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Glikobiohemijska karakterizacija molekulskih obrazaca koji sadrze gama-glutamil
transferazu u ekstracelularnim vezikulama i solubilnom subproteomu semene plazme ¢oveka

SAZETAK

Gama-glutamil transferaza (GGT; EC 2.3.2.2) je enzim Koji pokazuje strukturnu heterogenost
nastalu usled tkivno-specifi¢ne glikozilacije i razli¢itih mehanizama oslobadanja sa membrane. Cilj
ovog rada bio je da se, na osnovu glikobiohemijske karakterizacije molekulskih obrazaca koji
sadrze GGT, po prvi put, definiSu referentni parametri za anotaciju razli¢itih molekulskih formi
enzima. Ovakav pristup omogucava povezivanje enzimske aktivnosti sa strukturnim svojstvima
GGT i moze biti dopuna standardnom odredivanju njegove aktivnosti.

Analizirani su pulovi normospermi¢nih i oligospermi¢nih uzoraka semene plazme, iz kojih su
izdvojene ekstracelularne vezikule (EV; 100000 x g talog) i solubilni subproteom (sol-P; 100000 x
g supernatant). Populacije EV su razdvojene lektinskom afinitethom hromatografijom.
Solubilizacija EV je vrSena da bi se izolovali domeni otporni na deterdzent. GGT forme u sol-P su
razdvojene gel-filtracijom. Karakterizacija EV je obuhvatala odredivanje ukupne i specificne
aktivnosti GGT, lektinske- i imuno-reaktivnosti, analizu veli¢ine, izgleda i elektroforetskog profila
vezikula. Solubilne forme GGT okarakterisane su na osnovu aktivnosti enzima i ko-distribucije
proteina, glikana i mucinskih antigena.

Definisani su referentni parametri za anotaciju GGT formi: glikanski potpis, solubilizacioni potpis i
homologni/heterologni kompleks. Poredenje b-GGT (big-GGT) izmedu normospermicnih i
oligospermi¢nih uzoraka ukazalo je na razlike u kontekstu prezentacije WGA-reaktivnih
membranskih glikana EV, kao i u distribuciji CD9 i galektina-3 u membranskim domenima EV
otpornim na dejstvo deterdZenta. U sol-P frakciji obe grupe najzastupljenija je bila s-GGT (small-
GGT), a njeni obrasci se nisu razlikovali po ko-distribuciji proteina i glikoproteina.

Dobijeni rezultati proSiruju saznanja o molekulskoj heterogenosti GGT i ukazuju da se ovaj enzim
moze posmatrati kao kompozitni biomarker. Uocene razlike u b-GGT formi predstavljaju
potencijalne biomarkere koji zahtevaju dalju validaciju.

Kljuéne reci: gama-glutamil transferaza, b-GGT, semena plazma, ekstracelularne vezikule,
solubilni subproteom

Naucna oblast: Medicinske nauke - Farmacija

UZa naucna oblast: Medicinska biohemija



Glycobiochemical characterisation of molecular patterns associated with gamma-glutamyl
transferase in extracellular vesicles and soluble subproteome of human seminal plasma

ABSTRACT

Gamma-glutamyl transferase (GGT; EC 2.3.2.2) is an enzyme that exhibits structural heterogeneity
arising from tissue-specific glycosylation and different mechanisms of release from the membrane.
The aim of this study was to define, for the first time, reference parameters for the annotation of
different molecular forms of the enzyme, based on glyco-biochemical characterization of molecular
patterns associated with GGT. This approach allows the integration of enzymatic activity with the
structural features of GGT, representing an extension of the standard activity-based evaluation.

Pools of normospermic and oligospermic seminal plasma samples were analyzed, from which
extracellular vesicles (EV; 100,000 x g pellet) and the soluble subproteome (sol-P; 100,000 x g
supernatant) were isolated. EV populations were separated by lectin affinity chromatography. EV
solubilization was performed in order to isolate detergent-resistant domains. GGT forms in sol-P
were separated by gel filtration. EV characterization included determination of total and specific
GGT activity, lectin and immunoreactivity, as well as analysis of vesicle size, morphology, and
electrophoretic profile. Soluble GGT forms were characterized based on enzyme activity and the
co-distribution of proteins, glycans, and mucin antigens.

Referent parameters for annotation of GGT forms were defined: glycan signature, solubilization
signature, and homologous/heterologous complex. Comparison of b-GGT (big-GGT) between
normospermic and oligospermic samples revealed differences in the presentation of WGA-reactive
membrane glycans on EV, as well as in the distribution of CD9 and galectin-3 within membrane
domains of EVs resistant to detergent treatment. In the sol-P fraction of both groups, s-GGT (small-
GGT) was the most abundant form, and its patterns did not differ in terms of the co-distribution of
proteins and glycoproteins.

The obtained results expand the understanding of the molecular heterogeneity of GGT and indicate

that this enzyme can be viewed as a composite biomarker. The observed differences in the b-GGT
form represent potential biomarkers that require further validation.

Keywords: gamma-glutamyl transferase, b-GGT, seminal plasma, extracellular vesicles, soluble
subproteome
Scientific field: Medical Sciences — Pharmacy

Specific scientific field: Medical Biochemistry
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1. Uvod

1.1. Gama-glutamil transferaza (GGT)
1.1.1. Enzimska aktivnost i bioloska uloga GGT

Hejns i saradnici su 1950. godine, prvi put opisali reakciju glutationa sa aminokiselinama, u kojoj
nastaju peptidi koji sadrze glutaminsku kiselinu (1). Ovo je dovelo do zapaZanja da enzim
lokalizovan u bubregu katalizuje prenos gama-glutamil grupe iz glutationa §to rezultira formiranju
nekoliko vrsta gama-glutamil aminokiselina. Utvrdeno je da je i hidroliti¢ka reakcija katalizovana
istim enzimom Kkoji prenosi gama-glutamil grupu na molekul vode (2). Ovaj enzim je prvobitno
nazvan gama-glutamil transpeptidaza (g-GTP), a potom i gama-glutamil transferaza (GGT) (2-4).

