Moze li nasa psiha utjecati na
konkretne biokemijske procese u tijelu?

Glikobiologija i stres

Pacijentovo oéekivanje znaéajno Placebo operacije mogu znaajno
utjece na tijek bolesti pomocCi kod angine pectoris
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PLACEBO SURGERY ACTUAL SURGERY
(INCISION MADE, (LIGATION OF INTERNAL
BUT NO SURGERY) MAMMARY ARTERY)

PATIENTS GIVEN A DIAGNOSIS  PATIENTS TOLD THAT THE
AND TOLD THEY WOULD DOCTOR "COULD NOT BE
BE BETTER IN A FEW DAYS SURE WHAT WAS WRONG"

Nedavna studija na 2000 pacijenata pokazala je da je smrtnost onih
koji su nakon infarkta regularno uzimali propranolol, upola manja od
smrinosti onih koji su propranolol uzimali neredovito. Kod pacijenata
koji su umjesto propranolola uzimali placebo ucinak je bio istovjetan.
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Zasto smo pod

stresom???

1 osjetilni sustav periferna cirkulacija
1 motoricki sustav imuni sustav
1 zgrusnjavanje krvi probavni trakt

reproduktivni trakt

PROXIMITY RESPONSE TO TERROR
Posljetraumatski stresni
poremecaj mogu razviti i
oni koji nisu izravno
pogodene nekim
traumatskim dogadajem

.. |jude ne uznemiruju Cinjenice, veé
njihovo poimanje tih Cinjenica ...
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Stres je podjednako prisutan u svim
regjfgmsTijin axpdéenijin zapadnoga) swijiettn civilizacijama

+ traumatski dogadaji (ratovi, prirodne
katastrofe, prometne nezgode, silovanja,

pljacke ili nenadana smrt voljene osobe)
- stres na radnom mjestu
+ stres u prometu
- stres u obitelji




Prijenos signala u stresu reguliran je = . . .
mehanizmotm Carobni napitak protiv stresa
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Lijecenje stresa vrlo je profitabilno
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Uéinci stresa na

Prekomjerni stres ima brojne
reprodukciju i rast

negativne posljedice

- viSestruka inhibicija reproduktivne osovine
- profesionalni atleticari, plesaéi baleta
inhibicija rasta
+ tumori - supresija hormona rasta
- inhibicija ucinaka faktora rasta slicnog inzulinu-1
(insulin-like growth factor-1)

- infektivne bolesti
- gastricki ulcer
kardiovaskularne bolesti

a hipokampusa




Uéinci stresa na imuni sustav

mozak i imuni sustav medusobno komuniciraju i putem
izravne inervacije i putem kemijskih glasnika
limfoidni organi imaju gustu simpaticku inervaciju
na stanicama imunog sustava postoje receptori za
kortikosteroide i CRH (hormon za otpustanje
kortikotropina)
upalni citokini (TNFa, IL-1, IL-6) aktiviraju HPA
osovinu i pojedinacno i u sinergiji (Stratakis 1995)
+ stresni hormoni snaZno suprimiraju imuni sustav

- snizena aktivnost stanica prirodnih ubojica (NK
stanice) i proizvodnja specific¢nih protutijela

(de
Bellis 1996)

Tradicionalna podjela
odgovora na stres

- srediSnji Zivéani sustav (CNS)

+ simpato-adrenomedularni sustav
- izravna inervacija ciljnih organa
- kateholamini (adrenalin, noradrenalin)
- neuropeptide Y, somatostatin, enkefalin,

neurotensin, ATP I NO

- osovina hipothalamus - hipofiza - nadbubrezna
Zlijezda (Hypotalamus Pituitary Adrenal - HPA)
- CRH - ACTH - kortikosteroidi

Kortizol kod vecine ljudi ima pravilan
cirkadialni ritam

"Normalni* ciklus "Ravni" ciklus

noon  6PM

Stress smanjuje broj novih neurona koji
nastaju u hipokampusu odraslog covjeka

Pretpostavlja se da je smanjena neurogeneza jedan od
mogucih mehanizama nastanka “burnout sindroma”

Kronicni stres povezan je sa snizenim
razinama kortizola

—&— Veterani s PTSD Veterani bez PTSD

Cirkadialni ciklus kortizola osjetljiv je
na stress

Regularni ciklus "Ravni" ciklus
kortizola

15 (94%) A
10 (71%) 4(29%)

Hospitalizirani . .
i 3 (42%)




SNA
Kortikosteroidi mijenjaju aktivnost
sialiltransferaza @reen er o, 1994-1998)

C S
- sialiltransferaze u mozgu su pod pozitivnom
kontrolom kortikosteroida
. - adrenalektomija sniZava aktivnost ST
—rly | ' - deksamethazon i aldosteron imaju razlic¢ite u€inke
o] - na razli¢ite regije u mozgu

