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1.UVOD 

1.1. GLIKOZILACIJA PROTEINA 

Glikozilacija proteina je kotranslacijska i postranslacijska modifikacija u kojoj dolazi 

do kovalentnog vezanja ugljikohidratnog lanca za �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�L����

Posredovana je enzimima te z�D�S�R�þ�L�Q�M�H���X���H�Q�G�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�R�P���U�H�W�L�N�X�O�X�P�X���]�D���Y�U�L�M�H�P�H���W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H����

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

�2�Y�L�V�Q�R���R���P�M�H�V�W�X���Y�H�]�D�Q�M�D���X�J�O�M�L�N�R�K�L�G�U�D�W�Q�R�J���E�R�þ�Q�R�J���O�D�Q�F�D���U�D�]�O�L�N�X�M�H�P�R���1-vezane  ili O- 

vezane glikoproteine. Kod N-vezanih glikoproteina ugljikohidrat N-acetilglukozamin je 

izravno vezan �Q�D���G�X�ã�L�N�R�Y���D�W�R�P���E�R�þ�Q�R�J���R�J�U�D�Q�N�D���D�V�S�D�U�D�J�L�Q�D �V�P�M�H�ã�W�H�Q�R�J���X�Q�X�W�D�U���V�O�L�M�H�G�D���$�V�Q-X-

Ser ili Asn-X-�7�K�U���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �M�H�� �;�� �E�L�O�R�� �N�R�M�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �R�V�L�P�� �S�U�R�O�L�Q�D�� U O-vezanim 

glikoproteinima je N-acetilgalaktozamin izravno v�H�]�D�Q�� �Q�D�� �N�L�V�L�N�R�Y�� �D�W�R�P�� �E�R�þnog ogranka 

serina ili treonina. (Cooper i Hausman, 2004) 

 

 

Slika 1. Vrste glikoproteina: N-vezani i O-vezani (preuzeto i modificirano iz Cooper i 

Hausman, 2004) 

 

�*�R�W�R�Y�R�� �V�Y�L�� �H�X�N�D�U�L�R�W�V�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �V�D�G�U�å�H���� �R�V�L�P�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�Q�R�J���� �L�� �J�O�L�N�D�Qski dio. Svaka 

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

�R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D�����V�D�G�U�å�L���J�X�V�W�L���L���V�O�R�å�H�Q�L���V�O�R�M���J�O�L�N�D�Q�D���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L��vezanih na lipide ili proteine. (Varki 

i sur., 2015-2017) Glikani �L�P�D�M�X�� �E�U�R�M�Q�H�� �Y�D�å�Q�H�� �X�O�R�J�H���� �V�X�G�Me�O�X�M�X�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�X�� �L 

�J�U�D�G�Q�M�L�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� a samim time sudjeluju u �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�L���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M��

�D�G�K�H�]�L�M�L�����S�U�L�M�H�Q�R�V�X���V�L�J�Q�D�O�D���V���R�N�R�O�L�ã�H�P�� te osiguravaju strukturnu potporu stanicama, tkivima i 
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organima. Uz to, sudjeluju i u smatanju novosintetiziranih proteina u endoplazmatskom 

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

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

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

�N�L�V�H�O�L�Q�D���N�R�G���V�L�V�D�Y�D�F�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���L���P�L�ã�D���� �M�H���1-glikolilneuraminska kiselina koja je odsutna i 

�L�P�X�Q�R�J�H�Q�L�þ�Q�D���N�R�G���O�M�X�G�L���N�R�M�L���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�M�X���1-acetilneuraminsku kiselinu. (Reiding i sur., 2016) 

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

svojstva glikoproteina poput njhove �D�Q�W�L�J�H�Q�L�þ�Q�R�V�W�L���� �W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �L��konformacije. Primjerice, 

�S�U�R�P�M�H�Q�H���Y�H�ü���L���X���M�H�G�Q�R�P���P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�X���1-glikana mogu dovesti do promjena konformacije, a 

time i efektoriskih funckija imunoglobulina G �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L do �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�� �X�� �I�X�Q�N�F�L�M�L��

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

delecijom gena za enzim dolikol fosfat N-acetilglukozamin-1-fosfat transferazu ���*�3�7���� �P�L�ã�D����

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

vezani glikani. To �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �Y�R�G�L�� �G�R�� �V�P�U�W�L�� �H�P�E�U�L�M�D�� �Y�H�ü�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �G�D�Q�D�� �Q�D�N�R�Q�� �R�S�O�R�G�Q�M�H����

(Marek i sur., 1999) �8�]���W�R�����P�Q�R�J�R���V�W�D�Q�L�F�D���Q�D�ã�H�J���R�U�J�D�Q�L�]�P�D���P�R�å�H���I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�W�L���E�H�]���M�H�]�J�U�H�����D�O�L��

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

(Lauc i sur., 2014) 

 

1.2. GLIKANI 

�8�� �S�U�L�U�R�G�L�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�W�R�W�L�Q�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�D���� �Q�R �R�E�L�þ�Q�R samo 

mali dio nj�L�K�� �W�Y�R�U�L�� �þ�H�V�W�R�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�H�� �J�O�L�N�D�Q�H���� �7�R�� �V�X�� �J�O�X�N�R�]�D�� ���*�O�F������ �J�D�O�D�N�W�R�]�D�� ���*�D�O������ �N�V�L�O�R�]�D��

(Xyl ���� �Q�L�M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �N�R�G�� �N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�N�D), fukoza (Fuc), N-acetilglukozamin (GlcNAc), N-

acetilgalaktozamin (GalNAc) te sijalinske kiseline: N-acetilneuraminska kiselina (NeuAc) i 

N-glikolilneuraminska kiselina (NeuGc). Za razliku od linearnih polimera nukleotida i 

�S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���V�D�P�R���M�H�G�Q�X���Y�U�V�W�X���Y�H�]�H�����V�Y�D�N�L���P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G���X���W�H�R�U�L�M�L���P�R�å�H���Y�H�]�D�W�L, na bilo 

kojem od nekoliko veznih mjesta, drugi monosaharid ili neku drugu vrstu molek�X�O�H���.- �L�O�L����-

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

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

(Varki i sur., 2015-2017) Uz to, glikani ne nastaju iz�U�D�Y�Q�R���L�]���'�1�$���S�U�H�G�O�R�ã�N�D poput proteina, 

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

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���� �6�W�R�J�D���� �J�O�L�N�D�Q�L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�� �S�U�L�O�D�J�R�G�O�M�L�Y�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �R�N�R�O�L�ã�Q�H�� �þ�L�P�E�Hnike te 

glikozilacija u velikoj mjeri doprinosi prote�L�Q�V�N�R�M�� �V�W�U�X�N�W�X�U�L�� �L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H��nastanak novih 

funkcija. (Lauc i sur., 2014) 
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1.2.1. N-vezani glikani 

 N-glikani su kovalentno vezani na proteine N-glikozidnom vezom na aminokiselinu 

asparagin. Svi eukariotski N-glikani �V�D�G�U�å�H �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�X���ã�H�ü�H�U�Q�X���M�H�]�J�U�X���N�R�M�D���V�H sastoji od 2 N-

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

acetilglukozamin �M�H�� �]�D�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�� �� �Y�H�]�D�Q�� ��-glikozidnom vezom. �2�Y�L�V�Q�R�� �R�� �ã�H�ü�H�U�Q�L�P�� �R�V�W�D�F�L�P�D��

koji su vezani na jezgru, razlikujemo tri tipa N-glikana: oligomanozni, kompleksni i hibridni 

tip. Oligomanozni �L�P�D�M�X���Y�H�]�D�Q�X���M�H�G�Q�X���L�O�L���Y�L�ã�H���P�D�Q�R�]�D na jezgru, a kompleksni imaju jedan ili 

�Y�L�ã�H�� �R�J�U�D�Q�D�N�D (antena) koji nastaju vezanjem N-acetilglukozamina na jezgru. Hibridni su 

kombinacija prva dva tipa �L���N�R�G���Q�M�L�K���V�H���P�D�Q�R�]�H���Y�H�å�X �Q�D���0�D�Q�.��-�����U�X�N�X���ã�H�ü�H�U�Q�H���M�H�]�J�U�H�����G�R�N���V�H��

jedan ili dva N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�D���Y�H�å�X���Q�D���0�D�Q�.��-3 ruku. (Varki i sur., 2015-2017) 

 

  

Slika 2. Osnovni tipovi N-glikana (preuzeto i modificirano iz Varki i sur., 2015-2017) 
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1.2.1.1. Biosinteza N-glikana 

 Biosinteza N-glikana u eukariotskim stanicama se odvi�M�D�� �X�� �G�Y�L�M�H�� �I�D�]�H�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

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

�Q�R�V�D�þ�X���G�R�O�L�N�R�O-�I�R�V�I�D�W�X�����'�U�X�J�D���I�D�]�D���]�D�S�R�þ�L�Q�M�H���R�E�U�D�G�R�P���1-g�O�L�N�D�Q�D���S�R�P�R�ü�X���H�Q�]�L�P�D���J�O�L�N�R�]�D�G�D�]�H 

i glikoziltransferaze u lumenu ER-a i nastavlja se u Golgijevom aparatu. Sve glikozil 

transferaze kao supstrate �N�R�U�L�V�W�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �ã�H�ü�H�U�H���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �ã�H�ü�H�U�H�� �Y�H�]�D�Q�H�� �]�D�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�� �L�O�L��

dolikol. Druga faza ovisi o vrsti u kojoj se odvija, o tipu stanice, ali i vrsti proteina. Mnoge 

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

�R�V�M�H�W�O�M�L�Y�H�� �Q�D�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�� �V�W�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �6�W�R�J�D���� �G�R�Y�U�ã�H�Q�L�� �J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�� �L�P�D�� �Q�D�� �V�H�E�H�� �Y�H�]�D�Q�� �1-

�J�O�L�N�D�Q���þ�L�M�D���V�W�U�X�N�W�X�U�D���R�Y�L�V�L���R���H�N�V�S�U�H�V�L�M�L���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�V�N�L�K���Jena stanice u kojoj se sintetizira, ali i 

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

transportera. 

