SLOZENTI SECERI KAO
KOMPONENTE VANCELIJSKOG
MATRIKSA



Uloga ugljenih hidrata nije ograni¢ena na proizvodnju ili
cuvanje energije. Vezani za proteine ili lipide,
polimerni ugljeni hidrati grade proteoglikane,
glikoproteine i glikolipide.

Postoji veoma veliki broj ovih molekula koji imaju
znacajne i specifi¢ne uloge
u usmeravanju proteina ka membrani,
definisanju receptorskih mesta na povrsini elije za
vezivanje drugih ¢elija ili hormona i

* sluze kao maziva u zglobovima i molekulska sita.



Osnovni gradivni elementi u sintezi
polisaharida su heksoze

* Osnovni zajednicki rezervoar heksoza ¢ine glukoza,
fruktoza i manoza i ovi Seeri se lako pretvaraju jedan u
drugi izomerizacijom na nivou fosforilisanih
infermedijata.

* Mnoge modifikacije heksoza, medutim, ukljucuju promenu
postojelih grupa ili vezivanje malih hemijskih grupa za
heksozni prsten. Ove izmene (npr. vezivanje A-acetil
grupe) se daleko najcesée vrse na molekulima pre
vezivanja Seéera za nukleotid i pre polimerizacije.



* Svi amino seceri - Seferi u kojima je hidroksi grupa
na polozaju 2 zamenjena NH, grupom - se izvode
od glukozamin 6-fosfata

* Ovo jedinjenje se sintetise tako sto se amidna
grupa sa glutamina prenese na fruktozo 6-P .
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Stvaranje glukozamin 6-P je samo prvi korak u biosintezi ¢itavog hiza
jedinjenja, jer se amino Seceri daleko najcesce dalje modifikuju
dodavanjem drugih grupa.

Acetilacijom nastaje N-acetil-glukozamin 6-fosfat, koji se prevodi
u aktivnu formu, UDP-N-acetilglukozamin. Ovo jedinjenje moze da
bude ugradeno u polimer, ili da se kroz dalje transformacije prevede
u UDP-N-acetilgalaktozamin (epimerizacija) ili serijom reakcija u
CMP-N-acetil-glikozaminoglikanima, a jedinstvena je po fome sto
nastaje posle ugradnje glukuronske kiseline u molekul/
glikozaminoglikana.

Fukoza je neophodna za sintezu glikolipida i glikoproteina. Ovi
poslednji sadrze i N-acetilneuraminsku kiselinu koja ima veliki
negativni elektrostatski naboj dobijen od fosfoenolpiruvata sto cesto
odreduje i ukupni karakter molekula glikoproteina (ili gangliozida ko ji
takode sadrze N-acetilneuraminsku kiselinu).



Pretvaranja heksoza jedne u druge i stvaranje derivata Secera
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Glikozaminoglikani su nerazgranati polisaharidi koji sadrze
disaharidne jedinice koje se ponavljaju

Glikozaminoglikani (GAG; ranije oznacavani i kao mukopolisaharidl)
su nerazgranati polisaharidni lanci sacinjeni od disahardnih jedinica
koje se ponavljaju.

Jedan od Secera je ili Aacetilglukozamin ili A-acetilgalatozamin.

Imaju visok negativan naboj (¢este karboksilne ili sulfatne grupe), sto
dovodi do toga da polimerni lanci zauzimaju istegnutu konformaciju. Ovo pak
uslovljava veliki viskozitet okolne oblasti, te je osnovna uloga GAG da daju
vancelijskom matriksu potrebnu elasti¢nost pri sabijanju, npr. u hrskavici
koja podnosi pritiske i do nekoliko stotina atmosfera.

Tipican glikozaminoglikan je A/jaluronska kiselina koja sadrzi preko 10.000
disaharidnih jedinica (A-acetil-glukozamin + glukuronska kiselina),
molekulske teZine oko 107 daltona i duzine do 10 ym. Kako hijaluronska
kiselina ima negativan naboj, za nju se vezuju voda i katjoni a B-glikozidna
veza podrzava istegnutu konformaciju.

Pri niskim koncentracijama hijaluronska kiselina ¢ini viskozni rastvor, dok
vece koncentracije stvaraju gel. Tako, stak/asto telo u oku je gel natrijum
hijaluronata uz mrezu kolagenih vlakana. Sinovijalna tecnost u zglobu je pak
mazivo koje sadrzi 0,3% hijaluronske kiseline uz glikoprotein.

Hijaluronska kiselina je jedini glikozaminoglikan koji postoji slobodan,
nevezan za proteine.
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Vezivanje glikozaminoglikana za sredisnji
protein

Hijaluronska kiselina je jedini glikozaminoglikan koji postoji slobodan, nevezan za
proteine (evoluciono najstariji oblik GAG) Ostali glikozaminoglikani - hondroitin
sulfat, dermatan sulfat, heparin, heparin sulfat i keratan sulfat I i IT sadrze
sulfatisane Seere, imaju kompleksnije ali krace sekvence i kovalentno su vezani
za proteine (sredisnji protein), najéesée preko serina ili treonina (keratin sulfat
je vezan za asparagin);

Vezivanje GAG sa sredidnjim proteinom ostvareno je preko specifi¢ne frisaharidne
strukture. Uz to, dok se ostali glikozaminoglikani sintetisu u Celiji i oslobadaju se
egzocitozom u vanéelijski prostor, enzimski kompleks koji sintetide hijaluronsku
kiselinu se nalazi na éelijskoj membrani i direktno oslobada lanac molekula u
vanéelijski prostor.