+ ST u jetri su pod negativnom kontrolom

nadbubrezZene Zlijezde, ali ne kortikosteroidima
+ ST u bubregu nisu pod utjecajem

kortikosteroida ili nadbubrezne Zlijezde

Stres je povezan sa
specificnim
promjenama u

serumskim
glikoproteinima
Covjeka

Promjene aktivnosti sijaliltransferaza pod djelovanjem Stres utjece na aktivnost sijaliltransferaza u
stresa tkivno su specificne tkivima Stakora
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% aktivnosti ST u kontroli

kontrola akutni stres kroniéni stres

m kontrola m kroniéni stres

Moze li uspjeh ponistiti negative
uéinke stresa na imuni sustav?

Akutni i kroni¢ni stres utjecu na koncentraciju
kortikosterona u serumu

kortikosteron (nmol/I)

kontrola akutni stres  kroni¢ni stres
Aktivnost NK stanica (%)

Lauc et al. (1998) Ann N.Y.Acad. Sci. 851:526.



HPA osovina

Stress

Glucocorticoid ‘

\%

P
Adrenal gland

Glucocorticoid

Glikozilacija je nuZna za normalnu
aktivnost CRFR1 receptora
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Am J Physiol Endocrinol Metab 281: E1015-E1021, 2001.
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Stani¢ne membrane prekrivene su glikokonjugatima

N -vezani

O-vezani
ligosahari

ligoscharii
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Struktura glikokonjugata nije
zapisana u genima, te predstavlja
oblik stanicne “memorije”

Con

AT Rl:!\Ajv proteini

proteini

Na razini atoma ugljikohidratni i proteinski dio
glikoproteina se ne razlikuju




Repertoar monosaharida prisutnih u
glikokonjugatima je ogranicen

OH
a-D-glukoza
(©lc) (Gal)

a-D-manoza (Man)  a-L-fukoza (Fuc)

D-glukuronska kis. L-iduronska kis.

D-arabinoza

a-D-galaktoza  N-acetil-a-D-glukozamin ~ N-acetil-a-D-galaktoz-

(GlcNAc) amin (GalNAc)
OH

HOH,C—C, o

OH

B-D-ksiloza (Xyl) N- aceTllneummlnska kiselina

(Neu5Ac)

D- i L-ramnoza

L-arabinofuranoza D-galaktofuranoza N-acetilmanozamin  3-N-acetil-D-kvinoksozamin

Neu56¢c NeuSAc, i jo neki Seéeri

D-galakuronska kis.

(@) N-linked
CH,OH §
C CH;—C
OH H Asparagme
Protein
H  NHCOCH, cheiis

N-acetylglucosamine

(b) O-linked

CH,OH o,

—0 OCHC

OH H Th reonine
Protein
H  NHCOCH, chain

N-acetylgalactosamine

Oligosaharidi na proteine mogu biti
vezani O- ili N-glikozidnom vezom

N gllkOZldnom vezom poveZUJu se

haridi s am|
aspar‘agmom koja se nalazi unufar
slijeda Asn-X-Ser/Thr. Na
reducirajuéem kraju oligosaharida uvijek
se nalazi N-acetilglukozamin.

O-glikozidnom vezom mogu biti povezani
razli¢iti monosaharidi ili oligosaharidi
(na nereducirajuéem kraju najcesée je
N-acetilgalaktozamin) s aminokiselinama
serinom ili treoninom.

Zajednicka preteca svih N-vezanih
oligosaharida je Glc;Many,GlcNACc,

- nastaje na lipidnom nosacu dolikol-PP, najprije u citosolu a zatim na luminalnoj strani ER

citosol dolikol
A
membrana ER \
® ] ®
lumen ER Asn (P Asn ®
oligosaharid-
protein
" transferaza
protein u >
nastajanju
NHg*
NHg"

oligosaharid vezan
na_dolikol

Bl N-acetilglukozamin
@ manoza

A glukoza

Izvori raznolikosti oligosaharidnih
struktura

. Slijed monosaharida

. PoloZaj glikozidne veze

. Broj mjesta grananja

. PoloZaj mjesta grananja

BIOSINTEZA N-GLIKOZILIRANIH PROTEINA
ZAPOCINJE U ENDOPLAZMATSKOM RETIKULUMU

U ER oligosaharidi se
veZu na lipidni nosac
te se prenose na

protein u nastajanju.

Procesiranje glikana
odvija se u
Golgijevom aparatu.

Glikozilirani produkti
se pakiraju i prenose
do konacnog
odredista.