S�L�Q�W�H�]�D�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H na citoplazmatskoj strani hrapavog ER-a dodavanjem N-

acetilglukozamin-fosfata  s aktivnog donora UDP-GlcNAc na dolikol- �I�R�V�I�D�W���S�U�L���þ�H�P�X���Q�D�V�W�D�M�H��

Dol-P-P-GlcNAc. �3�R�W�R�P�� �V�H�� �G�R�G�D�M�H�� �M�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �*�O�F�1�$�F�� �W�H�� �S�H�W�� �P�D�Q�R�]�Q�L�K�� �M�H�G�L�Q�L�F�D�� �V�� �8�'�3-

GlcNAc, odnosno GDP-�0�D�Q���� �W�Y�R�U�H�ü�L�� �0�D�Q5GlcNAc2-P-P-Dol. Pri tome se prebacuju samo 

�ã�H�ü�H�U�Q�L�� �G�Ljelovi nukleotidnih �ã�H�ü�H�U�D, bez fosfatne skupine. Nastali prekursor se zatim 

prebacuje kroz membranu ER-a sa citoplazmatske na luminalnu �V�W�U�D�Q�X�� �S�R�P�R�ü�X�� �H�Q�]�L�P�D��

fosfolipid-�W�U�D�Q�V�O�R�F�L�U�D�M�X�ü�H�� �$�7�3�D�]�H�� ���W�]�Y���� �I�O�L�S�D�]�D��. Na citoplazmatskoj strani donori 

�P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�D���V�X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L���ã�H�ü�H�U�L���� �D���Q�D���O�X�P�L�Q�D�O�Q�R�M���V�X���W�R���ã�H�ü�H�U�L���D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L���G�R�O�L�N�R�O-fosfatom. 

�6�O�L�M�H�G�L���S�U�R�G�X�O�M�H�Q�M�H���S�U�H�N�X�V�U�R�V�D���]�D���þ�H�W�L�U�L���P�D�Q�R�]�H���L���W�U�L���J�O�X�N�R�]�H���W�H���Q�D�V�W�D�M�H���*�O�F3Man9GlcNAc2-P-

P-Dol���� �1�R�Y�R�Q�D�V�W�D�O�L�� �S�U�H�N�X�U�V�R�U�� �V�H�� �]�D�W�L�P�� �S�R�P�R�ü�X�� �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�H�� ���2�6�7���� �S�U�H�E�D�F�X�M�H�� �Q�D��

Asn unutar slijeda Asn-X-Ser/Thr u protein koji se sintetizira kroz membanu  ER-a. U drugoj 

fazi se N-vezani glikan �U�H�å�H�� �L�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D��najprije u ER-u gdje mu se uklanjaju 3 glukozna i 

jedan manozni ostatak, a potom u Golgijevom aparatu gdje mu se uklanjaju i dodaju 

ugljikohidratni ostaci i gdje poprima svoj krajnji oblik. Biosintezu hibridnog i kompleksnog 

tipa N-glikana inicira N-acetilglukozaminiltransferaza zvana GlcNAc-TI (MGAT1) koja 

dodaj GlcNAc na C-���� �.��-3Man �X�� �ã�H�ü�H�U�Q�R�M�� �M�H�]�J�U�L�� �S�U�H�N�X�U�V�R�U�D�� �0�D�Q5GlcNAc2. Nakon toga, 

�Y�H�ü�L�Q�D�� �1-gli�N�D�Q�D�� �S�R�G�O�L�M�H�å�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �.-manozidaze- �,�,�� �N�R�M�D�� �X�N�O�D�Q�M�D�� �W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�H�� �.��-3Man i 

�.��-6Man ostatke te nastaje GlcNAcMan3GlcNAc2�����9�D�O�M�D���Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L���N�D�N�R���.-manozidaza- II 

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

MGAT1. �3�R�V�O�L�M�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D�� �R�E�M�H�� �P�D�Q�R�]�H���� �G�R�G�D�M�H�� �V�H�� �M�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �*�O�F�1�$�F�� �Q�D�� �&���� �.��-6Man 

djelovanjem GlcNAc-TII (MGAT2) �þ�L�P�H���V�H���I�R�U�P�L�U�D���S�H�N�X�U�V�R�U���V�Y�L�K���E�L�D�Q�W�H�Q�D�U�Q�L�K�����N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�K��

glikana. Hibridni N-glikani nastaju ukoliko na GlcNAcMan5GlcNAc2 nastao djelovanjem 
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MGAT1 ne dje�O�X�M�H�� �.-manozidaza II. Oligomanozni tip glikana nastaje iz GlcNAcMan3�±

4GlcNAc2 uklanjanjem perifernog �*�O�F�1�$�F�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P�� �K�H�N�V�R�D�P�L�Q�L�G�D�]�H�� �Q�D�N�R�Q�� �R�E�U�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�D 

prekursora �.-manozidazom II.  

U daljnjem postupku sazrijevanja N-glikana �]�Q�D�W�Q�R���V�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���U�H�S�H�U�W�Rar �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���1-

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

GlcNAc na pojedinim antenama te modifi�F�L�U�D�Q�M�H�P�� �V�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �V�N�X�S�L�Q�D�P�D�� �S�R�S�X�W�� �V�L�M�D�O�L�Q�V�N�H��

kiseline ili sulfatne skupine. Uz to, terminalne sijalinske kiseline t�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�X�� �S�R�G�O�L�M�H�J�D�W�L��

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

�.��-6Fuc (fukozilacija ) na GlcNAc koji je direktno vezan na asparagin proteina djelovanjem 

�.��-6fukoziltransferaze. Velika �Y�H�ü�L�Q�D�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�K i hibridnih N-glikana imaju produljene 

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

���*�O�F�1�$�F���N�R�M�L���V�H���Q�D�]�L�Y�D���M�R�ã���L���W�L�S-2-N-�D�F�H�W�L�O�O�D�N�W�R�]�D�P�L�Q���L�O�L���³�/�D�F�1�$�F�´���V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �8�]�H�Y�ã�L���X���R�E�]�L�U��

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

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

koji mogu nastati biosintezom. (Varki i sur., 2015-2017)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Slika 3. Shematski prikaz N-glikozilacije (preuzeto iz: Maverakis i sur., 2015) 
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1.4. ANALIZA GLIKANA  

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

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

koji su vezani (mikroheterogenost). �%�L�R�V�L�Q�W�H�]�R�P�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �P�R�å�H�� �Q�D�V�W�D�W�L�� �P�Q�R�ã�W�Y�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

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

�G�R�V�W�X�S�Q�R�V�W�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K�� �ã�H�ü�H�U�D���� �Y�U�L�M�H�P�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �X�� �(�5�� �L�� �*�R�O�J�L�M�H�Y�R�P�� �D�S�D�U�D�W�X���� �N�D�R�� �L��

dostupnost pojedinog glikozilacijskog mjesta. �*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���V�H���P�R�å�H���U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L���P�H�ÿ�X��

ljudima, no znatno je stabilna unutar pojedinca. Uslijed promjena u homeostazi zbog 

pato�O�R�ã�N�L�K���U�D�]�O�R�J�D���L�O�L���å�L�Y�R�W�Q�L�K���Q�D�Y�L�N�D�����P�R�å�H���G�R�ü�L���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���S�U�R�P�M�H�Q�D���X���J�O�L�N�R�]�L�O�D�Fji. Zbog 

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

potencijal �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �N�D�R�� �U�D�Q�L�K�� �E�L�R�P�D�U�N�H�U�D�� �E�R�O�H�V�W�L�� �L�O�L�� �N�D�R�� �S�R�P�R�ü prilikom probiranja 

pacijenata kod personalizirane medicine. (Clerk i sur., 2015)  

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

�P�R�å�H�� �X�þ�L�Q�L�W�L�� �N�H�P�L�M�V�N�L�� �L�O�L�� �H�Q�]�L�P�V�N�L���� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �1-�Y�H�]�D�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L��

�H�Q�G�R�J�O�L�N�R�]�L�G�D�]�D�� �3�*�1�D�]�D�� �)�� �N�R�M�D�� �N�L�G�D�� �Y�H�]�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�D�� �L�� �Q�D�� �Q�M�H�J�D�� �Y�H�]�D�Q�R�J��N-

acetilglukozamina���� �2�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�� �ã�H�ü�H�U�L�� �V�D�G�U�å�H�� �M�H�G�Q�X�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�X�� �N�D�U�E�R�Q�L�O�Q�X�� �V�N�X�S�L�Q�X�� �Q�D��

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

(Han i Costello, 2013) 

�*�O�L�N�D�Q�L���V�H���P�R�J�X���R�E�L�O�M�H�å�L�W�L���Q�D���U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�H�P���N�U�D�M�X���U�H�D�N�F�L�M�R�P���U�H�G�X�Ntivne aminacije. U 

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

�L�P�L�Q�� ���6�F�K�L�I�I�R�Y�X�� �E�D�]�X���� �N�R�M�D�� �V�H�� �U�H�G�X�F�L�U�D�� �G�R�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�R�J�� �D�P�L�Q�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �U�H�G�X�F�H�Q�V�R�P��

(npr. 2-pikolin-�E�R�U�D�Q������ �3�U�H�G�Q�R�V�W�� �R�Y�R�J�� �Q�D�þ�L�Q�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �M�H�� �X�� �W�R�P�H�� �ã�W�R�� �J�O�L�N�D�Q�� �L��

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

kvantifikacija na temelju intenziteta fluorescencije. (Ruhaak i sur., 2010) 
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1.4.1. HILIC -UPLC 

�7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �Y�U�O�R visoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D�����Ä�K�\�G�U�R�S�K�L�O�L�F���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���X�O�W�U�D���S�H�U�I�R�U�P�D�Q�F�H���O�L�T�X�L�G���F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�\�³�� �W�M���� �+�,�/�,�&-

UPLC) je separacijska tehnika koja se koristi za razdvajanje polarnih i hidrofilnih analita. 

