DMz+sd|35+08| 1,3+06 |1,7+06|12+04| 1,7+06 | 1,3+0,6
_Lektin_| LCA Con A PHA-E | PHA-L | MAL-II
Uzorak
ZP+sd | 25+0,7| 23+15 |25+0,7|25+0,7| 1,3+0,6
DM+sd|[33+15|18+12 |17+10|17+1,2| 1,3+0,6

IR izolovan iz obe grupe uzoraka se vezuje za sve ispitivane lektine, ali je vezivanje
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malo. Razlike u sadrzaju N-glikana vezanih za IR poreklom iz zdrave i patoloSke
populacije placenti nisu statisti¢ki znacajne.

Glikoforme IR, koje su se vezale, a potom bile eluirane sa imobilizovanih
lektina detektovane su i u imunoblotu sa anti-IR antitelima. Na 7 razlicitih
imobilizovanih lektina naneta su dva zbirna uzorka: pul DM solubilizata i pul ZP

solubilizata. Na Slici 37 je prikazan reprezentativni imunoblot.

A1 23 4

6 7 2
..... + 330kDa = ‘.‘..

_ By v 23 4 5 6 7
PHA-E PHA-L ConA LCA 75\‘.\ WGA  RCAI PHA-E PHA-L ConA LCA SNA  WGA RCAI
Slika 37. Imunoblot analiza IR eluiranog sa lektinskih kolona. Zbirni uzorak solubilizata
placenti zdravih (ZP) (A) i majki sa dijabetesom (DM) (B) je razdvojen na SDS-PAGE,
u neredukujuéim uslovima na 6% gelu. KoriS¢ena su anti-IR antitela (razblaZenje
1:200). Brojevima su oznaceni eluati sa lektinskih kolona: 1 (PHA-E), 2 (PHA-L), 3

(Con A), 4 (LCA), 5 (SNA), 6 (WGA) i 7 (RCA-I).

Rezultati imunoblota nisu ukazali na postojanje razlika u sadrzaju pojedinih glikoformi
IR izmedu ZP i DM uzoraka placenti. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim pomo¢u LAH (Tabela 8). Rezultat ima preliminaran znacaj, zbog malog broja
uzoraka placenti iz trudno¢a komplikovanih DM. Ovaj poremecaj, na srecu, nije Cest.
Analiza zastupljenosti N-glikoformi IR iz uzoraka PE uradena je pomoc¢u mini-
LAH metode, koja je brza u odnosu na klasicnu LAH. Problemi vezani sa klasi¢nom
LAH su slede¢i: kolonice su napunjene sa 2 mL agaroznog gela, $Sto onemogucava
upotrebu frakcionog kolektora za sakupljanje frakcija; kolona sa imobilizovanim
lektinima u eksperimentu ima najmanje Sest, S$to je zahtevno za jednog
eksperimentatora. Usled toga §to se radioaktivnost **I-liganda smanjuje iz dana u dan,
vrednosti vezivanja *°I-ligand-receptor kompleksa za lektine takode opadaju iz dana u
dan, zbog Cega se one dobijene u razmaku od 10 ili 15 dana ne mogu porediti. U cilju
obrade veceg broja uzoraka za Sto kra¢e vreme, upotrebljena je mini-LAH, sal0 puta
manjom zapreminom lektin-agaroznog gela u kolonici (0,2 ml), sto je zahtevalo 10 puta
manju zapreminu uzorka, kao i 10 puta manju koncentraciju *#I-liganda. Uzimajuéi u

obzir rezultate dobijene upotrebom LAH, smanjen je broj lektina kori§¢enih za mini-
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LAH, pri ¢emu nisu kori$¢eni lektini Sireg spektra specifi¢nosti (poput WGA, ECL 1
RCA). Mini-LAH metodom su analizirani IR iz PE i ZP solubilizata. Dobijeni rezultati
analize vezivanja N-glikoformi IR za 7 odabranih lektina, pomoc¢u mini-LAH prikazani

su u Tabeli 9.

Tabela 9. Vezivanje IR, izolovanih iz uzoraka solubilizata placenti zdravih Zena (ZP) i
zena sa preeklampsijom (PE), za lektine, dobijeno pomoc¢u mini lektinske afinitetne
hromatografije. Prikazani su procenti vezivanja kompleksa #I-insulin-IR + standardna
devijacija (sd). Zvezdicom je oznaCena statisticki znacajna razlika (p<0,05) dok ,,nd*

ukazuje da radioaktivnost nije detektovana.

Lektin AAL LCA PHA-E | PHA-L | Con A | GNL SNA
Uzorak

ZP+sd [6,6+01|28+0,3 nd nd 09+01| nd |32+0,1
PE+sd |55+14|24+0,8 nd nd 16+11| nd |19+0,6*

Kao §to se iz Tabele 9 vidi, kompleks 125 insulin-IR iz svih uzoraka se vezuje za vec¢inu
ispitivanih lektina, izuzev za PHA-E, PHA-L i GNL. Vezivanje IR za GNL, ni u ovoj
eksperimentalnoj postavci, nije detektovano (ka ni sa LAH, Slika 33), §to se moze
objasniti ili potpunim izostankom oligomanoznih N-glikana na placentnom IR ili
njihovim prisustvom u regionima IR koji su sterno nedostupni (Sparrow i sar., 2008).
Medutim, izuzetno nisko do nedetektabilno vezivanje kompleksa ‘Zl-insulin-IR za
PHA-L nije u saglasnosti sa vezivanjem ostvarenim pri klasicnoj LAH (Slika 33).
Uocava se i da su procenti vezivanja IR za imobilizovane lektine generalno jako niski,
kako u mini-LAH tako i u LAH. Tako je u LAH vezivanje kompleksa ***I-insulin-IR iz
zdravih PTT za LCA iznosilo 3,6%, za AAL 3,5%, za Con A 5,1%, za SNA 1,8%, dok
je u mini-LAH vezivanje kompleksa *I-insulin-IR iz istih uzoraka iznosilo 2,8% (za
LCA), 6,6% (za AAL), 0,9% (za Con A) i 3,2% (za SNA). Iz nekog razloga, prevodenje
sistema za LAH ***I-insulin-IR na mini-LAH nije funkcionisalo ni za jedan lektin. S
obzirom na navedeno, IGF1R i IGF2R su izuzeti iz ove vrste testiranja.