Biosinteza N-glikana u ER

heksokinaza
fruktoza-6-PO, =" A-6-PO, ~
| Ifosfomanoimmerum
6-PO,
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I 6DP-manoza
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cor-@

Dol-P-Man

sintetaza Asn-X-Thr/Ser... |

Tr oligosaharil-
a Glc:MangGIcN, Dol transferaza
dolkal_GIcNAC, PP-Dol  dalial 9UKOZiITransferaza gyl
manoziltransferazA
Man,61cNAc, -PP-Dol
manoziltransferaze

...Asn-X-Thr/Ser.



Biosinteza N-glikana u
ER i GA (nastavak)

i 6lcNAcaza E ulizosome

-Asn- -Asn-

‘ SMJESTAJ NEPOZNAT

! GJCNAL-P-TT
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MANOZA
N-ACETILGLUKOZAMIN

ENDOPLAZMATSKI RETIKULUM GOLGI APARAT

Modifikacijama zajednicke pretece nastaje velik broj
razlicitih oligosaharidnih struktura (glikana)

N-Glycoside

(N-LacNAc), LeX SLeX LeY
Processing
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U proces biosinteze oligosahardinih struktura ukljucen je velik broj (>300)
glikozidaza i glikoziltransferaza koje specific¢no kataliziraju pojedine korake.

Kod krajnji ogranci
manoze zamjenjeni su drugim monosaharidima

GleNAc 5186 Fuca 1
SiaB124GIcNAc Bl >4 ¥
Gal B1>4GIcNAc B1 2 6

GIcNAc B1->4

Gal B1->4GleNAc Pr oy ,

) 2
Sia B1>4GIcNAc B1 72

a-manozinaza I uklanja prve Eetiri manoze, a zatim N-
acetilglukozamin-transferaza I prenosi GIcNAc s UDP-GIcNAc-a na
13 granu, $to je nuzni preduvjet za uklanjanje daljnje dvije manoze
i nastanak

- veéina oligosaharida u viSim eukariotima je sloZenog tipa

Biosinteza N-glikana u GA

OLIGOMANOZNI HIBRIDNI KOMPLEKSNI

n nn
L) L)
GlcNAc-T I a-manozidaza IT GlcNAc-T IT

-Asn- -Asn- -Asn-

R UDP—m  (DONOR)
Pt
\GlcNAC-T T GleNAC-T II/

GlcNACc-T V

GINAC-TIV\ ~ GlcNACTIIL

NAC-T VI
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FU

N-ACETILGLUKOZAMIN 6DP—
(DONOR)

Ogranci
sadrZe samo manozu

Manal->

Man a1->

Man a1->2Man a1->2

+ biosinteza glikoproteina visoko-manoznog tipa zavrSava u ER-u
* nalazimo ih veéinom kod niZih eukariota
+ prepoznaje ih specificni lektin MBL (mannose binding lectin)

strukture kao visoko-manozni, a dio
kao sloZeni oligosaharidi

Manal->

Man al1->
GlcNAc BL->4
GalB1>4GlcNAc Py ,

2
Sia B1>4GIcNAc B1 72



O-VEZANI SECERI

“Varietas delectat”

| Mucin type
=0 Corel

P-Galactosyl-1,$~-Neacetylgalactosyl-serine
GH,OH
| 0
(‘JH, c=0
—CH— tI:—H Thr

H

oMannosybserine f

Glikani mucinskog tipa
kod viSih eukariota
Jjavljaju se samostalno
ili kao klasteri.
Osiguravaju platformu
za dodavanje histo-
krvnih antigena ili

i e polilaktozaminoglikana.

Lt ol Prema Klasifikaciji
NH postoji 8 tipova

mucinskih jezgri

Pocetak stvaranja mnogih proteoglikana

Vezanje N-acetilglukozamina (O-GlcNAc)
na proteine je regulatorna modifikacija

Jedna molekula
0-GlcNAC . GlcNAc vezana
transferaza O-glikozidnom

vezom na Ser ili

Thr

+ RNA polimeraza
(Kelly, 1993)

C-MYC (Chou i sur
1995)

P53 (shaw i sur. 1996)

Kelly i sur. 1993

GLIKOZIL FOSFATIDILINOSITOLNA SIDRA

VESICULAR STOMATITIS ACETYLCHOLIN THYROGLOBULIN A
GLYCOPROTEIN ESTE

C-terminus — GLYCOLIPID A

SRZ:
Man(a1-2)Man(a1. 4)Man(a1- 4) GIcNH, (a1 4)PI
MODIFIKACIJE:

« razli €iti oligosaharidi na manozi
« masne kiseline na inozitolu

@ Mannose  Ga)- Galactose <@ Inositol

Brojni proteini usidreni su u
membrani stanice glikozil -

fosfatidilinozitolnim sidrima _
¥ Cytoplasm

- Lumen

—

) |' {
GPI precursor GPIl anchored C-terminal

Protein precursor u
protein peptide

SFINGOMIJELINI I CEREBROZIDI
(SFINGOGLIKOLIPIDI)