Smatra se varijacijom normalno-fazne kromatografije (NP-LC), no mehanizam separacije je 

�]�Q�D�W�Q�R�� �V�O�R�å�H�Qiji. Kao i kod  NP-LC, staciona�U�Q�D�� �I�D�]�D�� �M�H�� �S�R�O�D�U�Q�D���� �D�� �P�R�E�L�O�Q�D�� �I�D�]�D�� �M�H�� �V�O�L�þ�Q�L�M�D��

onoj kod obrnuto-fazne kromatografije (RP-LC). Uz to, HILIC metodom se mogu odijeliti i 

nabijene supstancije, kao i kod ionske kromatografije (IC). Za razliku od kromatografije 

Slika 4. �5�H�D�N�F�L�M�D�� �R�E�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �S�U�R�N�D�L�Q�D�P�L�G�R�P�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P�� �U�H�G�X�N�W�L�Yne 

aminacije (preuzeto i modificirano sa https://www.qa-bio.com/product/procainamide-

labeling-kit/, pristupljeno 10. 6. 2018.) 

https://www.qa-bio.com/product/procainamide-labeling-kit/
https://www.qa-bio.com/product/procainamide-labeling-kit/
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normalnih faza u kojoj je mobilna faza potpuno nevodena i nepolarna, kod HILIC se 

�X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D���R�U�J�D�Q�V�N�R���R�W�D�S�D�O�R���V���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���X�G�M�H�O�L�P�D���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�R�J���R�W�D�S�D�O�D, npr. vode (Buszewski 

i Noga, 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Smatra se kako u HILIC kromatografiji vodeni dio mobilne faze stvara vodom bogati 

�V�O�R�M�� �D�G�V�R�U�E�L�U�D�Q�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H�� �I�D�]�H���� �3�U�L�O�L�N�R�P�� �R�G�M�H�O�M�L�Y�D�Q�M�D����polarni analiti se 

�U�D�]�G�M�H�O�M�X�M�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Y�R�G�R�P-bogatog sloja koji je adsorbiran iz mobilne na hidrofilnu 

stacionarnu fazu i mobilne faze bogate o�U�J�D�Q�V�N�L�P�� �R�W�D�S�D�O�R�P���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �S�U�L�W�R�P�� �V�X�� �Y�R�G�L�N�R�Y�H��

veze i dipol-dipol interakcije dominantni retencijski mehanizmi. (Darsow i sur., 2010)  

 

 
 
 
 

 

 

 

 

Slika 5. �6�K�H�P�D�W�V�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L�� �Q�R�U�P�D�O�Q�R-fazne, obrnuto-fazne, ionske i HILIC 

kromatografije ovisno o vrsti analita, stacionarnoj i mobilnoj fazi (preuzeto iz. 

Buszewski i Noga, 2012) 
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�8���+�,�/�,�&�����V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�X���I�D�]�X���þ�L�Q�H���þ�L�V�W�H���V�L�O�L�N�D���þ�H�V�W�L�F�H�����L�O�L���R�Q�H���S�U�H�V�Y�X�þ�H�Q�H���S�R�O�D�U�Q�L�P���D�P�L�Q�R����

amidnim, hidroks�L�� �L�O�L�� �G�U�X�J�L�P�� �V�N�X�S�L�Q�D�P�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �P�R�J�X�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L��i stacionarne faze 

�S�U�H�Y�X�þ�H�Q�H���S�R�Oimerima. �+�,�/�,�&���R�G�M�H�O�M�L�Y�D�Q�M�H���V�H���P�R�å�H���S�U�R�Y�R�G�L�W�L���L�]�R�N�U�D�W�Q�R�P���P�H�W�R�G�R�P���V���Y�L�V�R�N�L�P��

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

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

�D�Q�D�O�L�W�H���� �8�� �L�]�R�N�U�D�W�Q�R�P�� �Q�D�þ�L�Q�X�� �R�W�D�S�D�O�R�� �L�P�D�� �V�W�D�O�D�Q�� �V�D�V�W�D�Y�� �W�L�M�H�N�R�P�� �F�L�M�H�O�R�J�� �R�G�M�H�O�M�L�Y�D�Q�M�D�����7�L�S�L�þ�Q�D��

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

vode (najmanje 3%). (Buszewski i sur.,2012) �1�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �R�U�J�D�Q�V�N�R�� �R�W�D�S�D�O�R�� �M�H��

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

�]�E�R�J�� �W�R�J�D�� �ã�W�R�� �� �Q�H�� �V�W�Y�D�U�D�� �Y�R�G�L�N�R�Y�H�� �Y�H�]�H�� �þ�L�P�H�� �M�H�� �L�]�E�M�H�J�Q�X�W�D�� �N�R�P�S�H�W�L�F�L�M�D��s vodom u mobilnoj 

fazi za polarnu stacionarnu fazu. (Gama i sur., 2012) Mobilnoj f�D�]�L�� �V�H�� �þ�H�V�W�R�� �G�R�G�D�M�X�� �S�X�I�H�U�L��

kako bi se regulirali pH i ionska jakost. �,�]�E�R�U�� �S�X�I�H�U�D�� �M�H�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�� �]�E�R�J�� �Yisokog udjela 

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

Slika 6. Retencijski mehanizmi u HILIC  (preuzeto iz Darsow i sur., 2010) 
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amonijev acetat i amonijev formijat zbog njihove kompatilnosti s MS-om. (Boersema i sur., 

2008) 

Vrijeme r�H�W�H�Q�F�L�M�H�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �Y�Ust�D�P�D�� �L�Q�W�H�U�P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�K�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

analita i stacionarne faze, analita i mobilne faze te stacionarne i mobilne faze. �-�D�þ�L�Q�D��

intermolekularnih interakcija pak ovisi o kemijskoj prirodi analita, stacionarne i mobilne faze. 

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

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

�'�U�X�J�L�P�� �U�L�M�H�þ�L�P�D���� �U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �V�H�� �W�H�P�H�O�M�L�� �Q�D�� �S�R�O�D�U�Q�R�V�W�L�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �L�� �V�Wupnju solvatacije. Osim 

�U�D�]�G�M�H�O�M�H�Q�M�D���� �+�,�/�,�&�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �L�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P�� �Y�R�G�L�N�R�Y�L�K�� �Y�H�]�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�H�X�W�U�D�O�Q�L�K��

polarnih analita, kao i slabe elektrostatske mehanizme pri visokim udjelima organskog 

otapala.  (Buszewski i sur.,2012) 

 1.4.2. ESI-MS/MS  

 Spek�W�U�R�P�H�W�U�L�M�D�� �P�D�V�D�� ���0�6���� �M�H�� �Y�L�V�R�N�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Qje ili 

�S�R�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �L�G�H�Q�W�L�W�H�W�D�� �W�H strukturnu karakterizaciju raz�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�U�V�W�D molekula.  Maseni 

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

3-10-6 Pa) i detektora-�V�N�X�S�O�M�D�þ�D�� �L�R�Q�D�� �6�D�P�D�� �P�H�W�R�G�D�� �V�H�� �P�R�å�H podijeliti na dva dijela: na 

stvaranje ioniziranih molekula te razdvajanje i detekciju nastalih iona. Molekule ili fragmenti 

molekula se ioniziraju u visokom vakuumu ili neposredno prije ulaska uzorka u visoki 

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

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

�V�S�H�N�W�D�U���P�D�V�D���N�R�M�L���S�R�N�D�]�X�M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�X���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���L�R�Q�D���N�D�R���Iunkciju omjera mase i 

�S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�J���L�O�L���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�J���Q�D�E�R�M�D���L�R�Q�D�����Ä�P���]���U�D�W�L�R�³������(Watson, 2012; Ahuja i Scypinski, 2010) 

�(�O�H�N�W�U�R�V�S�U�H�M�� �L�R�Q�L�]�D�F�L�M�D�� ���(�6�,���� �M�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �L�R�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �]�E�R�J�� �V�Y�R�M�H��

�N�R�P�S�D�W�L�E�L�O�Q�R�V�W�L���V���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P���Y�L�V�R�N�H���G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�R�V�W�L�����+�3�/�&�����L���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P��

kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti (UPLC). Uzorak iz kromatografske kolone 

prolazi kroz kvarcnu ili metalnu �L�J�O�X���N�R�M�D���M�H���Q�D���Y�L�V�R�N�R�P���H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�P���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�X������-4kV) gdje 

�V�H�� �X�]�R�U�D�N�� �U�D�V�S�U�ã�L�� �S�U�L��visokoj temperaturi i atmosferskom tlaku. Otapalo se uklanja strujom 

�G�X�ã�L�N�D�� �W�H�� �L�R�Q�L�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �X�O�D�]�H�� �X�� �Y�D�N�X�X�P�� �P�D�V�H�Q�R�J�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�D���� ���:�D�W�V�R�Q���� ������������ ESI nije 

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D�� �P�D�V�R�P�� �P�R�O�H�N�X�O�H��(iako ima svoj limit) �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �L�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �Y�H�O�L�N�L�K��

nekovalentnih kompleksa proteina. Pokazuje v�U�O�R�� �Y�L�V�R�N�X�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �L�R�Q�L�]�D�F�L�M�H���� �D�� �L�R�Q�L��

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

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boersema%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18264818
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�N�R�G�� �Q�H�N�L�K�� �G�U�X�J�L�K�� �P�H�W�R�G�D�� �L�R�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �J�G�M�H�� �]�E�R�J�� �W�R�J�D�� �� �P�R�å�H�� �G�R�ü�L�� �G�R�� �E�U�]�R�J��raspadanja iona. 