Statistickom analizom poredeni su procenti vezivanja IR iz PE solubilizata sa
procentima vezivanja IR iz ZP solubilizata, za svaki lektin posebno. Jedina statisticki
znacajna razlika, uocena izmedu zdrave i1 patoloskih grupa, je u vezivanju za SNA-
agarozu, koje je bilo nize u PE uzorcima u odnosu na kontrolu. Dobijene vrednosti su

suviSe niske da bi se doneli pouzdani zakljuéci o promeni sadrzaja a2,6-Sia na N-
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glikanima IR. Zbog toga bi bi ispitivanje N-glikana vezanih IR trebalo uraditi

Sumirani rezultati ispitivanja N-glikana iz IR:

e starost zena nema uticaja na sadrzaj i tip N-glikana prisutnih na IR;

e tokom gestacije smanjuje se sadrzaj: biantenarnih N-glikana koji nose
ostatke L-Fuc u jezgru, biantenarnih N-glikana i a.2,6-sijalo-N-glikana;

e moguce je da vezivanje *®I-insulina dovodi do promena u konformaciji IR,
Sto za posledicu moze imati vecu ili manju dostupnost specificnih N-glikanskih
terminusa (npr. 02,6-Sia);

e patoloska stanja (poput dijabetesa i preeklampsije) ne dovode do znacajnih

promena tipa i sadrzaja N-glikana prisutnih na IR.
4.2.2. N-glikani receptora za faktor rasta sli¢an insulinu tip 1

U ovom odeljku su prikazani rezultati ispitivanja sadrzaja i tipa N-glikana koji
ulaze u sastav IGF1R, izolovanog iz placenti:

e 7ena razliCite starosne dobi (Odeljak 4.2.2.1.),

e razliCite gestacijske starosti (Odeljak 4.2.2.2.),

e trudnica sa patologijom DM (Odeljak 4.2.2.3.).

4.2.2.1. Uticaj starosti Zena na sastav N-glikana receptora za faktor rasta slican

insulinu tip 1

U Odeljku 4.2.1.1. pokazano je da starost Zena nema uticaja na tip i sadrzaj N-
glikana koji ulaze u sastav IR. Ekstracelularni deo IGF1R sadrzi 16 ostataka Asn (11 na
a podjedinici i 5 na 3 podjedinici) koji su potencijalna mesta za N-glikozilaciju (Ullrich
i sar., 1986). U ovom odeljku prikazani su rezultati ispitivanja uticaja starosti zena na tip
i sadrzaj N-glikana vezanih za IGF1R. Primenjena je metoda LAH na uzorcima u
kojima su prethodno analizirane glikoforme IR (Odeljak 4.2.1.1.): PPTm (n=7), PPTs
(n=7), PTTm (n=15) i PTTs (n=15). Za detekciju vezivanja IGF1R za lektine

upotrebljen je **I-desIGF-1. Molekulu desIGF-1 nedostaju tri aminokiselinska ostatka
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(Gly-Pro-Glu) na NHj-kraju peptidnog lanca (Ballard i sar., 1996). Izbor desIGF-I
umesto samog IGF-I ucinjen je iz dva razloga: pokazano je da desIGF-I ima nesto veci
afinitet za IGF1R i od samog IGF-1, i, najvaznije, desIGF-I ima viSestruko manji afinitet
za IGFBP (Carlsson-Skwirut i sar., 1989). Inkubacijom uzoraka sa **I-desIGF-1, dakle,
stvaraju se pretezno kompleksi ‘*°l-desIGF-1-IGF1R. Na ovaj nadin izbegava se
obelezavanje IGFBP, ¢ija se mogucénost prisustva u solubilizatima membrana iz
placente ne moze iskljuciti. Ukoliko bi N-glikozilovani IGFBP (IGFBP-3, IGFBP-4 i
IGFBP-5), bio prisutan u uzorcima, kompleksi **I-IGF-I-IGFBP bi se vezivali za
lektin-agarozu i bili bi pogresno protumaceni kao vezani IGFIR. Pokazano je da se
IGFBP-3 mozZe naci u obliku vezanom za plazma membranu (Oh i sar., 1993).

Rezultati su izrazeni preko procenta vezivanja kompleksa *°I-desIGF-I-IGF1R

za lektin-agarozu i prikazani su na Slici 38.
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Slika 38. Vezivanje IGF1R (**I-desIGF-1-IGF1R) za lektine imobilizovane na agarozi.
Kori$¢eni su uzorci solubilizata iz placenti razliCite gestacijske starosti, dobijeni od Zena
iz dve razliCite starosne grupe: A) PPTm, placente prvog trimestra mladih Zena; PPTs,
placente prvog trimestra starijih Zena; B) PTTm, placente treCeg trimestra mladih Zena;
PTTs, placente treCeg trimestra starijih Zena. Zvezdicom je oznafeno postojanje

statisticki znacajne razlike (p<0,05).
Moze se uociti:

e da se IGFIR (kao 1 IR) iz humane placente specificno vezuje za gotovo

sve ispitivane lektine, osim za GNL,
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e da se IGFIR iz sve 4 grupe uzoraka vezuju za iste lektine, odnosno ne
postoji lektin za koji bi se vezivali samo IGF1R iz jedne grupe uzoraka (kao i kod IR),

e da nisu nadene statisticki znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti
procenata vezivanja kompleksa **°I-desIGF-1-IGF1R za lektine izmedu grupa razlicite
starosne dobi (osim za PHA-L i Con A u PPT grupaciji), a iste gestacijske starosti.
Polaze¢i od saharidne specificnosti lektina, rezultati ukazuju da IGFI1R iz humane
placente poseduje visok sadrzaj fukozilovanih N-glikana (reaktivnost sa AAL), takode i
dosta biantenarnih N-glikana sa Fuc u jezgru (reaktivnost sa LCA), kao i da je obilna
a2,6-sijalinizacija lanaca N-glikana (SNA reaktivnost). Umereno vezivanje za PHA-L
ukazuje na prisustvo i multiantenarnih N-glikana, mada preovladuju biantenarni lanci
(Con A reaktivnost > PHA-L reaktivnosti), dok se oligomanozni N-glikani na IGF1R ne
detektuju (izostanak vezivanja za GNL). Dakle, tipovi N-glikana vezanih za IR i IGF1R
iz humane placente su manje ili vise sli¢ni (videti Sliku 33), izuzev a2,6-sijalo-N-
glikana, kojih je vidno vise kod IGFI1R. U literaturi nema dostupnih podataka o
tipovima i sadrzaju N-glikana vezanih za IGF1R. Starost zena nije uticala na profil N-
glikana vezanih za IR (Slika 33), dok je kod IGF1R wutvrden veci sadrzaj
multiantenarnih N-glikana (veée vezivanje za PHA-L) i manji sadrZzaj biantenarnih N-
glikana (manje vezivanje za Con A) u PPTs u poredenju sa PPTm grupom.