Srediiny profeinski lanac
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Proteoglikani su kompleksi proteina sa
glikanima

Glikozaminoglikani (hondroitin sulfat, dermatan sulfat, heparin, heparin
sulfat i keratan sulfat I i IT) su vezani kovalentnim vezama za proteine,
cineci proteoglikane, ¢ak do 95% mase proteoglikana mogu da
sacinjavaju ugljeni hidrati. Proteoglikani se razlikuju medusobno po
svom sredisnjem proteinu, a jedan sredisnji protein moze da nosi vedi
broj razlic¢itih GAG
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C-kraj, globularan
nepoznata funkeij

Struktura agrekana,
osnhovnog proteoglikana
hrskavice.

Uociti polarnost molekula
i funkciju N-terminalnog
kraja sredisnjeg proteina
kojim se agrekan
nekovalentno vezuje za
hijaluronsku kiselinu. Za
sredisnji protein vezane
su razli¢ite vrste GAG.



Proteoglikani su osnovna komponenta amorfne
supstance u vezivnim tkivima

U amorfno \, osnovnoé‘sups’ranci vezivhog tkiva nastaju agregati
proteoglikana sa hijaluronskom kiselinom ili drugim makromolekulom
(glikoproteini seruma, faktori rasta, kolagen, elastin, spolj. membrana
celije itd.)

U vancelijskom prostoru proteoglikani reaguju sa 7ibronektinon, proteinom
ovezanim sa /ntegrinom, proteinom Celijske membrane. Ukrstena vlakna
ol$9_ina se udruzuju sa ovim kompleksom sto sve Cini vancelijski

matriks.

U hrskavici agregati proteoglikana daju tkivu elasti¢nost na pritisak,
otpornost | osobine karakteristi¢ne za gel. Zajedno sa kolagenim
vlaknima koja su "potopljena” u vancelijski matriks i koja sprecavaju
kidanje tkiva, proteoglikani su molekulska osnova mehanickih
karakteristika hrskavice i drugih tkiva.

Heparin je visokospecifican antikoagulans: vezivanjem za antitrombin IIT
(protein Flagme nastaje kompleks koji inhibise serin proteaze u sistemu
za koagulaciju krvi.

Proteoglikan perlekan %adriiv heparan sulfat) ima ulogu molekularnog sita u
membranama éelija bubreznih glomerula - lanci GAG Eine okca sita.

Smatra se takode da su proteoglikani od velike vaznosti za hemijsku
signalizaciju medu Celijama, jer vezuju niz molekula ukljuéujuci i faktore
rasfta.
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Glavne komponente bazalne lamine- prikazana je organizacija glavnih
proteinskih komponenti. Osnovnu mrezu formiraju kolagen tip IV i laminin
dok su za unakrsno povezivanje odgovorni entaktin i perlekan.

Komponente VCM se sintetidu od strane éelije VCM. Cetiri osnovne proteinske komponente
su:

m Kolagen tip IV, trimerni molekul sa globularnim i stapi¢astim domenima, koji u¢estvuje u
formiranju dvodimenzionalne mreze

m Laminini, familija miltiadhezivnih proteina koji formiraju fibroznu dvodimenzionalnu
mrezu sa kolagenom tip IV, koji se istovremeno vezuje i za integrine

m Entaktin StapiCasti molekul koji se unakrsno povezuje sa kolagenim vlaknima (tip IV) i
pomaze umetanje ostalih komponenti VCM

m Per/ekan, veliki proteoglikan sa velikm brojem domena koji omoguéava unakrsno
povezivanje komponenti VCM medusobno kao i sa molekulma na povrsini elija.



Kompleks h |JC(|U|"O"S ke Posebna je uloga agrekana, osnovnog
klsellne Sa agr'ekqnom proteoglikana hrskavice (Cini ~ Y5 suve

tezine tkiva).

Sredisnji protein agrekana (2316 AK)
Hijaluronska kiselina ima nekoliko funkcionalnih domena: N- i
C-kraj su globularni i ne nose GAG;
keratan sulfat (50-80 lanaca) se nalaze
T oo | DliZe N-kraju, posle Cega sledi 100
e lanaca hondroitin sulfata. Celokupni
molekul ima duzinu od oko 0,4 tm. Ovi
hidratisani lanci se nekovalentno vezuju
za hijaluronsku kiselinu svojim N-
krajem; ovo vezivanje je ojacano veznim
proteinimakoji se, takode nekovalentno,
Hondroitin sufe. VE€ZUjU Zza hijaluronsku kiselinu.
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] Agregati koji nastaju su veoma veliki,
molekulske tezine 1-5x108 daltona i
duzine od nekoliko mikrometara -
zapremina jednog proteoglikanskog
agregata je veéa od bakterije.

Vezni protein-— — - =L

£
Keratan sulfat




Proteoglikani se mogu naéi i na povrsini
Celije

Prisustvo proteoglikana nije
ograniceno na meducelijski
prostor, vecC se oni mogu haci | na
povrsini ¢celije i mnogi-
proteoglikani su integralni

proteini plazma membrane i ¢ine

receptore za hormone, mesta
medusobnog prepoznavanja
Celija, mesta gde se Celije
spajaju ili imaju ulogu u
’gransEor'ru supstanci kroz
¢elijsku membranu.

NajcesCi GAG u ovim
proteoglikanima je heparan
sulfat; znatno manje ima
hondroitin sulfata.