(Wilm, 2011) 

Q-ToF instrument kombinira kvadrupolni analizator masa s analizatorom vremena leta 

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

�D�Q�D�O�L�]�D�W�R�U���P�D�V�D�����4�����S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���R�V�F�L�O�L�U�D�M�X�ü�H���H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R polje u evakuiranom prostoru kroz koje  

prolaze samo ioni �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �P���]�� �N�R�M�L�� �L�P�Dju frekvenciju koja rezonira sa frekvencijom polja. 

Kod tandemske masene spektrometrije (MS/MS), ionizacijske tehnike koje slabiju 

fragmentaciju mogu se povezati �V�� �M�R�ã�� �M�H�G�Q�L�P�� �N�Y�D�G�U�X�S�R�O�Q�L�P�� �D�Q�D�O�L�]�D�W�R�U�R�P�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�R�M�L�K�� �V�H��

nalazi kol�L�]�L�M�V�N�D�� �ü�H�O�L�M�D�� �)�U�D�J�P�H�Q�W�D�F�L�M�R�P�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K�� �L�R�Q�D�� �G�R�E�L�Y�D�P�R�� �Y�L�ã�H�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D�� �R��

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

plinom, npr. argonom, u kojem dolazi do sudaranja molekulskih iona s plinom i �����S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Qo, 

fragmentacije iona. Ovaj tip fragmentacije se naziva kolizijom inducirana disocijacija. 

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

se on fragmentira i zatim se fragmenti (produkt-�L�R�Q�L�������R�G�Y�D�M�D�M�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P �W�U�H�ü�H�J���N�Y�D�G�U�X�S�R�O�D���� 

(Watson, 2012)  

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

brzina, a potom se puste da slobodno putuju u dugoj cijevi (25cm-1,5m). Prikladan je i za 

ione velike molekulske mase. Promatra se vri�M�H�P�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �G�D�� �L�R�Q�L�� �G�R�ÿ�X�� �G�R�� �G�H�W�H�N�W�R�U�D�� �S�U�L��

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

Scypinski, 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 7. Shematski prikaz Q-ToF masenog spektrometra (preuzeto i modificirano iz: 

Watson, 2012) 
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�,�]�� �P���]�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���P�R�å�H�P�R�� �G�R�E�L�W�L���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�X�� �R��molekulskoj masi molekule. MS/MS 

metodom se mogu dobiti informacije o kompoziciji glikana. U glikomici ili glikoproteomici, 

mase iona se mogu koristiti za dobivanje informacije o tome od kojih je monosaharida 

�L�]�J�U�D�ÿ�H�Q�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L�� �L�R�Q�� �R�G�� �L�Q�W�H�U�H�V�D���� �8�� �W�X�� �V�Y�U�K�X���� �ã�W�R�� �M�H�� �W�R�þ�Q�L�M�D�� �L�]�P�M�H�U�H�Q�D���P�D�V�D���� �Y�H�ü�D�� �M�H��

vjerojatost ispravne interpretacije strukture iona. (Leymarie �L���=�D�L�D�����������������*�O�L�N�D�Q�L���L�G�H�Q�W�L�þ�Q�H���L�O�L��

�Y�U�O�R�� �V�O�L�þ�Q�H�� �P�D�V�H�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�W�U�X�N�W�X�Ue, npr. razlike u kiralnosti �L�O�L�� �S�D�N�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �V�D�V�W�D�Y��

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

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

kako je potreb�Q�R�� �S�U�R�Y�R�G�L�W�L�� �G�D�O�M�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �P�D�V�H�Q�H�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�H�� �X svrhu 

�X�Q�D�S�U�L�M�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���S�R�V�W�R�M�H�üih metoda analize.  

 

 

�������2�%�5�$�=�/�2�ä�(�1�-�(���7�(�0�( 

 Gotovo svi eukariotski proteini su glikozilirani. �*�O�L�N�D�Q�V�N�L���G�L�R���X�W�M�H�þ�H���Q�D���N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�X����

topljivost, stabilnost, �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �W�H�� �D�Q�W�L�J�H�Q�L�þ�Q�R�V�W�� �J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�D����N-glikani glikoproteina su 

�G�L�U�H�N�W�Q�R���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���X���J�R�W�R�Y�R���V�Y�D�N�L���E�L�R�O�R�ã�N�L���S�U�R�F�H�V���L���L�P�D�M�X���Y�D�å�Q�X ulogu u (pato)fiziologiji ljudi.  

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

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

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

stanjima. Primjerice, utv�U�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�L�� �V�H�U�X�P�V�N�L�K �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K��

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

identifikaciju bolesti. N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �L�P�D�M�X�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �R�E�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�L�K�� �E�L�R�P�D�U�N�Hra prognoze bolesti. 

�*�O�L�N�R�P�V�N�L�P�� �V�W�X�G�L�M�D�P�D�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �N�D�N�R�� �M�H�� �N�R�G�� �ã�W�D�N�R�Ua oboljelih od karcinoma jetre 

promjena u fukozilaciji N-glikana serumskih proteina u korelaciji s progresijom karcinoma. 

�7�R�� �M�H�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �R�S�D�å�Dnjima za humani karcinom jetre. �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �M�H�� �Y�U�O�R�� �Y�D�å�Q�R�� �U�D�]�Y�L�W�L��

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

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D �V�X���Q�X�å�Q�D �W�H���V�H���V�Y�H���Y�L�ã�H���S�U�R�Y�R�G�H (Gao i sur., 2015) 

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

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

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

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

�S�O�D�]�P�H���P�L�ã�D��zna znatno manje�����%�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���P�L�ã�H�Y�L���Y�U�O�R���þ�H�V�W�R���N�R�U�L�V�W�H���N�D�R���D�Q�L�P�D�O�Q�L���P�R�G�H�O�L���]�D��

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leymarie%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360375
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�S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�Me humanih bolesti, te da se sv�H���Y�L�ã�H���X�Y�L�ÿ�D���S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W���L�]�P�H�ÿ�X���J�O�L�Nozilacije i raznih 

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

kako bi se bolje razumjele razlike u odnosu na glikane humane plazme �W�H�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�D�� �E�R�O�M�D��

interpolacija rezultata iz animalnih modela na ljudski organizam. 

 Zbog iznad navedenih razloga, u ovom radu su analizirani glikani proteina plazme 

�P�L�ã�D���V�R�M�D��DBA/2 HILIC-UPLC-FLR-MS/MS metodom te su dobiveni kromatogram i spektri 

�D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���X�]���S�R�P�R�ü��programa MassLynx V4.1 i GlycoWorkbench 2.1. �5�H�]�X�O�W�D�W�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

su prikazani FLR kromatogramom na kojem su pojedinim glikanskim �Y�U�ã�F�L�P�D asignirane 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���J�O�L�N�D�Q�V�N�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H. (Slika 8, 9, i 10) 

 

3. MATERIJALI I METODE  

3.1. UZORAK 

 �.�D�R�� �X�]�R�U�D�N�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �������� �—�/��plazme �P�L�ã�D�� �V�R�M�D��DBA/2 dobivene od Medicinskog 

�I�D�N�X�O�W�H�W�D�� �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D�� �X�� �=�D�J�U�H�E�X�� Prije postupka deglikozilacije potrebno je obraditi uzorak 

najprije vortkesiranjem, a potom centrifugiranjem. Nakon toga se odpipetira po 10 µL 

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

�����U�D�]�O�L�þ�L�W�H���Y�U�V�W�H���H�Q�H�U�J�L�M�H���S�U�L�O�L�N�R�P���I�U�D�J�P�H�Q�W�L�U�D�Q�M�D���X���0�6���0�6���� Poslije toga slijede denaturacija 

proteina i degliko�]�L�O�D�F�L�M�D���N�R�M�H���V�X���G�H�W�D�O�M�Q�L�M�H���R�S�L�V�D�Q�H���X���V�O�L�M�H�G�H�ü�L�P���R�G�O�R�P�F�L�P�D�� 

 

3.2. MATERIJALI 

3.2.1. Anorganske kemikalije 

Tablica 1.  Anorganske kemikalije 

Kemikalija  �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 

Dinatrij hidrogenfosfat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich 

Kalij dihidrogenfosfat (KH2PO4) Sigma-Aldrich 

Kalijev klorid (KCl) Sigma-Aldrich 

�.�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�����+�&�O�� Kemika 

Natrijev klorid (NaCl) Sigma-Aldrich 
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3.2.2. Organske kemikalije 