Dakle, sa povecanjem starosne dobi Zena, u placentama dolazi do smanjenja
relativnog sadrzaja biantenarnih N-glikana IGF1R, prac¢enog poveéanjem sadrzaja tri- i
tetraantenarnih N-glikana, koje je primeceno u obe gestacijske grupe, ali je u prvom
trimestru  statisticki znaCajno. Prema novim saznanjima, broj 1 zastupljenost
multiantenarnih N-glikana na receptorima za faktore rasta (npr. EGFR, Trk, IGF1R) su
jako osetljivi na uslove povecanog metabolickog unosa heksoza. Koli¢ina
multiantenarnih  N-glikana na ovim receptorima se znacajno povecava §to im
omogucava interakciju sa galektinima i izbegavanje endocitoze, zahvaljuju¢i ¢emu
ostaju duze na povrsini Celije 1 mogu reagovati na signale koje donose faktori rasta
(EGF, IGF-I). Na ovaj nacin se spreze koliCina energije kojom organizam raspolaze i
odluka da c¢elija krene u proliferaciju (Dennis i sar., 2009a). Poveéanje sadrzaja
multiantenarnih N-glikana na IGF1R sa staroscu, koje je utvrdeno u ovoj tezi, moglo bi
biti posledica pove¢anog unosa nutrijenata i Glc kod zena starijih od 34 godina, koje

imaju vecu verovatnocu da imaju BMI>25 nego mlade zene (Lamminpaa i sar., 2012).
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Zene starije od 35 godina ¢e$ée dobijaju i PE, o &emu ée biti vise re¢eno u odeljku
4.2.2.3. U grupi placenti iz treCeg trimestra nisu nadene statisticki znacajne promene
povezane sa staro$¢u Zena-davalaca placenti. Sto se ti¢e razli¢itog profila N-glikana
IGF1R iz PPT i PTT uzoraka, oni su posledica razlika u gestacijskoj starosti placenti,

Sto se razmatra u slede¢em odeljku.

4.2.2.2. Uticaj gestacijske starosti na sastav N-glikana receptora za faktor rasta

sli¢an insulinu tip 1

Rezultati dobijeni u ovoj tezi su ukazali da tokom gestacije dolazi do promena u
tipu i relativnom sadrzaju N-glikana vezanih za IR iz humane placente (Odeljak
4.2.1.2.). Uticaj gestacijske starosti na profile N-glikana sa IGF1R, izolovanih iz Cetiri
grupe uzoraka solubilizata (PPTm, PPTs, PTTm i PTTS), ispitan je pomoc¢u LAH.

Vrednosti vezivanja kompleksa **1-desIGF-I-IGF1R za imobilizovane lektine prikazani

su na Slici 39.
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Slika 39. Vezivanje IGF1R (**1-desIGF-I-IGF1R) za lektine imobilizovane na agarozi.
Kori$¢eni su solubilizati iz placenti razlicite gestacijske starosti: A) PPTm, placente
prvog trimestra mladih Zena; PTTm, placente treeg trimestra mladih Zena; B) PPTs,
placente prvog trimestra starijih Zena; PTTs, placente treCeg trimestra starijih Zena.

Zvezdicom je oznaCeno postojanje statisticki znacajne razlike (p<0,05).

Najvece vezivanje IGFIR iz PPT grupe uzoraka je ostvareno za SNA (29,2%) i AAL
(28,0%), dok se IGF1R iz PTT najvise vezao za AAL (16,5%) i LCA (15,3%). Najnize
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vezivanje IGFIR u obe grupe razli¢ite gestacijske starosti bilo je za PHA-L (oko 7%),
dok vezivanje za GNL gotovo da ne postoji.

U PTT grupi mlade starosne dobi izrazeno je Smanjenje u vezivanju IGF1R za
AAL- (za 11,5%), Con A- (za 7,0%) i SNA-agarozu (za 20,1%) (Slika 39A) u odnosu
na PPT. Ove razlike su statistiCki znacajne (p<0,05), Sto ukazuje na gestacijsko
smanjenje u sadrzaju terminalne a2,6-Sia, kao i smanjenje u sadrzaju fukozilovanih
(npr. NA2F, NA3F, NA4F) i nefukozilovanih biantenarnih N-glikana (npr. NA2). U
PTT grupama vezivanje za LCA je znacajno vece u odnosu na PPT grupe. Kod
trudnica starije dobi, manje vezivanje IGF1R za SNA- i AAL-agarozu (Slika 39B) u
PTT u odnosu na PPT uzorke ukazuje na (opet izrazito) smanjenje u sadrzaju terminalne
a2,6-Sia, praceno smanjenjem sadrzaja fukozilovanih N-glikana tokom gestacije.
Razlika u vezivanju kompleksa IGF1R za razli¢ite lektine izrazena je i kroz odnose
procenata vezivanja dobijenih za dve gestacijske grupe, za obe starosne dobi
(PPTm/PTTm i PPTs/PTTs, Tabela 10).

Tabela 10. Odnos vezivanja IGFIR iz solubilizata placenti prvog (PPT) i treCeg
trimestra (PTT) za razlicite lektine imobilizovane na agarozi. Oznaka m je za mladu, a s

zZa stariju grupu Zena.

PPTm/PTTm | IGF1IR | PPTs/PTTs | IGFIR
AAL 1,7 AAL 1,6
LCA 0,6 LCA 0,7

PHA-L 0,9 PHA-L 1,1
Con A 1,6 Con A 1,0
SNA 3,2 SNA 3,4

Polaze¢i od specificnosti lektina upotrebljenih za karakterizaciju N-glikana moze se
izvesti nekoliko zakljucaka o gestacijskim promenama u sadrzaju N-glikana IGF1R:

e gestacijsko smanjenje sadrzaja fukozilovanih N-glikana
(jezgarnatantenarna fukozilacija), §to vazi za obe starosne grupe;

e gestacijsko povecanje sadrzaja biantenarnih N-glikana sa jezgarnom Fuc;

e izrazito gestacijsko smanjenje sadrzaja a2,6-sijalo-N-glikana (Sto je bio
slucaj i sa IR, Slika 34).

Galektin-3 ima visok afinitet za ostatke Gal na krajevima lanaca N-glikana,

afinitet je veci ukoliko je vece grananje, a afinitet mu jako opada dodatkom terminalne
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a2,6-Sia (Dennis i sar., 2009a). Galektin-3 je univerzalno prisutan na feto-maternalnoj
povrsini, a njegova ekspresija dostize pik sredinom gestacije (Lee 1 sar., 1998).
Pokazano je da galektin-3 formira specifi¢éne strukture na povrsini ¢elije vezujuci
membranske receptore (npr. neki iz familije TK) koji imaju veéi broj N-glikozilovanih
ostataka Asn sa multiantenarnim N-glikanima, jer sam galektin-3 ima vise od jednog
mesta za vezivanje Gal. Na ovaj nacin se produzava zadrZzavanje receptora na povrsini
¢elije, ¢ime se obezbeduje efikasniji odgovor na signale faktora rasta (Dennis i sar.,
2009a). Moze se pretpostaviti da je u prvom trimestru, u invazivnoj fazi trofoblasta,
potrebno drzati pod kontrolom interakciju galektina-3 sa multiantenarnim N-glikanima
na IGFIR, tako $to ¢e ostaci Gal biti pokriveni ostacima 02,6-Sia. Time bi se moglo
objasniti nisko vezivanje IGF1R za PHA-L, jer uzorci nisu desijalnizovani pre LAH na
PHA-L koloni.