Vrlo Cesto, proteoglikani plazma
membrane su korecep

v/

signalni molekul, najcesce faktore

rasta. Ovo vezivanje omogucava
interakciju signalnog molekula i
receptora na celiji Cime
otpocinje Celijski odgovor na
signal.

ori, vezuju
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Proteoglikan na povrsini

Zajedno sa glikolipidima i glikoproteinima proteoglikani na povrsini ¢elije Cine
Celijski glikokaliks, ¢elijski pokrov, na koji se adsorbuju i glikoproteini i
proteoglikani izlu¢eni u meducelijski prostor.

glyeocalyx cytasal nusieus plasma memorans
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Ovaj pokrov bogat ugljenim hidratima ima zastitnu funkciju te je posebno upadljiv u epitelnim
tkivima: stiti Celijsku membranu od mehanickih i hemijskih ostecenja i obezbeduje potrebno
rastojanje koje sprecava nepozeljne interakcije izmedu proteina. No, ugljeni hidrati
glikokaliksa omoguéavaju prolazne adhezione interakcije medu Celijama, kao $to su interakcije
pri zgrusavanju krvi, recirkulaciji limfocita i zapaljenskoj reakciji.



Bioloske uloge nekih proteoglikana

Proteoglikan GAG Broj lanaca  Lokalizacija Uloga
GAG
Agrekan Hondroitin ~130 Hrskavica Mehanicka potpora
sulfat, karatan
sulfat
Dekorin Hondroitin 1 Vezivno tkivo Vezuje se za tip |
sulfat, dermatan kolagenih vlakana
sulfat
Perlekan Heparan sulfat 2-15 Bazalna lamina Daje strukturalnu
potporu, molekularni
filter
Serglicin Hondroitin 10-15 Sekretorne vezikule OlakSavanje
sulfat, dermatan u leukocitima pakovanja i cuvanja
sulfat molekula za sekreciju
Sindekan-1 Hondroitin 1-3 Povrsina fibroblasta Celijska adhezija,
sulfat, heparan i epitelnih celija vezivanje faktora
sulfat rasta




U sintezi proteoglikana Seceri se dodaju
uzastopno jedan na drugi

Kao i drugi proteini, sredisnji protein
proteoglikana se sintetise na
zrnastom endoplazmatskom
retikulumu, a polisaharidi se
konstruisu i u retikulumu i u Goldzi
aparatu.

Po sintezi na zrnastom
endoplazmatskom retikulumu,
sredisnji protein ulazi u lumen
retikuluma gde se vrsi pocetna
glikozilacija, koja se zatim nastavlja
u Goldzi aparatu.

Davaoci $ecera su UDP-derivati
heksoza, a vezivanje ostvaruju
transferaze koje su specificne za
Secer, za tip veze koji se formira
i za veC postojeci Secer u lancu.
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Sinteza hondroitin sulfata
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1 Ksilozo
transferazo

2 Galaktozo
transferaza |

3 Gaolaoktozo
transferaza !

4 Transferaza |
glukuronske kiseline

5 MNacetilgalaktozamin
transferaza |

Transferoza If

& glukuronske kiseline

MNacetilgalaktozamin
transferaza Il
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& Sulfotransferaza
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Prva glikozilacija -
vezivanje ksiloze (Ks) za
serin u sredisnjem
proteinu. Dodaju se 2
galaktoze (Gal), pa
glukuronske kiseline (Guk)
i N-acetil-galaktozamin
(NAg).

Naredna dodavanja vrse
naizmeni¢no dva enzima,
¢ime se dobija disaharidna
jedinica koja se ponavlja.
Jedan enzim (6) ugraduje
glukuronsku kiselinu a
drugi (7) N-
acetil-galaktozamin. U
toku rasta lanca se dodaju
i sulfatne grupe

Po sintezi proteoglikani se izluCuju iz éelije i u prostoru izmedu éelija
nastaju agregati vanéelijskog matriksa



Razgradnja proteoglikana

Razgradnja proteoglikana se vrsi u Celiji, posto se ovi
preuzmu endocitozom iz vancelijskog matriksa.

Endocitozne vezikule se zakiseljavaju i spajaju se sa
lizozomima u kojima Citav niz enzima ucestvuje u
razgradnji pojedinih glikozaminoglikana iz proteoglikana.
(Npr., za kompletnu razgradnju heparan sulfata neophodno
je prisustvo tri razliCite egzoglikozidaze, Cetiri sulfataze i
acetiltransferaza)

Udaljavanje jednog po jednog monosaharida sa
heredukujuceg kraja egzoglikozidazama je tipican nacin
razgradnje GAG i samo se hijaluronska kiselina i hondroitin
sulfat razgraduju hidrolizom veza unutar molekula,
dejstvom endoglikozidaze ("hijaluronidaza").

Nedostatak enzima za ragradnju glikozaminoglikana je
uzrok mukopolisaharidoza



Nedostatak enzima za ragradnju
glikozaminoglikana je uzrok mukopolisaharidoza

Nedostatak i samo jednog lizozomalhog enzima koji u€estvuje u razgradnji
glikozaminoglikana narusava striktni redosled razgradnje i ima za
posledicu nagomilavanje GAG u lizozomima.

Ova oboljenja su oznacena kao mukapolllsahar/a’oze (po zastarelom imenu za
glikozilaminoglikane, "mukopolisaharidi®) i spadaju u grupu tzv. oboljenja
deponovanja u lizozomima zajedno sa oboljenjima koja su posledica
nagomilavanja metabolita slozenih lipida.

Mukopolisaharidoze su retka nasledna oboljenja (1 slu¢aj na 20.000-30.000
zivorodenih). Oboljenja se nasleduju kao autozomalno recesivna ili vezana
za X-hromozom.

Stepen ispoljavanja oboljenja zavisi od toga da li enzimska aktivnost
hedostaje u potpunosti ili je aktivhost enzima niska. Simptomi se ne
ispoljavaju na rodenju, vec se postepeno pogorsavaju zbog nagomilavanja

GAG.