Tablica 2. Organske kemikalije 

Kemikalija  �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 

2-pikolin boran (2-PB) Sigma-Aldrich 

Acetonitril (ACN) Fluka 

DMSO (dimetilsulfoksid) Fluka 

Etanol (C2H5OH) Sigma-Aldrich 

Ledena octena kiselina (CH3COOH) Merck 

NP-40 Igepal CA630 (oktil-fenoksi-

polietoksi-etanol) detergent 
Sigma 

Prokainamid (ProA) Sigma-Aldrich 

SDS (natrijev dodecil-sulfat) detergent Sigma 

 

���������������%�L�R�O�R�ã�N�H���N�H�P�L�N�D�O�L�M�H 

Tablica 3. �%�L�R�O�R�ã�N�H���N�H�P�L�N�D�O�L�M�H 

Kemikalija  �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 

PNGazaF (peptid-N-glikozidaza) Prozyme 

 

3.2.4. Otopine i puferi 

Tablica 4. Otopine i puferi 

Kemikalija  �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 

2% SDS 
2 g SDS-a (natrijevog dodecil-sulfata) otopiti 

u 100 mL vode 

30% octena kiselina u DMSO 

Za 250µL otopine: u 175 µL 

dimetilsulfoksida (DMSO) dodati 75 µL 

octene kiseline 
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5xPBS 

Za 200 mL pufera: 8,00 g NaCl, 1,38 g 

Na2HPO4, 0,29 g KH2PO4, 0,19 g KCl 

 �:���V�Y�H���R�W�R�S�L�W�L���X�����������P�/���X�O�W�U�D���þ�L�V�W�H���Y�R�G�H��

(miliQ H2O)  

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

pH s NaOH) 

96% acetonitril 

Za 250 mL otopine: dodaje se 240 mL ACN-

a i 10 mL H2O (voda se dodaje zbog 

hidrofilnosti kolone u daljnjoj analizi glikana 

(HILIC))  

otopina za kalibraciju MS 

Waters, Milford ( 2 µg/µL otopine natrijevog 

jodida (NaI) u 50:50 izopropilnog alkohola i 

vode) 

�R�W�R�S�L�Q�D���]�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H���1-glikana 

�=�D�������X�]�R�U�D�N�������������/�����������R�F�W�H�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���X��

DMSO-u se dodaje u 1,08 mg prokainamida 

(ProA),a dobivena otopina se dodaje u 1,12 

mg 2-pikolin borana (PB) 

 

3.2.5. Laboratorijska oprema i pribor 

Tablica 5. Laboratorijska oprema i pribor 

Oprema i pribor �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 

�$�F�U�R�3�U�H�S���������*�+�3�������������P 

�I�L�O�W�H�U���S�O�R�þ�L�F�D���R�G�������P�/ 
Pall 

Bio Vortex V1 Biosan 

centrifuga Centifuge 5804 Eppendorf 

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

nastavke) 
Ranin 

NanoAcquity UPLC analizator Waters, Milford 
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�3�&�5���S�O�R�þ�Lce Frame Star 

�S�O�R�þ�L�F�H���]�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���J�O�L�N�D�Q�D Orochem 

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

1 mL zapremnine; za 96 uzoraka 
Waters, Milford 

Synapt G2-Si MS system Waters, Milford 

tresilica IKA �± Schüttler MTS 4 

Vacuum manifold �± vakuumska pumpa Pall Corporation 

vaga Mettler Toledo 

Waters Acquity UPLC kromatograf Waters, Milford 

 

3.3. PROTOKOL PRIPREME UZORKA 

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

Uzorak se naprije vorteksira, zatim centrifugira 3 minute na 13400 okretaja/min. Slijedi 

pipetiranje po 10 �—�/�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D�� �X�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �]�D�� �V�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D�� Pripremi se po tri 

�R�E�U�D�ÿ�H�Q�D��uzorka od 10 µL u duplikatu. Nakon toga slijedi denaturacija proteina kako bi se 

�V�W�H�U�L�þ�N�L���R�O�D�N�ã�D�R���S�U�L�V�W�X�S���H�Q�]�L�P�X���3�*�1�D�]�L���)���N�R�M�L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���X�N�O�D�Q�M�D���1-vezane glikane s proteina. 

3.3���������3�U�R�W�R�N�R�O���R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D���1-glikana prokainamidom 

 Da bi se glikani mogli detektirati fluorescencijskim detektorom UPLC-a potrebno ih je 

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

N-glikana. �2�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H���J�O�Lkana se odvija reakcijom reduktivne aminacije u kiselim uvjetima 

�V���U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�L�P���D�J�H�Q�V�R�P����-�S�L�N�R�O�L�Q�E�R�U�D�Q�R�P���X�]���'�0�6�2�����2�E�L�M�H�å�H�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L���V�H���S�R�W�R�P���S�U�R�þ�L�V�W�H���R�G��

proteina i ostalih molekula. 

3.3.1.1. Denaturacija proteina 

 Denaturacija se provodi dodatkom 30 µL 2% SDS-�D�� �X�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �V�� �X�]�R�U�N�R�P�� �S�U�L��

�þ�H�P�X�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �S�L�S�H�W�D�� �V�� �Q�D�V�W�D�Y�N�R�P�� �R�G�� �������� �—�/���� �8�]�R�U�D�N�� �V�H�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�� �X�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�P�� �X�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N��

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

������ �ƒ�&�� �W�L�M�H�N�R�P�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �3�R�W�R�P�� �V�H�� �S�O�R�þica s uzorcima izvadi i ostavi hladiti 30 minuta pri 

�V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �1�D�N�R�Q�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�M�D���� �G�R�G�D�M�H�� �V�H�� ������ �—�/�� ������ �,�J�H�S�D�O-�D�� �N�R�M�L�� �Y�H�å�H�� �6�'�6�� �L�� �W�L�P�H��

�V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�� �G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�X�� �3�1�*�D�]�H�� �)���� �8�]�R�U�D�N�� �V�H�� �S�R�Q�R�Y�Q�R�� �P�L�M�H�ã�D�� �X�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�P�� �X�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N�� �S�L�S�H�W�H��
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od 250 µL nekoliko puta. Zatim �V�H���S�O�R�þ�L�F�D���V�W�D�Y�L���Q�D���W�U�H�V�L�O�L�F�X���������P�L�Q�X�W�D���G�R�N���Q�H���E�X�G�H���V�S�U�H�P�Q�D��

za dodavanje enzima. 

3.3.1.2. Deglikozilacija 

�(�Q�]�L�P�V�N�D���V�P�M�H�V�D���V�H���S�U�L�S�U�H�P�L���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P���������—�/�����[�3�%�6���V�������������—�/���3�1�*�D�]�H���)���]�D���V�Y�D�N�L��

�X�]�R�U�D�N�����8�]�L�P�D�M�X�ü�L���X���R�E�]�L�U���J�U�H�ã�N�X���S�U�L���S�L�S�H�W�L�U�D�Q�M�X�����N�D�N�R���E�L���V�H���S�R�Y�H�ü�D�O�D���W�R�þnost dodaje se 30 µL 

�Y�L�ã�H�� ���[�3�%�6-a. U svaki uzorak se doda 10 µL prethodno pripravljene enzimske smjese te se 

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

prekriju adhezivnom folijom i inkubiraju tijekom 18 sati na 37 °C. 

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

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

dodavanjem 25 µL 30%-tne octene kiseline u DMSO, a dobivena smjesa se potom doda u 

1,08 mg prokainamida po uzorku. Smjesu je potrebno �P�L�M�H�ã�D�W�L�� �Q�D�� �9�R�U�W�H�[�X�� �G�R�� �Sotpunog 

otapanja te ju nakon toga  dodati u 2-�S�L�N�R�O�L�Q�E�R�U�D�Q���� �3�U�L�M�H�� �Y�D�J�D�Q�M�D�� �Y�D�å�Q�R�� �M�H�� �R�V�W�D�Y�L�W�L�� ��-

pikolinboran na sobnoj temperaturi. 