Glikoforme IGF1R su detektovane i u imunoblotu sa anti-IGF1R antitelima.
Prethodno su na kolone napunjene lektin-agaroznim gelovima naneta dva zbirna uzorka
(bez preinkubacije sa **1-desIGF-1): pul PPT solubilizata i pul PTT solubilizata. Nakon
eluiranja IGF1R, elektroforetskog razdvajanja pomoéu SDS-PAGE i transfera na
nitroceluloznu membranu, uraden je blot sa anti-IGF1IR antitelima (Slika 40).
Imunoreaktivni IGF1R je detektovan i u PPT i u PTT uzorcima. Takode se uoc¢ava da se
placentni IGFIR, u vecem ili manjem stepenu, vezivao za sve ispitivane lektine.
Najintenzivnija je imunoreaktivna traka IGF1R iz PTT, eluirana sa SNA-agaroze.
Interesantno je da je SNA-reaktivna traka iz PTT bila i najintenzivnija traka na
imunoblotu IR (Slika 35).

PPT PTT
'3

1 2 R

220kDa-
SNA  ComA  PHAL  LCA AAL  SNA  ConA  PHAL LCA AAL

s IGFIR

Slika 40. Imunoblot analiza IGF1R iz zbirnih uzoraka solubilizata placenti prvog (PPT)
i treceg trimestra (PTT), eluiranih sa lektinskih kolona i razdvajanih elektroforezom u
neredukuju¢im uslovima na 8% gelu. KoriS¢ena su anti-IGFI1R antitela (razblazenje
1:400). Eluati sa razli¢itih lektinskih kolona oznaceni su brojevima: SNA (1,6), Con A
(2,7), PHA-L (3,8), LCA (4,9), AAL (5,10).
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Redosled intenziteta traka IGF1R iz PTT dobijen imunoblotom je sledecéi:
SNA>>LCA>Con A>AAL~PHA-L, a redosled vezivanja ?-l-desIGF-I-IGF1R
kompleksa za iste lektine: AAL>LCA>Con A>SNA, PHA-L (Slika 39). | ovde se, kao i
kod rezultata dobijenih za IR, moze pretpostaviti da na redosled reaktivnosti glikoformi
IGFIR sa lektinima utide metod detekcije receptora, jer se ‘*l-ligand vezuje za
funkcionalne molekule receptora (o¢uvane konformacije), dok se antitela vezuju za sve
imunoreaktivne forme, uz probleme koje nosi proizvodnja antitela imunizacijom
zivotinja ne celim IGFIR, ve¢ nekim delom njegove sekvence. Traka IGFIR iz PTT
uzorka, eluiranog sa AAL-agaroze bila je gotovo nevidljiva pri imunoblotu, $to se ne
slaze sa rezultatom dobijenim pomo¢u LAH, gde je vrednost procenta vezivanja
kompleksa '?°I-desIGF-1-IGF1R za imobilizovani AAL bila najveca (Slika 39A i 39B).
Moze se pretpostaviti da je i kod IGF1R (sli¢no kao i kod IR) doglo do uticaja **I-
desIGF-I na interakciju receptora sa lektinom, moguce usled konformacione promene
receptora. Dok je kod IR slabo vezivanje kompleksa '*I-insulin-IR za SNA pratilo
visoko vezivanje slobodnog IR za SNA, slobodan IGF1R ima neznatno vezivanje za
AAL-agarozu, dok kompleks '#I-desIGF-1-IGF1R ima veliku vrednost vezivanja za isti

lektin. U slu¢aju IGF1R, dakle, ligand je povecao afinitet receptora za lektin.

4.2.2.3. Uticaj dijabetesa na sastav N-glikana receptora za faktor rasta slican

insulinu tip 1

U odeljku 4.1.3.1 prikazane su promene profila N-glikana placentnih
membranskih glikoproteina do kojih dolazi u trudno¢ama komplikovanim dijabetesom
majke i preeklampsijom. Potencijalni uticaj patologije trudnoé¢e na N-glikanski profil
IGF1R je, takode, ispitan, na uzorcima solubilizata iz placenti treCeg trimestra, U kojima
je prethodno ispitivan ukupan membranski N-glikom i N-glikom IR. Ispitivani su
uzorci: DM (n=6) i kontrolni uzorci ZP (n= 30). Za analizu je kori§¢ena metoda LAH.

Procenti vezivanja preformiranih kompleksa '?°I-desIGF-I-IGFIR za 11
razlicitih lektina imobilizovanih na agarozi su prikazani u Tabeli 11. 1z tabele se vidi da
se IGF1R izolovan iz placenti zdravih Zena i Zena sa DM vezivao za sve ispitivane
lektine. Vezivanje IGF1R za UEA-I-agarozu je gotovo neznatno, slicno dobijenom pri

ispitivanju N-glikoma IR (Tabela 8). Ovo ukazuje na slabu ili nikakvu zastupljenost N-
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glikana, koji imaju terminalne ostatke L-Fuc vezane al,2-glikozidnom vezom za Gal
(Baldus 1 sar., 1996), na IGF1R. Lee i Damjanov(1984) takode nisu detektovali UEA-I
glikotope lektinskom histohemijom preparata tkiva humane placente. Isto je i sa
vezivanjem za MAL-II, koje ukazuje na odsustvo a2,3-sijalo-N-glikana iz IGF1R.

Tabela 11. Vezivanje IGF1R za lektine imobilizovane na agarozi. Uzorci su solubilizati

membrana Celija placenti, dobijenih od zdravih (ZP) i zena sa dijabetesom (DM).

Vezivanje je izrazeno u procentima + standardna devijacija (sd).

_Lektin | \vGA | sWGA | RCA1 | SNA | ECL | UEAI
Uzorak
ZP+sd [95%07| 25%07 | 165%0,7 [850,7 | 155%0,7 [ 3,706
DM=*sd | 87+21| 13%06 | 130+17 |63+15| 11,3+12 [23%06
_Lektin | cA | ConA | PHAE | PHALL | MAL-I
Uzorak
ZP+sd |82+0,6| 125+0,7 | 13,7+0,6 | 87%0,6 | 1,3%06
DM#sd|71%10] 87%15 | 137+2,1 |7,3£0,6 | 1,306

Vezivanje IGF1R za ECL-agarozu je najvece, §to ukazuje na prisustvo disaharidne
sekvence GalP1,4GIcNAc kako na biantenarnim (bez umetnutog GIcNAC), tako i na
multiantenarnim N-glikanima (Wu i sar., 2007). Vezivanje za WGA ukazuje na
prisustvo slobodne terminalne GIcNAc, ali i Sia, dok nisko vezivanje za SWGA
pokazuje da se na krajevima lanaca N-glikana iz IGF1R nalazi a2,6-vezana Sia, §to je
potvrdeno 1 vezivanjem za SNA. Statistickom obradom podataka prikazanih u Tabeli 11
nisu nadene razlike u sadrzaju N-glikana izmedu IGF1R iz kontrolne grupe i IGFIR
iz placenti Zena sa dijabetesom. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatom dobijenim
pri ispitivanju uticaja dijabetesa majke na tip i sadrzaj N-glikana vezanih za placentalni
IR, gde takode nisu utvrdene znacajne razlike u odnosu na zdrave osobe.