Tako, poremelaji u razgradnji keratan sulfata i dermatan sulfata izazivaju
deformitete skeleta i druge poremecaje vezivnog tkiva koji postepeno
hapreduju sa starenjem. Kako je heparan sulfat jedini GAG u nervnhom
sistemu, poremecaji u metabolizmu ovog glikozaminoglikana vodi
mentalnoj J zaostalosti.



Tip Eponim Enzim koji nedostaje Zahvaceni GAG Klinicke osobine

IH Harler (Hurler) o-L-Iduronidaza Dermatan sulfat, Deformiteti skeleta, patuljast
(potpuni heparan sulfat rast, zamucenje roznjace,
nedostatak) mentalna zaostalost, rana

smrt (do 10-te godine)

IS Seje (Scheie) o-L-Iduronidaza Dermatan sulfat, Zamucenje roznjace, kruti
(delimicni heparan sulfat zglobovi, normalna
nedostatak) inteligencija i duZina Zivota

II Hanter (Hunter) Iduronat sulfataza Dermatan sulfat, Sli¢no kao Harler, bez zamucenja

heparan sulfat roznjace, smrt oko 10-15-te
godine

IIIA Sanfilipo A (Sanfilippo Heparan-N-sulfataza

A)
IIIB Sanfilipo B (Sanfilippo a-N-Acetil-glukoza-
B) minodaza
. . . Izrazita mentalna retardacija,
ITIC Sanfilipo C (Sanfilippo  Acetil-CoA: a- Heparan sulfat fizicke nenormalnosti su
C) glukozaminid blage
acetil-transferaz
a
IIID Sanfilipo D (Sanfilippo N-Acetil-glukozamin
D) 6-sulfataza

IVA Morkio A (Morquio A) Galaktozo 6- Izraziti deformiteti skeleta,
sulfataza Keratan sulfat zamucenje roznjace,

IVB Morkio B (Morquio B) B-Galaktozidaza normalna inteligencija

VI Maroto-Lami N- Dermatan sulfat Izraziti deformiteti skeleta,

(Maroteaux- Acetil-galaktoza zamucenje roznjace,
Lamy) min 4-sulfataza normalna inteligencija
VII Slaj (Sly) B-Glukuronidaza Dermatan sulfat, Deformiteti skeleta, uvecanje

heparan sulfat

jetre i slezine




Glikoproteini

Ukoliko neki protein ima za sebe vezane oligosaharide, bilo
razgranate ili pravog lanca, taj protein je oznacen kao
glikoprotein.

Prisustvo oligosaharida moZe da doprinese stabilnosti proteina,
olaksa njegovo uvijanje u oblik potreban za punu biolosku
aktivnost, obezbedi proteinu osobine koje omoguéavaju njegovo
prepoznavanje od strane drugog proteina ili je oligosaharid deo
lipidnog sidra kojim je protein vezan za membranu.

Glikoproteini se nalaze kako unutar tako i van éelije.

Oni u Celiji sadrZze molekul A-acetilglukozamina koji je vezan O-
vezom za serin ili treonin.

Glikoproteini izluCeni u vanéelijski matriks imaju sloZenije
oligosaharide koji sadrze 4-30 Secera. Tako, mucin/ sadrze
razgranate strukture vezane O-vezom; ovi gllkopr'o’remn su
nosioci karakteristika krvnih grupa



Glikoproteini sadrze oligosaharide vezane za
atome azota ili kiseonika bocnih lanaca
aminokiselina

Vezivanje ugljenog hidrata za protein ostvaruje se kovalentnom vezom secera
sa bo¢nim lancima nekih aminokiselina.

O-glikozidna veza - ugljeni hidrat vezuje za OH grupu serina, treonina ili
hidroksilizina;

N-glikozidna veza - Seler se vezuje za amidnu grupu asparagina.
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Hidroksilizin

M-Acetil-
glukozamin

Asparagin

Veze se ostvaruju sa aminokiselinama poredanim u karakteristi¢ne sekvence -
npr. za N-vezu uslov je sekvenca asparagin-(AK)-serin.



Ugljeni hidrati koji su vezani N-vezom za proteine uvek sadrze
manozu i N-acetil-glukozamin uz galaktozu, fukozu i A+
acetilneuraminsku kiselinu.

Postoje tri osnovna tipa strukture kojim su razgranati lanci vezani
za protein: oligomanozil, hibridnii laktozaminski tip. Izmene koje
se desavaju u spoljnim lancima ¢esto sluze kao markeri koji
omogucéavaju da molekul bude usmeren ka odgovarajuéem
odredistu.

Tako, hidroliticki enzimi namenjeni za lizozome imaju oligomanozil
ugljeni hidrat sa manozo 6-P na kraju lanca; po sintezi u cis
Goldzi cisterni ovi glikoproteini se smestaju u vezikule koje imaju
receptor za manozo 6-P. Kako je u ovom prelizozomu (vezikula
pokrivena klatrinom, kon¢astim proteinom) sredina kisela, veza
izmedu receptora i enzima se kida, enzim je slobodan. Vezikula
difunduje do lizozoma i po fuziji enzim koji nije vezan za
receptor ulazi u lizozom.



GPI sidro
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Neki proteini su vezani za
éelijsku membranu
glikozilfosfatidilinozitol (GPI)
sidrom.

Glukozaminska grupa
oligosaharida je vezana za
fosfatidilinozitol, koji je vezan
za 2 lanca masnih kiselina
(diacilglicerol), koji usidravaju
ceo molekul u plazma membranu.

Protein je vezan za
oligosaharidnu strukturu preko
fosfatidiletanolamina.

Fosfolipaze mogu da oslobode protein sa GPI sidra — moguca funkcija usidravanja proteina na
membrani je regulacija koncentracije ovih proteina na Celijskoj membrani i u telesnim

tednostima.