3.3.1.4. O�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H N-glikana 

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

�Q�D�V�W�D�Y�F�L�P�D���R�G�����������—�/���X�]���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���X�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�P���X���Q�D�V�W�D�Y�D�N���S�L�S�H�W�H�����8�N�R�O�L�N�R���G�R�ÿ�H���G�R���S�M�H�Q�M�H�Q�M�D��

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

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

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

bila �V�S�U�H�P�Q�D�� �]�D�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �Q�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�X�� �*�+�3�� �S�O�R�þ�L�F�X�� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� ������ �M�D�å�L�F�D�� �V��

hidrofilnom polipropilensk�R�P�� �P�H�P�E�U�D�Q�R�P�� �Q�D�� �N�R�M�X�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �J�O�L�N�D�Q�L���� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �S�R�U�D�� �������� ���P��(1 

�P�O���$�F�U�R�3�U�H�S���*�+�3�������������P �I�L�O�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���� 

�������������������3�U�H�N�R�Q�G�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�H���*�+�3���S�O�R�þ�L�Fe 

�3�U�H�N�R�Q�G�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�H�� �*�+�3�� �S�O�R�þ�L�F�H �V�H�� �Y�U�ã�L ispiranjem �S�R�P�R�ü�X�� �Y�D�N�X�X�P�V�N�H�� �S�X�P�S�H���� �S�U�L��

�þ�H�P�X�� �V�H�� �W�U�H�E�D�� �S�D�]�L�W�L�� �G�D tlak pump�H�� �Q�H�� �S�U�L�M�H�ÿ�H�� ���� �L�Q�+�J�� �N�D�N�R�� �V�H�� �Q�H�� �E�L�� �R�ã�W�H�W�L�O�D�� �K�L�G�U�R�I�L�O�Q�D��

polipropilenska membrana. Najprije se nastavcima  od 300 µL pipetira te propusti kroz svaku 

�M�D�å�L�F�X�� �������� �—�/�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�R�J�� ������-tnog etanola, potom �������� �—�/�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �W�H na 

kraju �������� �—�/�� �V�Y�M�H�å�H�� �Sripremljenog 96%-�W�Q�R�J�� �D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�D�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�R�J�� �Q�D�� ���� �ž�&����

Acetonitril se dodaje posljednji jer se u daljnjem postupku koristi kao otapalo. Pri pipetiranju 

�S�R�M�H�G�L�Q�L�K���R�W�R�S�L�Q�D���P�R�å�H se koristiti isti nastavak za pipetu �]�D���F�L�M�H�O�X���S�O�R�þ�L�F�X�����ã�W�R���Q�L�M�H���V�O�X�þ�D�M��kod 
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pipetiranja uzoraka �M�H�U�� �V�H�� �W�D�G�D�� �W�U�H�E�D�� �L�]�E�M�H�ü�L�� �N�U�L�å�Q�D�� �N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�D���� �1�D�N�R�Q pripreme GHP 

�S�O�R�þ�L�F�D nanose se uzorci. 

�������������������1�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���1-glikana 

�6�Y�D�N�R�P�� �V�H�� �X�]�R�U�N�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K�� �1-glikana dodaje 700 µL hladnog 100%-tnog 

acetonitrila multikanalnom pipetom s nastavcima od 1 mL. �8�]�R�U�F�L�� �V�H�� �S�R�W�R�P�� �P�L�M�H�ã�D�M�X��

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

�Y�R�O�X�P�H�Q�L�� �X�]�R�U�D�N�D�� �R�G�� �F�F�D�� �������� �—�/�� �������� �—�/�� �X�]�R�U�N�D�� ���� �������� �—�/�� �$�&�1���� �X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �M�D�å�L�F�H�� �Q�D��

�*�+�3�� �S�O�R�þ�L�F�L�� Slijedi inkubacija tijekom ���� �P�L�Q�X�W�H�� �W�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �S�U�H�R�V�W�D�O�H�� �W�H�N�X�ü�L�Q�H��

vakuumskom pumpom. 

�3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���V�H���S�U�R�Y�R�G�L���X�]�D�V�W�R�S�Q�L�P���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�����������—�/���V�Y�M�H�å�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�R�J��������-

tnog acetonitrila, �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�R�J�� �Q�D�� ���� �ž�&,  �X�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �M�H�� �S�O�R�þ�L�F�D��

p�U�L�N�O�M�X�þ�H�Q�D�� �Q�D�� �Y�D�N�X�X�P�V�N�X�� �S�X�P�S�X�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�E�U�]�D�O�R�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �D�J�H�Q�V�D����Za pipetiranje se 

koriste nastavci od 300 µL �W�H���V�H���P�R�å�H �X�S�R�W�U�L�M�H�E�L�W�L���L�V�W�L���V�H�W���Q�D�V�W�D�Y�D�N�D���]�D���F�L�M�H�O�X���*�+�3���S�O�R�þ�L�F�X���S�R�G��

�X�Y�M�H�W�R�P�� �G�D�� �V�H�� �L�]�E�M�H�J�Q�H�� �N�R�Q�W�D�N�W�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N�D�� �V�� �S�O�R�þ�L�F�R�P���� �3�R�V�W�X�S�D�N�� �V�H�� �S�R�Qovi 4 puta, a nakon 

posljednjeg ispiranja uzorci se postave �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�X�� �]�D�� �V�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D�� �R�G�� ���� �P�/�� �N�R�M�D�� �ü�H��

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

���/�� ������ -�W�Q�R�J�� �D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�D�� �X�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�����*�+�3�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �V�H�� �Vtavi na centrifugiranje na 1000 

okretaja/min tijekom 5 minuta kako bi se uklonio 96%-tni acetonitril,  

3.3.1.7. Eluacija N-glikana 

 �*�+�3���S�O�R�þ�L�F�D���V�H���S�R�V�W�D�Y�L���Q�D���þ�L�V�W�X���$�%�J�H�Q�H���3�&�5���S�O�R�þ�L�F�X���]�D���V�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���X�]�R�U�D�N�D�����8���V�Y�D�N�L��

�X�]�R�U�D�N�� �V�H�� �G�R�G�D�� ������ �—�/�� �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �Q�D�Vtavkom za pipetiranje od 300 µL te se uzorci 

�P�L�M�H�ã�D�M�X�� �Q�D�� �W�U�H�V�L�O�L�F�L�� �W�L�M�H�N�R�P�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �3�R�W�R�P�� �V�H�� �*�+�3�� �S�O�R�þ�L�F�D���� �]�D�M�H�G�Q�R���V�� �3�&�5�� �S�O�R�þ�L�F�R�P�� �]�D��

sakupljanje uzoraka, centrifugira na 1000 okretaja/min tijekom 5 minuta kako bi se sakupila 

prva frakcija eluata u PCR plo�þ�L�F�X�� �1�D�Y�H�G�H�Q�L���S�R�V�W�X�S�D�N���V�H���S�U�R�Y�H�G�H���M�R�ã���M�H�G�Q�R�P�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H��

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

�X�N�X�S�D�Q���Y�R�O�X�P�H�Q���H�O�X�D�W�D���M�H�G�Q�D�N�����������—�/���X���V�Y�D�N�R�M���M�D�å�L�F�L�����1�D�N�R�Q���S�U�R�Y�M�H�U�H�����M�D�å�L�F�H���3�&�5���S�O�R�þ�L�F�H���V�H��

zatvore PC�5���þ�H�S�R�Y�L�P�D���W�H���S�R�K�U�D�Q�H���X���]�D�P�U�]�L�Y�D�þ�� 

 

3.4. ANALIZA UZORKA 

 �)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� �1-glikani razdvajaju se kromatografijom hidrofilnih 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���Q�D���:�D�W�H�U�V�� �$�F�T�X�L�W�\���8�3�/�&���L�Q�V�W�U�X�P�H�Q�W�X�����0�L�O�I�R�U�G���� �0�$���� �8�6�$������ �8�U�H�ÿ�D�M���V�H���V�D�V�W�R�M�L���R�G��
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kvaternarne jedinice za pripravu mobilne faze, automatskog injektora uzoraka i 

fluorescentnog detektora. UPLC instrument je bio spregnut sa Synapt G2-Si MS sistemom 

(Waters, Milford, MA, USA). Maseni spektrometar je pod kontrolom programa MassLynx v. 

4.1 (softver za kontrolu i prikupljanje podataka) (Waters, Milford, MA, USA). Uvjeti su bili 

�V�O�M�H�G�H�ü�L���� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�� �L�R�Q�V�N�L�� �P�R�G���� �Q�D�S�R�Q�� �N�D�S�L�O�D�U�H�� ���� �N�9���� �Q�D�S�R�Q�� �V�W�R�ã�F�D�� �]�D�� �X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�H�� ������ �9����

temperatura izvora 120 °C, temperatura desolvatacije 350 °C, a protok plina 800 L/sat. 

Maseni spektar je sniman na frekvenciji od 1 Hz u rasponu m/z od 500 do 3000. 

 MS/MS �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�� �V�X�� �L�]�Y�R�ÿ�H�Q�L�� �X modu akvizicije neovisne o podacima ���Ädata-

dependent acquisition�³�����'�$�'���� Najprije su snimljeni spektri od 500 do 3000 m/z pa su iz njih 

�L�]�D�E�U�D�Q�D���W�U�L���S�U�H�N�X�U�V�R�U�D���V���Q�D�M�Y�L�ã�L�P���Lntenzitetima za CID fragmentaciju (sniman je spektar m/z 

100 to 3000). �=�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D�L�F�M�X���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���U�D�V�S�R�Q���N�R�O�L�]�L�M�V�N�L�K���H�Q�H�U�J�L�M�D (LM CE Ramp Start 7 

V, LM CE Ramp End 12 V, HM CE Ramp Start 105 V, HM CE Ramp End 115 V). Pri 

kromatografiji N-�J�O�L�N�D�Q�D�� �R�E�L�O�M�H�å�Hnih prokainamidom fluorescentni detektor �V�H�� �Q�D�P�M�H�ã�D na 

valnu duljinu od 310 nm za ekscitaciju i valnu duljinu od 370 nm za emisiju. �8�3�/�&���X�U�H�ÿ�D�M���M�H��

kontroliran programom Empower 2, 2145 verzija (Waters, Milford, MA, USA), a uzorci su 

razdvajani na Waters BEH koloni za kromatografiju glikana, dimenzija 150 x 2,1 mm, 

�S�X�Q�M�H�Q�R�M�� �þ�H�V�W�L�F�D�P�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �������� �—�P�� �ã�W�R�� �M�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�R�� �]�D�� �8�3�/�&�� �D�Q�D�O�L�]�X���� �1�D�� �N�R�O�R�Q�X�� �V�H��

injektira 4,17% uzorka �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K��glikana. Kao otapalo A koristi se 50 mM otopina 