Glikoforme IGF1R, koje su se vezale, a potom bile eluirane sa lektin-agaroznih
kolona detektovane su i u imunoblotu sa anti-IGF1R antitelima. Na 7 razli¢itih
imobilizovanih lektina naneta su dva zbirna uzorka: pul DM solubilizata i pul ZP
solubilizata, kao S$to je opisano u Odeljku 4.2.1.2. Na Slici 41 prikazani su
reprezentativni imunoblotovi. Rezultati imunoblota, nisu ukazali na postojanje razlika u
sadrzaju N-glikana vezanih za IGF1R izmedu ZP i DM uzoraka placenti, $to je potvrda

nalaza dobijenih pomoc¢u LAH.
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Slika 41. Imunoblot analiza IGF1R iz zbirnih uzoraka solubilizata zdravih (ZP) (A) i
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placenti Zena sa dijabetesom (DM) (B), eluiranih sa lektinskih kolona i razdvajanih
elektroforezom u neredukuju¢im uslovima na 6% gelu. Kori$¢ena su anti-IGF1R

antitela (razblazenje 1:200). Brojevima su oznaceni eluati sa lektinskih kolona: 1 (PHA-

E), 2 (PHA-L), 3 (Con A), 4 (LCA), 5 (SNA), 6 (WGA) i 7 (RCA-I).

Sumirani rezultati ispitivanja N-glikana vezanih za IGF1R:

e Sa povecanjem starosti zena, u njihovim placentama dolazi do smanjenja
sadrzaja biantenarnih N-glikana, pra¢enog povecanjem sadrzaja tri-i tetraantenarnih N-
glikana vezanih za IGF1R, ali samo u prvom trimestru trudnoce;

e Tokom gestacije sadrzaj 02,6-sijalo-N-glikana se smanjuje, kao i sadrzaj
fukozilovanih N-glikana, dok se sadrzaj biantenarnih N-glikana sa jezgarnom Fuc
povecava;

e Moguée je da vezivanje **°I-desIGF-I dovodi do promena u konformaciji
IGF1R, ¢ime se povecava izloZenost ostataka L-Fuc lektinu AAL,;

e Dijabetes ne dovodi do znacajnih promena tipa i sadrzaja N-glikana
prisutnih na IGF1R.

4.2.3. N-glikani receptora za faktor rasta sli¢an insulinu tip 2

IGF2R nema nikakve homologije u sekvenci, niti sli¢nosti u strukturi sa
receptorima iz familije TK: IR i IGF1R (Annunziata i sar., 2011). Jedino $§to ovaj
receptor povezuje sa IR i IGF1R je molekul IGF-I1, koji se vezuje za sva tri receptora,
iako sa bitno razliCitim afinitetom (Annunziata 1 sar., 2011). IGF2R sadrzi 19
potencijalnih mesta za N-glikozilaciju, od kojih su bar dva zaista i glikozilovana (Lobel
1 sar., 1987). Osim ovih Sturih literaturnih podataka o glikanima na IGF2R se ne zna
nista. Stoga je cilj ove teze bio i ispitivanje sadrzaja i tipa N-glikana koji su vezani za
IGF2R, izolovan iz humane placente. Pored toga, ispitan je uticaj starosti Zena,

gestacijske starosti placente i DM majki na sastav N-glikana vezanih za IGF2R.
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4.2.3.1. Uticaj starosti Zena na sastav N-glikana receptora za faktor rasta slican

insulinu tip 2

Za profilisanje N-glikana IGF2R primenjena je LAH metoda, a imunoblot sa
anti-IGF2R antitelom je koris¢en u cilju potvrde rezultata vezivanja za lektin.
Analizirani su uzorci u kojima su prethodno ispitivani N-glikani vezani za IR i IGF1R:
PPTm (n=7), PPTs (n=7), PTTm (n=15) i PTTs (n=15). Uzorci su pre nano$enja na
kolone napunjene lektin-agarozom inkubirani sa '?’I-IGF-II. Vezivanje nastalih
kompleksa '?I-IGF-11-IGF2R za razliite lektine, i eluiranje sa kolona praceno je

merenjem radioaktivnosti (Slika 42).
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Slika 42. Vezivanje IGF2R za lektine imobilizovane na agarozi. Koris¢eni su
solubilizati placenti razliite gestacijske starosti dobijeni od Zena iz dve razliCite
starosne grupe: A) PPTm, placente prvog trimestra mladih Zena; PPTs, placente prvog
trimestra starijih Zena; B) PTTm, placente treceg trimestra mladih Zena; PTTs, placente

treceg trimestra starijih Zena.

Kao §to se sa Slike 42 moze videti, IGF2R, iz svih placenti, se specificno vezuje za
gotovo sve ispitivane lektine, osim za lektin specifi¢an za oligomanozne N-glikane:
GNL (ni IR ni IGF1R se nisu vezivali za GNL). IGF2R se u najve¢em stepenu vezuje za
AAL (specifican za ostatke L-Fuc na N-glikanima), LCA (prepoznaje biantenarne N-
glikane sa jezgarnom Fuc) i SNA (specijalizovan za terminalne a2,6-Sia). Ovi rezultati
sugeriSu da je IGF2R znacajno fukozilovan (poseduje visok sadrzaj npr. NGA2F i
NAZ2F) 1 bogat a2,6-Sia, §to je naroCito izrazeno u uzorcima iz placenti prvog trimestra,

o ¢emu Ce biti govora u narednom odeljku. Vezivanje IGF2R za PHA-L je relativno

131



malo, u poredenju sa vezivanjem za druge lektine. Ovo ne mora biti samo posledica
niskog sadrzaja multiantenarnih N-glikana, ve¢ i toga Sto se veliki broj antena zavrSava
ostacima a2,6-Sia, Sto ometa vezivanje PHA-L za pretposlednje ostatke Gal (Green i
Baenziger, 1987), a uzorci namenjeni LAH receptora nisu desijalinizovani.

Poredeci rezultate LAH dobijene za tip glikana vezanih za IR (Slika 33), IGF1R
(Slika 38) i IGF2R (Slika 42) moze se zakljuciti da sva tri receptora poseduju sli¢ne N-
glikanske profile. Razlike u profilima N-glikana izmedu tri receptora izgleda da poti¢u
samo od razlika u sadrzaju terminalnih ostataka o2,6-Sia i stepena fukozilacije na
antenama i u jezgru N-glikana. Na osnovu dobijenih rezultata, nije moguce
kvantitativno porediti vrednosti vezivanja sva tri kompleksa *I-ligand-receptor za
imobilizovane lektine, jer postoje i dodatni faktori koji mogu uticati na koli¢inu
kompleksa koja zaostaje na koloni sa lektinom: i) koncentracija samog receptora u
solubilizatu; iako su na sve lektinske kolone nanosene jednake koli¢ine membranskih
proteina, nije se znao sadrzaj svakog pojedina¢nog receptora, ii) afinitet receptora za
2|_ligand, tj. broj obelezenih molekula receptora u odnosu na broj koji se ne obelezi,
ali se vezuje za lektin; iii) prisustvo razlicitih glikoformi ispitivanih receptora; moguce
je da jedna glikoforma istog receptora bude zastupljenija u odnosu na neku drugu, §to bi
dalo pogresnu sliku o sadrzaju glikanskih struktura.