Lektini su proteini koji se specificno vezuju
za ugljene hidrate u glikokonjugatima

Lektini kicmenjaka su neimunski proteini koji se vezuju za ugljene
hidrate i mogu da izazovu aglutinaciju éelija ili taloZenje
glikoproteina.

Lektini mogu biti ili u sastavu Celijske membrane ili slobodni
telesnim tecnostima.

Osnovna uloga lektina je, najverovatnije, u prepoznavanju Celija; niz
molekula uklju¢enih u procese prepoznavanja ima u svojoj strukturi
lektinske domene.

E-selektin je takav glikoprotein koji se sintetise u endotelnim
celijama po njihovoj aktivaciji citokinima. (Citokini su mali proteini
kOfe lu¢i jedna vrsta Celija i koji uticu na ponasanje druge vrste
celija.) Uloga E-selektina je da veZe leukocite i olaksa njihov prenos
iz krvotoka kroz endotel postkapilarnih venula do mesta zapal jenja
ili povrede. U ovom slucaju neophodno je prepoznati pravu
subpopulaciju leukocita medu svim ¢elijama u cirkulaciji i to je bar
delom ostvareno preko ugljenih hidrata.



Sinteza N-vezanih glikoproteina otpoclinje stvaranjem
kompleksa Secera na lipidnom nosacu, dolihol fosfatu

Sinteza glikoproteina se odvija u zrnastom endoplazmatskom
retikulumu i cisternama Goldzi kompleksa. Proces otpocCinje na
citosolnoj strani endoplazmatskog retikuluma: u membrani
retikuluma se nalazi doliho/ fosfat, koji je supstrat za
glikoziltransferazu koja prenosi fosfo-N-acetilglukozamin iz
UDP-N-acetilglukozamina na fosfornu grupu doliholfosfata
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Sinteza oligosaharida da dolihol fosfatu

N-acetilglukozamin
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Seceri se dodaju na
rastuci lanac ugljenog
hidrata, pri ¢emu se deo
sinteze obavlja na
citosolnoj strani
endoplazmatskog
retikuluma, a deo na
luminalnoj strani
membrane, po translokaciji
dolihol-P-oligosaharidnog
kompleksa; dolihol fosfat
je i dalje usaden u
membranu
endoplazmatskog
retikuluma.

Kona¢na struktura sadrzi dva molekula A-acetil-glukozamina, 9 manoza i tri

glukoze.



Konacna obrada se vrsi u Goldzi aparatu, posle
vezivanja za protein

Zrnasti endoplazmatski retikulumy
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Po stvaranju kompleksa na dolihol fosfatu,
oligosaharidna struktura se prenosi ha
asparaginsku bo¢nu grupu u narastajucem
proteinskom lancu, stvara se N-veza; ovaj
prenos vrsi oligosahariltransferaza.

Po vezivanju za protein specifi¢ne
egzoglikozidaze sekvencijalno uklanjaju
Selere na krajevima lanaca.

U trenutku kada oligosaharid sadrzi 8
molekula manoze i kada je zavrsena
sinteza proteina, glikoproteinski
intermedijat (Man8 oligosaharid) se
prenosi vezikularnim transportom u ¢is
Goldzi cisternu.

U srednjoj Goldzi cisterni se stvara
struktura koja sadrzi A-acetilglukozamin
na krajevima lanaca; moguée je dodavanje
Seera i na sredisnji manozni lanac te se
stvaraju dodatni bolni lanci.



U c¢is Goldzi cisterni Man8 oligosaharid se dalje obraduje
udaljavanjem jos tri krajnje seerne grupe, te nastaje Man5
oligosaharid, koji se sada prebacuje u srednju Goldzi cisternu.
Medutim, ukoliko je Man8 oligosaharid udruZzen sa nekim
lizozomalnom enzimom - lizozomalna hidrolaza - on se modifikuje
tako da se na kraju lanca pojavljuje manozo 6-P, koji se vezuje
za manozo 6-P receptor i obezbeduje transport hidrolaze do
lizozoma, kao sto je ranije opisano.

Po prenosu u frans Goldzi cisternu na krajeve lanca se dodaju
fukoza, galaktoza i Atacetilneuraminska kiselina, te se formira
oligosaharid u svom zavrsnom obliku i izluCuje se u vezikuli koja
ga odnosi do kona¢hog odredista, najcesce do plazma membrane.



O-tip veze se stvara direktnim vezivanjem Secera za
serin ili Treonin u proteinu

O-tip veze se stvara u glikoproteinima tako Sto specificna
transferaza prenosi Secer sa UDP-N-acetilgalaktozamina na
serin ili treonin odgovarajuéeg pr'o‘rema - ne postoji
infremedijat vezan za dolihol. Ova pocetna reakcija - vezivanje
M-acetil-galaktozamina - se odvija u Goldzi membranama koje se
nalaze odmah iza endoplazmatskog retikuluma a ispred c¢is Goldzi
cisterni.

Preostali deo strukture oligosaharida se sintetise u Goldzi
aparatu sekvencijalnim dodavanjem Secera (iz nukleotid-
derivata) delovanjem specifi¢nih glikoziltransferaza.

Glikoproteini sa O-tipom veze a koji se nalaze u membranama
obi¢no nemaju dugacke oligosaharide, za razliku od onih u
telesnim tecnostima, posebno u mucinima, koji imaju veoma duge
lance koji se ¢esto zavrsavaju izrazito imunogenim
oligosaharidnim grupama.