CH,OH

SFINGOMIJELIN

GALAKTOCEREBROZID

Primjeri neutralnih glikolipida

Sphingomyelin

cer >-Phosphocholine|

Neutral sphingolipids

i

Glucosylceramide

'

Galactosylceramide

Lactosylceramide @ @
Trihexosylceramide @ @ @
e

®

Globoside




Primjeri kiselih glikolipida

Acid sphingolipids
Sulfatide
0SO3H

Gangliosides

-

NANA

NANA

- SO

NANA

Tijekom evolucije oligosaharidi vezani na
proteine poprimali su nove funkcije

prokarioti eukarioti
viSestaniéni

Jjednostanicni

strukture na
povrSini
stanice
smatanje
proteina

modulacija
aktivnosti

/v proteina

medustaniéno
signaliziranje

Lektini

- fizioloSki receptori
glikokonjugata

* “tumaci”
molekularnih )
informacija \
pohranjenih u -4
oligosaharidnim &
strukturama T
glikokonjugata

vezno mjesto SLex na E-selektinu

Prepoznavanje glikoprotein - lektin kljucno
Je za brojne fizioloSke procese

Embrionalni razvoj i diferncijacija tkiva

- (kongenitalni poremeéaji glikozilacije, CD6G)
Interakcije receptor-ligand

- hormoni: gonadotropini, eritropoetin

Oplodnja (interakcije spermij- jajasce)

Kontrola imunog sustava

- IgE vezujuéi faktor

- aktivacija T limfocita

- manoza-vezujuéi protein: liza posredovana komplementom
Usmjeravanje stanica u tkiva

- L-selektin na limfocitima usmjerava ih u limfne cvorove
- rolling leukocita i adhezija na endotelni E-selektin
Unutarstani¢no usmjeravanje proteina u organele

- Manoza-6-fosfat je signal za usmjeravanje u lizosome

Velik dio medustanicnih interakcija

Disocirane stanice crvene i bijele spuzve medusobno se
prepoznaju zahvaljujuéi specifiénim interakcijama
glikokonjugata i lektina
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Ugljikohidratne strukture na povrsini stanice sudjeluju u medu-
stani¢énom prepoznavanju te vezanju razli¢itih hormona,
toksina, virusa i drugih patogenih mikroorganizama

BAKTERIJA &
Nl e
VIRUS T

7S

HORMON
il

. STANICA

Glikokonjugati su kljucni za oplodnju

20NA PELLUCID‘A PERIVITELLINE SPACE \ 'AN(‘;!;\;%: ‘K)
] ®) >~

CONTINUATION
OF REACTION

| ®  ACROSOMEREACTED
EXCLUDED SPERM
SPERM

ZONA
REACTION

PENETRATION

Lektin koji veze manozu (MBL) vazni je dio
urodenog imunog odgovora

Glikoproteini na povrsini nizih organizama preteZito sadrZe visoko-manozne
Selere koje prepoznaje MBL (razmak izmedu veznih mjesta je takav da ne
prepoznaje endogene oligomanozne glikoproteine) i pokreée reakciju komplementa
kojom ubija patogene. Djeca koja nemaju funkcionalni MBL pate od cestih
gljivicnih infekcija, ali u odraslog covjeka MBL nije neophodan.

Protein ZP3 iz zone pelucide sudjeluje u
prepoznavanju spermija i jajne stanice

Interakcija lektina i glikoproteina kljucna je
za usmjeravanje limfocita u procesu upale

@*'1
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Pojava specifi¢nih Seéernih struktura na membrani
endotelija je signal koji pokrece sloZeni proces upale

Endothelial cells Leukocytes
GlyCAM-1 ,
CD-34 L-Selectin
MAdCAM-1
L/
/k, ; }f |\ \’Y
|| PsGL-1
P-Selectin =N A

E-Selectin ESL-1

® Lectin domain © EGF domain © Short consensus repeats

>»— N-Glycoside —  O-Glycoside

P-selectin

Selektini na mjestu upale stupaju itz

u specificne interakcije s L
membranskim glikoproteinima i i
zapocinju proces extravazacije I e
leukocita e (C
L-selectin C C

NH2 C C

L ® C

<ap (> <

C C

C C

Glikobiologija stresa

hormonski expresija
T e
S e — signali novih lektina

7 f
/
I’ > promjene u aktivnosti /
: glikoziltransferaza 19

I
I
|

=

promjena aktivnosti sinteza novih
raznih glikoproteina Secernih struktura
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