Statistickom obradom podataka dobijenih pomoc¢u LAH zakljuc¢eno je da starost
zena od kojih poti¢u placente, ne uti¢e na generalni profil zastupljenosti N-glikana
vezanih za IGF2R, sto je dobijeno i pri ispitivanju uticaja starosti na profile N-glikana

IR iz placente.

4.2.3.2. Uticaj gestacijske starosti na sastav N-glikana receptora za faktor rasta

sli¢an insulinu tip 2

Uticaj gestacijske starosti placente na profile N-glikana koji ulaze u sastav
IGF2R ispitan je na uzorcima: PPTm, PPTs, PTTm i PTTs. Rezultati vezivanja
kompleksa *?°I-IGF-11-IGF2R za lektine prikazani su na Slici 43. Imajuéi u vidu da nije
nadeno da starost Zena utiCe na profil vezivanja N-glikana IGF2R za lektine, grupe
PPTm i PPTs su svrstane u jednu grupu - PPT, §to je izvedeno i sa uzorcima iz treceg

trimestra - PTT. Potom su statisti¢ki poredene srednje vrednosti vezivanja IGF2R za
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lektine, dobijene za PPT uzorke sa onima dobijenim za PTT uzorke. Rezultati su

prikazani na Slici 43.
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Slika 43. Vezivanje IGF2R za lektine imobilizovane na agarozi. Koris¢eni su
solubilizati iz placenti razli¢ite gestacijske starosti: PPT, placente prvog trimestra; PTT,
placente trec¢eg trimestra. Zvezdicom je oznaceno postojanje statisticki znacajne razlike

(p<0,05).

IGF2R iz PTT uzoraka se najviSe vezao za AAL-agarozu (29,0%) i LCA-agarozu
(24,4%). Najmanje vezivanje IGF2R dobijeno je za PHA-L-agarozu. Razlike u
vezivanju IGF2R iz PTT i PPT za AAL-, LCA-, pa ¢ak i za Con A-agarozu su bile
statistiCki znacajne (p<0,05). U sva tri slucaja je vezivanje IGF2R za lektine bilo vece u
PTT nego u PPT uzorcima. Vece vezivanje za AAL- i LCA-agarozu u PTT uzorcima
ukazuje na gestacijsko povecanje sadrzaja antenarne i jezgarne Fuc na N-glikanima
IGF2R. Tokom gestacije, dakle, najverovatnije dolazi do promena u sadrzaju odredenih
N-glikana, koji ulaze u sastav IGF2R, §to je bio slucaj i sa IR 1 IGF1R.

Potvrda rezultata dobijenih sa LAH uradena je imunoblotom sa anti-IGF2R
antitelima, nakon vezivanja i elucije IGF2R sa LAH, koje je izvedeno bez prethodne
inkubacije uzoraka (pula PPT i PTT) solublizata sa *°I-IGF-11. Dobijeni imunoblot
prikazan je na Slici 44. Sa se uocava da je najintenzivnija imunoreaktivna traka IGF2R
iz PTT uzorka eluiranog sa SNA-agaroze, dok je IGF2R traka iz istog uzorka sa AAL-
agaroze slabog intenziteta. Poredenje ovih rezultata sa rezultatima dobijenim pomocu
LAH (Slika 43), uocava se neslaganje. Kompleks *®I-IGF-11-IGF2R iz PTT uzoraka se

najjace vezivao za AAL-agarozu, i jace nego za SNA-agarozu. Moguce je da i u slucaju
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IGF2R, ligand '*°I-IGF-II ima odredeni uticaj na konformaciju receptora, ime se

moduliSe njegov afinitet za vezivanje odredenih lektina.

220kDa-

SNA Con A PHA-L LCA AML SMA Con A PHA-L  LCA AAL

Slika 44. Imunoblot analiza IGF2R, iz zbirnih uzoraka solubilizata placenti prvog (PPT)
i tre¢eg trimestra (PTT), eluiranih sa lektinskih kolona i razdvojenih elektroforezom pri
neredukuju¢im uslovima na 8% gelu. KoriS¢ena su anti-IGF2R antitela (razblazenje
1:2000). Eluati sa razli¢itih lektinskih kolona oznaceni su brojevima: SNA (1,6), ConA
(2,7), PHA-L (3,8), LCA (4,9), AAL (5,10).

4.2.3.3. Uticaj dijabetesa na sastav N-glikana receptora za faktor rasta slican

insulinu tip 2

Analiza N-glikoformi IGF2R iz placenti dobijenih od Zena sa DM (n=6) uradena
je na solubilizatima membrana iz placenti treeg trimestra, pomocu LAH. Radi
poredenja koriséeni su rezultati dobijeni analizom N-glikana IGF2R iz placenti zdravih

trudnica istog trimestra (ZP, n=30). Dobijeni rezultati prikazani su u u Tabeli 12.

Tabela 12. Vezivanje IGF2R za lektine imobilizovane na agarozi. Uzorci su solubilizati
membrana Celija placenti, dobijenih od zdravih (ZP) 1 Zena sa dijabetesom (DM).

Vezivanje je izrazeno u procentima + standardna devijacija (sd).

_Lektin_ WGA SWGA RCA-I SNA ECL UEA-I
Uzorak
ZP+sd | 185+35 | 45+21 | 105+21 | 265+06 | 7,7+3,1 | 25+0,7
DM#+sd | 17,3215 | 47+0,6 120+11 | 21,7+15 | 87+06 |3,0+0,1
Lektin LCA Con A PHA-E PHA-L MAL-I1
ZP+sd | 79+11 | 115+0,7 | 145+0,7 95+0,7 1,3+0,6
DM+sd| 85+1,1 | 103+12 | 147+12 | 83+0,6 1,3+0,6

IGF2R se, bez obzira da li poti¢e iz placenti ZP ili DM grupe, vezuje za iste
imobilizovane lektine. Statistickom analizom nije nadena znacajna razlika u vezivanju

IGF2R za lektine izmedu grupa. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim
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pri ispitivanju uticaja DM na N-glikane vezane za IR (Odeljak 4.2.1.4) i IGF1R
(Odeljak 4.2.2.3.). Najvece vezivanje IGF2R je ostvareno sa PHA-E. PHA-E vezuje
biantenarne glikane koji imaju terminalnu Gal, dok prisustvo umetnutog GIcNAc
povecava afinitet (Tabela 1, Odeljak 2.4.1.). To bi znadilo da je IGF2R, kao i IR i
IGF1R, bogat strukturama tipa NA2.

Rezultati dobijeni pomo¢u LAH su provereni imunoblotom. Glikoforme IGF2R
(iz pula DM solubilizata 1 pula ZP solubilizata), koje su se vezale, pa potom bile
sakupljene u eluatima sa 7 lektinskih kolona, su blotovane anti-IGF2R antitelima. Na

Slici 45 prikazani su reprezentativni imunoblotovi.