Krvna grupa coveka je odredena
imunogenim oligosaharidnim grupama
glikoproteina
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Supstance koje odreduju krvnu
grupu su ustvari izrazito
imunogene oligosaharidne grupe
koje se nalaze u mnogim
gllkoprotemlma Cinjenica da su
ovi molekuli Siroko
rasprostranjeni na éelijama i
telesnim tecnostima uslovljava
snazan imunski odgovor ukoliko se
u organizam unese neodgovarajuci
tip Celije ili tecnosti.



»Mnoge Celije tkiva su uronjene u vanéelijski matriks koji
ispunjava prostor izmedu éelija i povezuje Celije i tkiva
medusobno. Na ovaj nacin, vanéelijski matriks pomaze u
determinisanju oblika tkiva kao i razlikovanju tipova tkiva.

»Osnovne komponente vanéelijskog matriksa su fibrozne
strukture kao sto su kolagen, proteoglikani i adhezioni
proteini koji povezuju komponente matriksa medusobno a i sa
éelijama. Ove fibrozni strukturni elementi su sastavljeni od
ponavljajuéih elemenata koji formiraju linearne strukture.

> Kolagen, elastin i lamini su osnovni proteini vezivnog tkiva
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ADHEZIONI PROTEINI

Adhezioni proteini su prisutni u vancelijskom matriksu i oni
vezuju integrine za komponente vancelijskog matriksa.

To su proteini koji sadrze veliki broj domena zahval jujuéi
kojima je moguce istovremeno vezivanje velikog broja
razli¢itih komponenti.

Na primer, fibronektin predstavlja jedan od adhezionih
proteina, koji pored veznog mesta za integrine sadrzi i
vezna mesta za kolagen i za glikozaminoglikane. Kako je
integrin vezan za proteine unutaréelijskog skeleta, to
adhezioni proteini formiraju most izmedu aktinskih
mikrofilamenata unutar Celije i éelijskog poloZaja unutar
vanéelijskog matriksa.
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»Adhezioni proteini, kao $to su fibronektin i laminin, su vancelijski
glikoproteini koji sadrze odvojene razli¢ite vezujuce domene za
proteoglikane, kolagen i fibrin. Ovi domeni omoguéavaju ovim proteinima da
vezuju razli¢ite komponente vanéelijskog matriksa.

> Takode, oni poseduju i specificne vezujuée domene za specifi¢ne Celijske
receptore, poznate kao integrini.

Collagen Fibronectin

pail

¥ |

Laminin

»Integrini takode omogucavaju meducelijsku komunikaciju kako
unutarcelijskim signalima tako signalima koji nastaju u vancelijskom matriksu.



Collagen Fibronectin

peil

(L ﬁ.
I P
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Sematki prikaz intereakcije éelije preko razli¢itih integrinskih receptora sa
kolagenom, fibronektinom i lamininom koji su prisutni u vancelijskom
matriksu.



»Ovi integrini se vezuju za fibronektin na spoljasnjoj povrsini éelije,
prolaze kroz ¢elijsku membranu i vezuju se za proteine koji su sa svoje
strane vezani za unutaréelijske aktinske filamente koji ulaze u sastav
citoskeleta.

— — — — Collagen
Fibronectin
OUTSIDE
Integrin
receptor Plasma membrane
m e q q = oo - 0
Sematki prikaz intereakcije fibronektina
sa integrinskim fibronektinskim
Talin receptorom koji se nalazi na spoljasnjoj
I INSIDE strani plazma membrane éelija u sastavu
Capping protein I . . I
a-Actin vancelijskog matriksa kao i sa razli¢itm

povezujuc¢im proteinima koji direktno ili
indirektno reaguju sa aktinskim
Actin mikrofilamentima u citosolu.




Sematski prikaz fibronektina

RGD

_| Heparin & |
Fibrin A [| Collagen

DMNA Cell A 4 HeparinB  Cel B Fibrin B —

Sadrzi sedam funkcionalnih domena. Prikazana su 2 razli¢ita domena za
heparin, vezivanje za ¢elije i fibrin.

Domeni se sastoje od razli¢itih kombinacija 3 strukturna motiva (I, IT, i ITT).
Treba uzeti u obzir da je fibronektin DIMER ¢iji su monomeri medusobno
povezani disulfidnim mostovima koji su postavljeni blizu COOH kraja
monomera.

RGD (Arg-Gly- Asp ) sekvenca fibronektina je odgovorna za njegovu
interakciju sa razlic¢itim fibronektin integrin receptorima na povrsini Celije.




FIBROZNI PROTEINI

*Kolagen predstavlja familiju fibroznih
proteina, Najvecim delom ga stvaraju
fibroblasti, misiéne i epitelne Celije.

‘Najzastupljeniji u tkivima sisara je
kolagen tip I i glavna je komponenta
vezivnog tkiva. Prisutan je u vancelijskom
matriksu vezivnog tkiva, kosti, tetiva,
koze, krvnih sudova i kornee. U sastav
kolagena T ulazi glicin (33%) i prolin
odnosno hidroksiprolin (21%).