�D�P�R�Q�L�M�H�Y�R�J���I�R�U�P�L�M�D�W�D���þ�L�M�L je pH 4.4 , a kao otapalo B koristi se acetonitril. Uvjeti analize su 

takvi da je, kroz 25 minuta s brzinom protoka 0,561 mL/min, linearni gradijent acetonitrila od 

70 do 53%. Analiza se odvija pri temperaturi od 25 ºC, a uzorc�L���V�H���S�U�L�M�H���L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D���G�U�å�H pri 

10 ºC. �=�D���D�Q�D�O�L�]�X���0�6���0�6���V�S�H�N�W�D�U�D���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���S�U�R�J�U�D�P���*�O�\�F�R�:�R�U�N�%�H�Q�F�K��������. ( Ceroni et al, 

2008) 

 

4.REZULTATI I RASPRAVA  

 Cilj ovog diplomskog rada je bio provesti strukturnu analizu glikana ukupnih proteina 

�S�O�D�]�P�H���P�L�ã�D��soja DBA/2  HILIC-UPLC-FLR-MS/MS metodom. Analiza je provedena nakon 

denaturacije glikoproteina i enzimskog �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�D�� �1-glikana te njihovog obi�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D��

fluorescentnom bojom prokainamidom. Glikani su odijeljeni �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P��

vrlo visoke djelotvornosti temeljenoj na hidrofilnim interakcijama te analizirani tandemskom 

masenom spektrometrijom u pozitivnom ionskom modu. Rezultati dobiveni nakon obrade i 

analize podataka su prikazani FLR kromatogramima �L���W�D�E�O�L�F�R�P���V���S�U�L�N�D�]�R�P���J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K���Y�U�ã�D�N�D��

(GP1-GP32) �L���J�O�L�N�D�Q�D���V�D�G�U�å�D�Q�L�K���X�Q�X�W�Dr njih. (Slika 8., 9., i 10., Tablica 6.).  
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Slika 8. FLR kromatogram s asigniranim strukturama na temelju 

GlycoWorkbench programa i MS/MS spektra 
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Slika 9. �8�Y�H�ü�D�Q�L�� �S�U�L�N�D�]��prvog dijela FLR kromatograma s asigniranim 

strukturama na temelju GlycoWorkbench programa i MS/MS spektra 



26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Slika 10. �8�Y�H�ü�D�Q�L�� �S�U�L�N�D�]�� �G�U�X�J�R�J�� �G�L�M�H�O�D  FLR kromatograma s asigniranim 

strukturama na temelju GlycoWorkbench programa i MS/MS spektra 
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Informacije o glikanskim strukturama su dobivene iz kromatograma, MS i MS/MS 

spektara �W�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �0�D�V�V�/�\�Q�[�� �9������ i GlycoWorkbench 2.1. Prvi od njih se 

koristio za usporedbu i pregled kromatograma (Slika 11., Slika 12.), MS i MS/MS spektara 

(Slika 13.) �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���D�Q�D�O�L�]�R�P���S�U�L���W�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���H�Q�H�U�J�L�M�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�D�F�L�M�H�� �7�D�N�R�ÿ�H�U�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���L���]�D��

obradu sirovih MS/MS spektara alatima ''Automatic peak detection'' i ''TOF transform''.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 12. Prikaz �Q�D�M�L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�H�J�� �Y�U�ã�N�D��TIC ('' Total ion current'') 

kromatograma (A), MS/MS kromatograma 1., 2., i 3., najintenzivnijeg 

detektiranog molekulskog iona (B, C, D) te prikaz fluorescencijskog 

kromatograma ovisnosti intenziteta signala o vremenu (E) 

Slika 11. Prikaz TIC ('' Total ion current'') kromatograma analize u kojoj je 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D��srednja energija fragmentacije 

Waters Synapt G2-Si, S/N: UGA365 02:56:33  16-Nov-2017

Time
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00 13.50 14.00 14.50 15.00 15.50 16.00 16.50 17.00 17.50 18.00 18.50 19.00 19.50 20.00 20.50 21.00 21.50 22.00 22.50 23.00 23.50

%

10

20171116_Murine_plasma_ProA_MSMS_2 1: TOF MS ES+ 
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�=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �1-�J�O�L�N�D�Q�V�N�R�J�� �V�D�V�W�D�Y�D�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �P���]�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D��iz MS 

spektara s teoretskim masama glikana iz GlycoWorkBench (GWB) baze podataka. Pri tome, 

kratica Hex predstavlja heksozu, tj. glukozu ili galaktozu, HexNAc N-acetilglukozamin, 

NeuGC N-glikolilneuraminsku kiselinu, a dHex deoksiheksozu, tj. fukozu. Vrlo precizne 

mase dobivene MS-om �R�P�R�J�X�ü�L�O�H�� �V�X�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �Y�U�O�R�� �V�O�L�þ�Q�L�K�� �P�D�Va. Primjerice, 

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

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

�V�D�G�U�å�L���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�L���N�L�V�O�L�Q�X�� �*�:�%���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q��i za anotaciju MS/MS �R�E�U�D�ÿ�H�Q�R�J��spektra pojedinim 

teorijskim m/z fragmenata dobivenih u tom programu za svaku glikansku strukturu (Slika 

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

naboj, s masama i nabojem u spektru priliko�P�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �Q�D�E�R�M�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D, ali i 

�J�O�L�N�D�Q�D���R�S�ü�H�Q�L�W�R�����P�R�å�H���Y�L�G�M�H�W�L���L�]���L�]�R�W�R�S�Q�R�J���S�U�R�I�L�O�D��u spektru. 

Slika 13. Prikaz fragmentacijskog spektra dvostruko nabijenog glikana, m/z=1238,999,  

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



29 

 

 �$�Q�D�O�L�]�R�P�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �N�D�N�R�� �V�H�� �X�� �S�O�D�]�P�L�� �P�L�ã�D�� �V�R�M�D�� �'�%�$������ �P�R�J�X�� �S�U�R�Q�D�ü�L��

oligomanozni, kompleksni i hibridni tip N-glikana���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �S�U�H�Y�O�D�G�D�Y�D�� �N�R�P�Sleksni tip 

glikana (Tablica 6.). �3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q je sveukupno 31 �U�D�]�O�L�þ�L�W�L���J�O�L�N�D�Q. Na kromatogramu je vidljivo 

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

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

prije eluiraju manje polarne (nefukozilirane) strukture. Rezultati ovog rada su u skladu s �Y�H�ü��

objavljenim �U�D�G�R�Y�L�P�D���N�R�M�L���V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�U�R�X�þ�D�Y�D�O�L���V�W�U�X�N�W�X�U�H���1-�J�O�L�N�D�Q�D���P�L�ã�M�H���S�O�D�]�P�H te ni ovdje 

�Q�L�V�X�� �X�R�þ�H�Q�L�� �V�L�M�D�O�Lni�]�L�U�D�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �1-acetilneuraminsku kiselinu, a ne N-

glikolil neuraminsku kiselinu. �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �M�H�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �þ�L�M�H��

�P���]���Q�L�V�X���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H���X���*�:�%���E�D�]�L���S�R�G�D�W�D�N�D���ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W �G�D���Q�L�V�X���V�D�G�U�å�D�Q�L���X���*�:�%��

bazi podataka. Valja napomenti i da GWB pr�L�G�U�X�å�X�M�H�� fragmentu m/z=290,092 pokidani 

prsten N-acetilglukozamina, dok ustvari toj masi odgovara N-glikolilneuraminska kiselina 

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

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �X�R�þ�H�Q�R���M�H���N�D�N�R �*�:�%���]�D���M�R�ã���Q�H�N�H �I�U�D�J�P�H�Q�H�W�H���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���P�R�J�X�ü�X���N�U�L�Y�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X��

te ti fragmenti, kao i iznad navedeni, nisu uzeti u obzir prilikom asigniranja glikanskih 

struktura. �$�Q�D�O�L�]�R�P�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �S�O�D�]�P�H�� �V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L i vrlo kompleksni glikani �V�� �S�R�� �W�U�L�� �L�� �þ�H�W�L�U�L 

vezane sijalinske kiseline. Valja napomenuti kako se u ovome radu za te kompleksnije 

�V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �V�D�� ��������-�W�Q�R�P�� �V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X�� �W�Y�U�G�L�W�L�� �G�D�� �V�X�� �W�R���E�D�ã�� �W�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H���� �Y�H�ü�� �V�X�� �R�Q�H��

Slika 14. Prikaz anotacije dvostruko nabijenog glikana (tj. njegovog adukta s 2 H+) 

m/z=1237,999, odnosno m/z njegovih fragmenata pojedinim signalima fragmentacijskog 

MS/MS spektra, uz postotke anotiranja za pojedini strukturini  izomer 
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�S�U�H�G�O�R�å�H�Q�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�F�L�M�V�N�R�J�� �V�S�H�N�W�U�D���� �*�:�%��anotacija i objavljenih znanstvenih 

�U�D�G�R�Y�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �V�H�� �W�D�N�R�ÿer bavili ovom problematikom (Lattova i sur. (2008.), Yu i sur. 