Al 2 3 4 5 6 7 By 1 2 3 4 5 6 7
PHA-E PHA-L ConA LCA SNA WGA RCA1 PHA-E PHA-L ConA LCA SNA WGA RCA1

Slika 45. Imunoblot analiza IGF2R, iz zbirnih uzoraka solubilizata placenti zdravih (ZP)
(A) i Zena sa dijabetesom (DM) (B), eluiranih sa lektinskih kolona i razdvojenih
pomocu SDS-PAGE, u neredukuju¢im uslovima na 6% gelu. KoriS¢ena su anti-IGF2R
antitela (razblazenje 1:2000). Redni brojevi predstavljaju eluate sa lektinskih kolona: 1

(PHA-E), 2 (PHA-L), 3 (Con A), 4 (LCA), 5 (SNA), 6 (WGA) i 7 (RCA-1).

Sa imunoblota na Slici 45 se uocavaju trake imunoreaktivnog IGF2R koji je bio vezan
za sve lektinske kolone, iako su trake sa PHA-L-, PHA-E- i Con A-agaroze jedva
vidljive. Izmedu imunoblotova IGF2R (kao i u slu¢aju IR i IGFIR), sa pulovima DM i

ZP, nema znacajne razlike.

Sumirani rezultati ispitivanja N-glikana iz IGF2R:

e starost zena nema uticaja na sadrzaj i tip N-glikana prisutnih na IGF2R,;

e tokom gestacije povecava se sadrzaj antenarne 1 jezgarne Fuc;

e moguce je da vezivanje'®I-IGF-1I dovodi do promena u konformaciji
IGF2R, S§to verovatno doprinosi povecanoj izlozenosti Fuc ostataka lektinima
specifi¢nim za Fuc;

e dijabetes ne dovodi do znacajnih promena tipa i sadrzaja N-glikana
vezanih za IGF2R.
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4.2.3.4. Sumirani rezultati ispitivanja uticaja gestacije na sadrzaj N-glikana IR,
IGFIR i IGF2R

Tokom gestacije na IR i IGF1R se smanjuje sadrzaj N-glikana koji nose Fuc i
a2,6-Sia, dok se kod IGF2R smanjuje samo sadrzaj N-glikana koji nose Fuc, bez

promene u sadrzaju 02,6-Sia (Tabela 13).

Tabela 13. Uticaj gestacijske starosti na sadrzaj N-glikana receptora IGF

sistema. Pregled najbitnijih rezultata.

IR | IGFIR | IGF2R
ReceptorN-glikani sa... tokom gestacije
Fuc opada opada opada
a2,6-Sia opada opada nema promene

Trend promene specificnih N-glikana je isti za oba receptora iz grupe TK: IR i IGF1R.
Ove receptore kodiraju geni za koje se smatra da vode poreklo iz jedno istog pra-gena.
Zbog toga i ne ¢udi visok stepen homologije koji dele IR i IGF1R: i) oba spadaju u
transmembranske TK, i za razliku od ostalih ¢lanova te familije, ovi receptori postoje
kao tetrameri strukture opf, (kod ostalih TK tetramer se formira nakon vezivanja
liganda); ii) eksperimentalno je pokazano da se funkcije IR i IGFIR delimi¢no
preklapaju (Kim i Accili, 2002). Shodno tome, trend uoéenih promena je logi¢an ako se
radi o regulaciji N-glikozilacije razvicem, koja bi ukljucila promenjenu ekspresiju nekih
gliko-gena tokom gestacije, npr. utiSavanje ekspresije jedne ili vise FUT. Takva
promena bi se odrazila na sve membranske proteine na kojima FUT ispoljavaju
aktivnost, a u ovoj tezi su ispitana samo tri: IR, IGF1R i IGF2R. Za potvrdu ove
pretpostavke trebalo bi proveriti ekspresiju IRNK za neke FUT i/ili proveriti N-
glikanski profil jo§ ponekog membranskog proteina iz humane placente.

FUT4 je al,3-fukozil-transferaza, koja dodaje Fuc na ostatak GICNAC iz
LacNAc sekvence N-glikana (Becker i Lowe, 2003, Odeljak 2.3.2.1.). Tako nastaje Le*
glikotop, koji ¢e prepoznati i vezati AAL lektin. Ekspresija gena FUT4 je Cesto veca u
tumorskim celijskim linijjama nego u odgovaraju¢im normalnim ¢elijama (Yang 1 sar.,
2013). Pokazano je da prekomerna ekspresija FUT4 ide skupa sa povecanjem
migracijskog potencijala ¢elije. Takode se zna da je FUT4 ukljucena u procese celijske

migracije, invazivnosti i metastaze kancera (Yang i sar., 2013). Placenta prvog trimestra
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po mnogo ¢emu podseca na tumor, narocito biologija invazivnog trofoblasta (Murray i
sar., 1999), ali se taj proces brzo zaustavlja kad implantacija dostigne odredeni stepen.
Pod pretpostavkom da su supstrati za FUT4 u placenti i IR i IGFR (a nema razloga da
ne budu, jer glikozil-transferaze u Goldzijevom aparatu nisu protein-specificne), jasno
je zasto je veéi sadrzaj N-glikana koji nose Le* glikotop u placentama prvog nego u
placentama trec¢eg trimestra.

Primeéeno je i da vezivanje *l-insulina smanjuje afinitet IR za Sia-specifi¢ni
lektin (SNA). Kao §to je veé receno, sve je vise radova koji se bave znacajem Sia za
funkcionisanje glikoproteina. Promena u sadrzaju Sia uti¢e na funkciju IR (Pshezhetsky
i Ashmarina, 2013), i njegovu aktivaciju posle vezivanja insulina (Dridi i sar., 2013).
Pokazano je da desijalinizacija IR povecava njegov afinitet spram insulina (Arabkhari i
sar., 2010), a moguce je da se na taj nacin, pored strukture, menja i lokalizacija i
funkcija IR (Pshezhetsky i Ashmarina, 2013). Sa druge strane, kod IGFIR i IGF2R
vezivanje liganda poveéava afinitet ovih receptora za Fuc-specifi¢ni lektin (AAL).
Moguce je da se afinitet IGFIR i IGF2R za njihove ligande kontrolise preko Fuc, a ne
preko Sia (Sto je bio slucaj sa IR). AAL lektin prepoznaje terminalnu i jezgarnu Fuc, a
pokazano je i da prisustvo terminalne Fuc (u al,3 polozaju) pospeSuje adheziju i
implantaciju embriona (Aplin 1 Jones, 2012). Moguce je da se lokalizacija i funkcija IR

kontroliSu sijalinizacijom, a lokalizacija 1 funkcija IGFIR 1 IGF2R fukozilacijom.
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5. Zakljucci



Po prvi put je analiziran N-glikom solubilizovanih membranskih proteina iz humane

placente:

©)

Utvrdeno je jedanaest tipova kompleksnih N-glikana koji se vezuju za
membranske proteine.

Starost zena ne uti¢e na N-glikom solubilizovanih membranskih proteina.
Tokom gestacije dolazi do povecanja u sadrzaju paucimanoznih, NA2F i NA3F
struktura N-glikana kompleksnog tipa, dok opada sadrzaj NGA2, max4, NA2,
max6, i NA2FB.

Tokom gestacije dolazi do povecanja u sadrzaju N-glikana sa jezgarnom Fuc i
multiantenarnih N-glikana, dok se sadrzaj N-glikana sa umetnutim GIcNAc
smanjuje.