Table 49.1.

s of Colla
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v
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W

Wil
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Col1A1-Col1 A2
Col2A1
Col3A1
ColdA1-ColdAB

ColbA1-ColbA3

Col6A1-Col6A3

Col7A1
ColBA1-ColsA2
ColSA1-Col9A3

Col 1041

Col11A1-Col11A3
Col12A1

Col13A1
Col 1441
Col15A1
Col16A1
Col17A1
Col18A1
Col 1941

Fibrils
Fibrils
Fibrils

Monfibrillar, mesh collagen

Small fibers, N-terminal
globular domains

Microfibrils, with both N
and C-terminal globular
domains

An anchoring collagen

Monfibrillar, mesh collagen

Fibril-associated collagens
with interrupted triple
helices (FACIT);
MN-terrinal globular
domain

Monfibrillar, mesh collagen,
with C-terminal globular
domain

Srall fibers

FACIT

Transmembrana collagen
FACIT

Endostatin-forming collagen
Other

Transmembrang collagen
Endostatin-forming

Other

Skin, tendon, bone, cornea

Cartilage, vitreous humour

Skin, muscle, associates
with type | collagen

All basal laminas (basement
membranes)

Associates with type |
collagen in most
interstitial issues

Associates with type |
collagen in most
interstitial issues

Epithelial cells; dermal—
epidermal junction

Comea, some endothelial
cells

Associates with type Il
collagen in cartilage and
vitreous humour

Growth plate, hypertrophic
and mineralizing cartlage

Cartilage, vitreous humor

Interacts with types | and ||
collagen in soft tissues

Cell surfaces, epithelial cells

Soft tissue

Endothelial cells

Ubiguitous

Epidermal cell surface

Endothelial cells

Ubiguitous




‘Prekursor kolagena (I) je prokolagen I. To je trostruki heliks izgraden od
tri polipeptidna (pro-a) lanca, koji su spiralno obmotani jedan oko drugog.

‘Polimerizacijom molekula kolagena (I) nastaju kolagena vlakna koja
obezbeduju ¢vrstinu vezivnog tkiva. Pojedinacno, svaki polipeptidni lanac se
sastoji od oko 1000 amino kiselinskih ostataka.

*Tri polipeptidna lanca su medusobno povezana medulan¢anim vodoniénim
vezama. U svakom namotaju (obrtu) heliksa se nalaze tri amino kiseline, pri
C¢emu se svaka treca amino kiselina nalazi u bliskom kontaktu sa druga dva
polipeptidna lanca. Jedino glicin, kao amino kiselina koja nema bocni lanac,
odgovara ovom polozaju, §to znaci da je u stvari svaka treca amino kiselina
upravo glicin.

- Tako se kolagen moze prikazati kao polimer ponovaka Gly-X-Y pri ¢emu je
Y najcesCe prolin ili hidroksiprolin a X bilo koja druga amino kiselina
kolagena.
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Kolagen tip I, IT i IIT formiraju fibrile koji se povezuju u
velika nerastvorna vlakna.

-Ova vlakna su stabilizovana unakrsnim kovalentnim vezama
koje se formiraju izmedu ostataka lizina susednih fibrila.

*Aranzman fibrila daje razli¢ite osobine razli¢itim
individualnim tkivima. Tetive npr. sadrze kolagena fibrilarna
vlakna ko ja su postavljena paralelno osnovnoj osi tetive, sto
obezbeduje tetivi potrebnu ¢vrstinu.



SINTEZA KOLAGENA

Kolagen se sintetise na EPR kao preprokolagen. I dalje unutar EPR, od
preprokolagena, odvajanjem odgovarajuéih signalnih sekvenci, nastaje
prokolagen.

‘Prokolagen se transportuje u Goldzi aparat. Tu dolazi do povezivanja tri
prokolagena molekula formiranjem medumolekulskih disulfidnih mostova na
C-terminalnom kraju. Na ovaj nacin, tri molekula prisutna na razli¢itim
lancima prokolagena se postavljaju u odgovarajuéi poloZaj da bi se
formirala spiralna strutkutura trostrukog heliksa. On se formira od COOH
kraja prema NH2 kraju, formirajuéi tropokolagen.

*Tropokolagen sadrzi segmente trostrukog heliksa izmedu dva globularna
kraja (N- i C- ferminalni kraj). Tropokolagen se sekretuje van éelije, gde se
dejstvom vanéelijskih proteaza uklanjaju odgovarajuéi delovi.

*Tako nastaje kolagen, koji zauzima svoje mesto u vancelijskom matriksu.



ELASTIN

Elastin je glavni protein prisutan u elasti¢nim vlaknima. Nalazi se u vanéelijskom
matriksu vezivnog tkiva glatkih misi¢a, endotelnih i mikrovaskularnih ¢elija,
hondrocita i fibroblasta.

Pored elasting, elasti¢na vlakna sadrze i mokrofibrile sastavljene iz brojnih
kiselih glikoproteina od kojih su najznacajniji fibrilin 1 i fibrilin 2.
TROPOELASTIN- Elastin ima amorfnu, nerastvornu unakrsno povezanu
strukturu.

Njegov prekursor, tropoelastin, je rastvorljiv i sintetise se na granuliranom EPR.
Tropoelastin sadrzi dva tipa domena koji se smenjuju. Jedan se sastoji iz
hidrofilnih sekvenci koje su bogate u sadrzaju lizina i alanina. Drugi domen se
sastoji od hidrofobnih sekvenci bogatih u valinu, prolinu i glicinu, ko je se ¢esto
nalaze u redosledu VPGVG ili VGGVG. Protein sadrzi oko 16 regiona unutar svakog
domena, koji se ponavalju unutar celog proteina.

Kada se sekretuje van Celije, tropoelastin se postavlja u ravan mikrofibrila, i lizil
oksidaza inicira reakciju kojom se molekule elastina unakrsno povezuju a preko
ostataka lizina unutar hidrofobnih ponavljajuéih regiona.

Ovo unakrsno povezivanje je isto kao i unakrsno povezivanje unutar kolagena.
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(for alternative splicing)
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LAMININ

Posle kolagena tipa IV, laminin je najzastupljeniji
protein bazalne lamine. Laminin povezuje kolagen IV s
drugim molekulima vanéelijskog matriksa kao i

o= lanac

HIH molekulima prisutnim na povrsini celije i na ovaj nacin
dodatno doprinosi odrzavanju strukture.
Slobulari Protein laminin je heterotrimer sastavljen iz tri

razli¢ite subjedinice a, p i y. Postoji pet razli¢itih
O—Ony proteina a (al- ab), i po tri razli¢ita proteina p (p1-
B3) iy (v1- v3). Zahvaljujuci ovome, postoji mogucnost
formiranja 45 razli¢itih kombinacija ovih subjedinica.
Uvijeno Do sada je definisano samo 12, koje su okarakterisane
kao laminin 1-12.