(2016.), Reiding i sur., 2016). �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�O�H�� �W�R�þ�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �W�U�L- i tetra- sijaliniziranih 

glikana bilo bi potrebno  provesti fragmentaciju u negativnom modu gdje pucaju sami 

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

 

Tablica 6. Prikaz �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K���Y�U�ã�D�N�D�����*�3� �
�
�J�O�\�F�D�Q���S�H�H�N�
�
�����L����glikana �V�D�G�U�å�D�Q�L�K���X���Q�M�L�P�D uz 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�X���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�X���I�R�U�P�X�O�X�����U�H�W�H�Q�F�L�M�V�N�R���Y�U�L�M�H�P�H���L���S�R�V�W�R�W�D�N���D�Q�R�W�D�F�L�M�H. Stupci >10% i >5% 

predstavljaju po�V�W�R�W�D�N���D�Q�R�W�D�F�L�M�H���V�L�J�Q�D�O�D���þ�L�M�L���V�X intenziteti �Y�H�ü�L���R�G�������������R�G�Q�R�V�Q�R������. 

 
m/z 

glikana 
Strukturna formula Struktura prikazana simbolima 

Ret. 

vr. 

(min) 

Postotak 

anotacije 

(%) 

>10% 

(%) 

>5% 

(%) 

GP1 840,876 ProAHex3HexNAc4dHex1 

 

6,75 90,00 90,91 90,00 

GP2 726,819 ProAHex5HexNAc2 
 

7,41 84,00 100,00 90,91 

GP3 921,905 ProAHex4HexNAc4 dHex1 
 

8,31 75,76 88,89 77,70 

GP4 921,905 ProAHex4HexNAc4dHex1 
 

8,55 75,76 88,89  77,70 

GP5 807,853 ProAHex6HexNAc2 
 

9,13 75,86 100,00 
100,0

0 

GP6 929,904 ProAHex5HexNAc4 
 

9,38 77,78 100,00 
100,0

0 

GP7 900,880 ProAHex4HexNAc3NeuGc1 
 

9,88 69,09 70,00 64,29 

GP8 1002,933 ProAHex5HexNAc5dHex1 

 

10,15 83,33 87,50 83,33 

GP9 1104,469 ProAHex5HexNAc5dHex1 

 

10,57 74,51 86,96 74,51 

GP10  889,875 ProAHex7HexNAc2 

 

10,74 70,00 100,00 90,00 
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GP11 1002,408 ProAHex4HexNAc4dHex1 

 

10,94 70,00 100,00 90,00 

GP12 981,902 ProAHex5HexNAc3NeuGc1 

 

11,28 84,21 84,62 84,62 

GP13 

1075,453 ProAHex4HexNAc4NeuGc1dHex1 
 

 

11,54 

81,25 95,00 96,55 

1083,443 ProAHex5HexNAc4NeuGc1 

 

78,26 75,00 73,68 

GP14 1083,443 ProAHex5HexNAc4NeuGc1 

 

12,31 68,18 80,00 78,57 

GP15 

1156,477 ProAHex5HexNAc4NeuGc1dHex1 

 

13,05 

86,96 90,91 88,24 

1062,932 ProAHex6HexNAc3NeuGc1 

 

65,96 81,82 75,00 

1258,001 ProAHex5HexNAc5NeuGc1dHex1 

 

88,37 90,91 94,44 

GP16 1228,996 ProAHex4HexNAc4NeuGc2dHex1 

 

13,49 80,70 90,91 94,44 

GP17 1050,923 ProAHex9HexNAc2 

 

13,92 88,00 100,00 91,67 

GP18 

1236,999 ProAHex5HexNAc4NeuGc2 

 

14,49 76,00 75,00 78,95 

GP19 15,20 75,00 100,00 88,89 

GP20 1310,016 ProAHex5HexNAc4NeuGc2dHex1 

 

15,86 84,00 75,00 83,33 

GP21 1419,555 ProAHex6HexNAc5NeuGc2 

 

16,05 79,10 91,67 94,44 
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GP22 

1419,555 ProAHex6HexNAc5NeuGc2 

 
16,73 

80,00 72,73 80,00 

1390,541 ProAHex5HexNAc4NeuGc3 

 

75,00 100,00 
100,0

0 

GP23 1463,562 ProAHex5HexNAc4NeuGc3dHex1 

 

 

 

17,28 73,81 100,00 
100,0

0 

GP24 1565,105 ProAHex5HexNAc5NeuGc3dHex1 

 

17,77 83,33 87,50 89,29 

GP25 1544,089 ProAHex5HexNAc4NeuGc4 

 

18,15 69,23 100,00 92,31 

GP26 1573,112 ProAHex6HexNAc5NeuGc3 

 

18,54 61,76 75,00 80,00 

GP27 

1573,112 ProAHex6HexNAc5NeuGc3 

 
19,03 

73,91 70,59 73,91 

1646,126 ProAHex6HexNAc5NeuGc3dHex1 

 

72,41 66,67 73,00 

GP28 1646,642 ProAHex6HexNAc5NeuGc3dHex1 

 

19,42 82,98 66,67 79,41 

GP29 1151,108 ProAHex6HexNAc5NeuGc4 

 

 

 

19,80 81,13 92,00 83,33 

GP30 1151,108 ProAHex6HexNAc5NeuGc4 

 

 20,22 76,79 91,30 84,38 
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GP31 1151,108 ProAHex6HexNAc5NeuGc4 

 

20,49 78,05 91,30 82,35 

GP32 1273,144 ProAHex7HexNAc6NeuGc4 

 

21,55 79,49 94,44 84,00 
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�������=�$�.�/�-�8�ý�$�. 

 �.�R�U�L�V�W�H�ü�L se HILIC-UPLC-FLR-MS/MS metodom, analizirani su N-glikani plazme 

�P�L�ã�D�� �V�R�M�D�� �'�%�$�������� �3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �R�O�L�J�R�P�D�Q�R�]�Q�L���� �K�L�E�U�L�G�Q�L�� �L�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L, sveukupno 31 

�U�D�]�O�L�þ�L�W���1-vezani glikan�����*�O�L�N�D�Q�L���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�X���N�L�V�H�O�L�Q�X�����L�P�D�M�X���1-glikolilneuraminsku 

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

acetilneuraminsku kiselinu. �%�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���P�L�ã�H�Y�L���Y�U�O�R���þ�H�V�W�R���N�R�U�L�V�W�H���N�D�R���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L���P�R�G�H�O��

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

�S�U�L�O�L�N�R�P�� �R�G�D�E�L�U�D�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�R�J�� �P�R�G�H�O�D�� �]�E�R�J�� �U�D�]lika prisutnih u odnosu na glikozilaciju 

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

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

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�R�M�H�Y�D���P�L�ã�H�Y�D�� 
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�������6�$�ä�(�7�$�. 

Glikozilacija proteina �M�H�� �V�O�R�å�H�Q�D�� �N�R�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�D�� �L�� �S�R�V�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�D��modifikacija 

posredovana enzimima u kojoj �G�R�O�D�]�L���G�R���N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�R�J���Y�H�]�D�Q�M�D���ã�H�ü�H�Unih struktura na proteine. 

�*�O�L�N�D�Q�V�N�L���G�L�R���X�W�M�H�þ�H���Q�D��svojstva i funkciju glikoproteina. �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���V�H���V�Y�H���Y�L�ã�H���X�W�Y�U�ÿ�X�M�H��

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

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

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

proteina, te ih �X�]�H�W�L���X���R�E�]�L�U���S�U�L�O�L�N�R�P���R�G�D�E�L�U�D���åivotinjskog modela.  

U ovom radu su analizirani N-glikani �S�O�D�]�P�H�� �P�L�ã�D�� �V�R�M�D�� �'�%�$������ �+�,�/�,�&-UPLC-FLR-

MS/MS metodom u pozitivnom ionskom modu. Kao rezultat, prikazan je FLR kromatogram 

�V�D���D�V�L�J�Q�L�U�D�Q�L�P���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���J�O�L�N�D�Q�V�N�L�P���V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D���Q�D���W�H�P�H�O�M�X���0�6���0�6���V�S�H�N�W�U�D��i programa 

GlycoWorkbench 2. �3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L���V�X���R�O�L�J�R�P�D�Q�R�]�Q�L�����K�L�E�U�L�G�Q�L���L���N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L�����V�Y�H�X�N�X�S�Q�R��������

�U�D�]�O�L�þ�L�W�� �1-vezani glikan. Analizirani g�O�L�N�D�Q�L�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �V�L�M�D�O�L�Q�V�N�X�� �N�L�V�H�O�L�Q�X���� �L�P�D�M�X�� �1-

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

�L�V�N�O�M�X�þivo N-acetilneuraminsku kiselinu.  

 

8. SUMMARY 

Protein glycosylation is a complex cotranslational and posttranslational enzyme-

mediated modification, in which the sugar structures covalently bind to proteins. The glycan 

part affects the properties and function of glycoproteins. Glycans are being associated with 

different pathophysiological conditions and therefore become the subject of ever increasing 

research. Since mice are very often used as an experimental model of human disease research, 

it is important to investigate the differences in glycosylation between human and mouse 

proteins and to consider them when deciding between animal models.  

This Master thesis analyses the plasma N-glycosilation of mice from  DBA/2 strain 

using positive ion mode HILIC-UPLC-FLR-MS/MS method. As a result, the FLR 

chromatogram is presented with assigned glycan structures obtained from MS/MS spectrum 

and GlycoWorkbench 2 program. Oligomannose, hybrid and complex glycans were found, 

altogether 31 different N-linked glycan. The analyzed glycans which contain sialic acid have 

N-glycolylneuraminic acid, which is an important difference compared to human glycans 

which contain exclusively N-acetylneuramic acid.
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