Preeklampsija dovodi do povecane zastupljenosti manjih N-glikana (kao $to su
paucimanozne strukture, NGA2 i max4), i do smanjene zastupljenosti ve¢ih N-

glikana (kao $to su NA2, max6 i NA3F).

Pri ispitivanju N-glikoma receptora (IR, IGF1R i IGF2R) izvedeni su sledeci

zakljucci:

o Starost Zena ne uti¢e na sastav N-glikana vezanih za IR i IGF2R.

o Tokom gestacije sadrzaj N-glikana sa ostacima L-Fuc, biantenarnih N-glikana, i
N-glikana koji se zavrSavaju sa a2,6-Sia vezanih za IR se smanjuje.

o U prvom trimestru trudno¢e, na IGF1R dolazi do smanjenja sadrzaja
biantenarnih N-glikana, i povecanja sadrzaja tri- i tetraantenarnih N-glikana.

o Tokom gestacije sadrzaj fukozilovanih i N-glikana koji se zavrSavaju sa 02,6-

Sia, vezanih za IGF1R se smanjuje, dok se povecava sadrzaj N-glikana sa
jezgarnom Fuc.

Sadrzaj fukozilovanih N-glikana, vezanih za IGF2R, se povecava tokom
gestacije.

Preeklampsija i dijabetes, ne menjaju bitno sadrzaj N-glikana vezanih za IR,
IGF1R i IGF2R.

Prisustvo odredenih glikana na IR (Sia), IGFIR (Fuc) i IGF2R (Fuc) menja
njihove interakcije sa ligandima i afinitet prema lektinima, ¢ime se verovatno

moduliSe lokalizacija 1 funkcija ovih receptora u tkivu placente.
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UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTnucaHa [paraHa b. Pobajay
©poj nngekca 11/2009

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa AucepTaumja nof HacnoBoM

N-rIMKoM MeMGpaHCKMX NPOTeMHa U peLenTopa 3a MHCYINUH U hakTope pacTa

CITIUYHe UHCYJIUHY, N30/10BaHUX U3 XyMaHe nnaueHTe y pasfinintmm

(naTo)domnanonowknm ctarbuma

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npegnoxeHa gucepraumja y LUenuHu HU 'y genosmMa Huje buna npegnoxeHa
3a gobujare Ouno koje gunnome npema CTyaujCKMM nporpamMuma Apyrux
BMCOKOLLIKONCKNX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeAEeHU U

e [a HMcaM KpLuMo/ria ayTopcka npaBa M KOPWUCTMO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Bbeorpagy,




Mpunor 2.

UsjaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe

Bep3uje OOKTOpPCKOr paaa

Mme u npesume aytopa Oparana b. PoGajau
Bpoj nHaoekca 11/2009
Crtyaumjckn nporpam BGuoxemuija

Hacnos paga N-rnmmkom MeMOpPaHCKMX NPOTEUHA U peLenTopa 3a UHCYNVH U

gpaKTope pacTta ciinyHe UHCYJTUHY, N3010BaHUX U3 XyMaHe nnaueHTe y

pasnuuutum (Narto)dn3nonowKnm cTakbnuma

MeHTOp ap Jbyb6a Manguh, oap PomaHa MacHukoca

MotnucaHa [parana b. Pobajay

M3jaBrbyjeM ga je wTamnaHa Bepanja MOr JOKTOPCKOr pafa MCTOBETHA €NEKTPOHCKO]
Bep3nju kojy cam npegjao/na 3a objaBrbMBakbe Ha noptany AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTa y beorpany.

[os3sorbaBam ga ce objaBe MOju NWMYHWM nogauun Be3aHn 3a gobujare akagemckor
3Bakba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npe3ume, rogMHa u Mecto pohewa n gatym
oabpaHe paga.

OBM nuyHM nogauM Mory ce 00jaBUTM Ha MpPEeXHUM CTpaHuuama aurntanHe

OnbnuoTeke, y eneKTPOHCKOM KaTanory n y nybnukaumjama YHmeepauteta y beorpagy.

MoTnuc poKkropaHaa

Y beorpagay,




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Onawhyjem YHuBepsauteTcky Gmbnmnoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y LOurutanHum
penosutopujym YHuBepsuteTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HaCroBOM:

N-rmMKkoM MemMGpaHCKMX NPOTEeMHa U peLenTopa 3a MHCYNUH U pakTope pacTa

CJINYHEe UHCYJIUHY, N30y10BaHUX U3 XyMaHe nnaueHTe y pasiinintmm

(naTo)domanonowknm crarouma

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

[ucepTaumnjy ca caum npunosmnma npegao/na cam y enekTpoHCKOM popmaTy NOrogHoMm
3a TpajHO apxuBUpam-e.

Mojy fokTopcky AncepTtauunjy noxparweHy y OurntanHum penosvtopujym YHuBep3auteTta
y Beorpaay mory ga kopucTte cBu Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4dumo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpUMjarHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLNjanNHO — AeNUTKN Nog UCTUM yCIioBMMa

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCTBO — O€enuUTu nog UCTUM ycrioBuma

(Monumo ga 3aoKpyxute camo jefHy OA LWecT NoHyheHux nuueHuwu, Kpatak onuc

nvueHumM gart je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc gokTopaHaa

Y beorpagay,




1. AytopcTtBo - [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBarbe, OUCTPMOYUMjy U jaBHO caomniluTaBawe
Aena, n npepage, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HadvH oapefeH of cTpaHe ayTtopa
Unu gasaoua nuueHLe, Yak 1 y komepuumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHunja o cBux
nuueHum.

2. AyTopCcTBO — HEkomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBahe, AUCTpUbYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 03BOrbaBa koMepuujarHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekoMmepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBak-€,
ancTpmbyumnjy n jaBHO caonwtaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WNn
ynotpebe gena y CBOM fJeny, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HauvH oapeheH o
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He 003BOSbaBa KomepLuvjanHy
ynoTpeby aena. Y ogHocy Ha CBe ocTane nuvueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehn 06mMm npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — Aenutu nog uCcTum ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe
YMHOXaBahe, ANCTpnbyumnjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBeae
nme aytopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa uUnu aBaoua NUUEHLE MU ako ce
npepaga Aauctpubympa nog MCTOM wnM cnivdHOM nuudeHuom. OBa nuvueHua He
A03BOSbaBa kKomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBahe, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe fgena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa nnu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of CTpaHe ayTtopa wnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua 4o3BosrbaBa komepuumjanHdy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - Jdenutu nog MWCTMM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
anctpmbyuujy 1 jaBHO caoniTaBawe fena, U npepage, ako ce HaBede MMme aytopa Ha
HauMH ogpeheH O4 CTpaHe ayTopa WM daBaoua fuueHue M ako ce npepaja
anctpubympa nog uCToM wunu  cnudHoMm nuueHuom. OBa nuvueHua [o03BOSbaBa
KomepuuvjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codpTBEPCKMM nMUEHLama,

OOHOCHO JNnnueHuamMma OTBOpEeHOr Koaa.