Lamini 1 je sastavljen iz a 181yl tipican je
predstavnik ove klase proteina.

Osnovu molekula laminina ¢ini a subjedinica koja
povezuje sve tri subjedinice i formira rigidnu
strukturu. Sva tri lanca imaju produzetke na svojim
N-terminalnim krajevima. Samo a lanas ima i
produzetak na svom C-terminalnom kraju ko ja
omogucava lamininu da se vezuje za druge strukture
vancelijskog matriksa (kolagen, sulfatisani i
proteoglikani).
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Biosinteza Laminina

Kao i ostali proteini koji se sekretuju van celije, laminin se sintetise na
granuliranom EPR (usmerava ga signalna sekvenca).

Asocijacija pojedincacnih lanaca se desava u Goldzi mrezi, pre nego se
protein sekretuje van Celije.

Posto se sekretuje van éelije, produzetci amino terminalnih delova
stimulisu samo- asocijaciju, a takode ucestvuju i u povezivanju laminina sa
ostalim komponentama ECM.

Disulfidni mostovi nastaju kako bi stabilizovali strukturu lamina (trimer) i
posttranslaciona modifikacija ovog proteina je mnogo manje izrazena u
odnosu na kolagen i elsatin.



INTEGRINI

Integrini predstavljaju glavne éelijske receptore za proteine vancelijskog
matriksa. Na ovaj nacin oni predstavljaju vezu izmedu unutaréelijskog skeleta
same Ceije (pre svega sistem aktinskih mikrofilamenata) i vancelijskih proteina,
kao sto su fibronektin, kolage ili laminin. Pored ove uloge u stabilizaciji same
¢elije u vanéelijskom matriksu, oni su ukljuceni u razli¢ite celijske signale.

Integrini se pored aktivacije u inflamaciji takode mogu aktivirati mehanizmom
Junutra-spolja” (inside -out), gde se aktiviraju pod dejstvom unutaréelijskog
signala, ili .spolja-unutra”®, gde vezivanje za vancelijski deo molekula integrina,
inicira unutaréelijske signale.

Kod integrina kojim se Celije vezuju za komponente vancelijskog matriksa,
aktivacija specifi¢nih integrina dovodi do migracije aktiviranih celija kroz
vancelijski matriks. Ovaj mehanizam je aktivan u periodu rasta, diferencijacije
¢elija a i u metastaziranju malignog u susedna zdrava tkiva.



Do sada su definisana 24 razli¢ita
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Najmanje tri familije proteina plazma membrane
mogu biti ukljucena u meducelijsku adheziju

Kadherini podlezu homofilnoj (“sa

istom vrstom proteina”)
interakciji sa identi¢nim
molekulom kadherina na susednoj
Celiji.

Imunoglobulinu sli¢ni proteini
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Neki od integrina su inaktivni, npr integrini leukocita, posto ove Celije moraju
slobodno da se krecu kroz cirkulaciju. Medutim, u sluéaju infekcije, celije

inficiranog regiona oslobadaju citokine koji aktiviraju integrine leukocita sto
im omoguéava da se vezu za endotelne Celije krvnog suda u regionu infekcije.

Kretanje T limf je usporeno intereakcijama
sa samih T limf preko svog glikoprotienskog
liganda sa molekulima P-selektina na
membrani endotelnih elija kapilara.

Zbog toga se T limf “kotrljaju” duz zida
krvnog suda. Blize mestu same inflamacije,
dolazi do jaih intereakcija integrina koji
se nalaze na povrsini Celija kapilara i
odgovarajuéeg liganda na T limf $to dovodi
do njegove tesnje adhezije za zid kapilara.
T limf se zaustavljaju u svom kretanju kroz
lumen krvnog suda, i podlezu ekstravazaciji
pod dejstvom jacih signala koji dolaze iz
samog centra inflamacije.
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MATRIKSNE METALOPROTEINAZE

*Vancelijski matriks sadrzi seriju proteaza koje su poznate kao
metaloproteinaze matriksa. To su proteaze koje sadrze jon Zn, koji
odgovarajucim pozicioniranjem vode ucestvuje u samoj reakciji proteolize. Do
sada je definisamo 23 razli¢ita tipa humanih metaloproteinaza, koje mogu da
razlaZzu sve proteine vencelijskog matriksa, pa i kolagen i laminin. Zbog toga su
one prisutne u formi propeptida, koji nema enzimsku aktivnost. Za ovo je
odgovoran cistein koji se peptidnom vezom vezuje za Zn u aktivnom mestu,
onemogucéavajuci proteoliti¢ ku aktivnost. Uklanjanje propeptida je neophodno
da bi se metaloproteinaze aktivirale. Kada se jednom aktiviraju, u moguénosti
su da same sada aktiviraju druge metaloproteinaze.

‘Regulacija aktivnosti metaloproteinaza je veoma kompleksna i ona ukljucuje
regulaciju transkripcije, proteoliti¢ku aktivaciju, inhibiciju cirkulisuéim
proteinom a2-makroglobulinom i kontrolu aktivnost grupom proteina koji su
poznati kao tkivni inhibitori metaloproteinaza. Veoma je vazno da sinteza i
ovih inhibitora i samih metaloproteinaza bude paralelno regulisana jer u
suprotnom moZe doci do poremeéaja kao Sto su maligne bolesti i
ateroskleroza.