Prema klasifikaciji Komiteta za nomenklaturu, Medunarodne unije za biohemiju i molekularnu
biologiju (engl. International Union of Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB), gama-
glutamil transferaza (GGT; EC 2.3.2.2) pripada porodici transferaza, odnosno podklasi aminoacil
transferaza (5). Transferaze su enzimi Kkoji katalizuju prenos funkcionalnih grupa sa jednog
molekula (donora) na drugi molekul (akceptor). Pored toga, GGT pripada i porodici N-terminalnih
nukleofilnih (Ntn) hidrolaza (6).

GGT katalizuje hidrolizu i transfer y-glutamil grupe sa y-glutamil supstrata (pre svega glutationa),
na razliCite akceptore kao $to su L-aminokiseline (najcesée glicilglicin, glutamin, izoleucin i
cistein), dipeptidi i voda (Slika 1) (7). Pored oksidovanog i redukovanog glutationa, supstrati GGT
su i glutation S-konjugati lekova (ksenobiotika), leukotrijen C4, kao i S-nitrozoglutation (glutation
S-nitrozitol) (7-9). U zavisnosti od hemijske prirode supstrata i akceptora, GGT ispoljava razlicite
enzimske aktivnosti koje ukljuuju glutation y-glutamat hidrolaznu aktivnost, leukotrijen C4-
glutamiltransferaznu i leukotrijen C4 hidrolaznu aktivnost kao i peptidil-transferaznu aktivnost.

Enzyme-Substrate y-Glutamyl-Enzyme
Complex (ES) Intermediate (F-Form)

Slika 1. Reakcija hidrolize i transpeptidacije koju katalizuje GGT. (Preuzeto iz: Hanigan, MH.
Gamma-Glutamyl Transpeptidase: Redox Regulation and Drug Resistance. Adv Cancer Res.
2014;122:103-141.). Enzyme (E-Form): Enzim (E-forma); Cys: Cistein; Gly: Glicin; p-Glu: p-
Glutamil; Thr: Treonin; Glutamate: glutamate; Enzyme-Substrate Complex (ES): Enzim-supstrat
kompleks (ES); p-Glytamyl-Enzyme Intermediate (F-Form): p-glutamil enzim prelazna forma (F-
forma).

Osnovni kataliticki mehanizam GGT ostao je, uglavnom, nepromenjen od jednocelijskih
organizama do ljudi (10). Uprkos strukturnoj o¢uvanosti, specifi¢na fizioloska uloga GGT varira u
zavisnosti od evolutivne loze: dok bakterije Cesto koriste ovaj enzim za akviziciju hranljivih
materija i sintezu specijalizovanih polimera, vi$i eukarioti ga primarno upotrebljavaju za razgradnju
ekstracelularnog glutationa i homeostazu / reciklazu cisteina (10).



Evolutivna konzerviranost GGT proistiCe iz njene vazne uloge u metabolizmu glutationa i
odrzavanju redoks homeostaze, 1 ona deluje kao fundamentalni mehanizam antioksidativne odbrane
kod razli¢itih vrsta (11).

Kod coveka, GGT zauzima centralno mesto u gama-glutamil-ciklusu tako Sto razgraduje
ekstracelularni glutation i stvara komponente koje ¢elija unosi i koristi za njegovu ponovnu sintezu,
Sto je kljucno za odrzavanje ravnoteze tiola (12). Tokom razgradnje glutationa, nastaju metaboliti
bogati cisteinom, koji u prisustvu jona gvozda stvaraju slobodne radikale koji iniciraju procese
lipidne peroksidacije. GGT, zbog toga, paradoksalno, ima i prooksidativnu ulogu (13).

1.1.2. Organizacija i ekspresija GGT gena Coveka

Gen koji kodira GGT je evolutivno konzerviran i eksprimiran je u sva tri domena Zivota: arhejama,
bakterijama i eukariotima (10). Dok jednostavni organizmi poseduju jedan GGT gen, sisari su
razvili slozene multigenske porodice sa vise promotora (14). Kod ¢oveka, ova porodica ukljucuje
aktivne gene 1 pseudogene, Sto omogucava slozenu regulaciju koja je specifi¢na za tkivo u kom se
enzim eksprimira (14,15).

Kod coveka, GGT1 gen kodira kompletan i funkcionalan enzim koji je poznat kao GGT1 (16).
Pored GGT1 gena, identifikovano je jo§ 13 srodnih gena od kojih je za Sest gena potvrdena
ekspresija proteinskog produkta, a za produkt samo jednog gena je pokazano da ima enzimsku
aktivnost (14).

Osam gena oznacenih od GGT1 do GGT8 kodiraju protein pune duzine (prekursor sa sekvencama
regiona teske i lake subjedinice). Medu njima, GGT3, GGT4 i GGT8 nisu funkcionalni i svrstani su
u pseudogene i prema tome oznaceni kao GGT3P, GGT4P i GGT8P (14).

GGT2 gen ima 97% sli¢nosti u nukleotidnoj sekvenci sa GGT1 genom, ali njegov proteinski
produkat ne poseduje autokataliticku aktivnost i brzo se degradira (14). Geni GGT5, GGT6 i GGT7,
takode, imaju sli¢nost u sekvenci sa GGT1 genom. GGT5 gen kodira enzim koji se razlikuje po
strukturi i funkciji od GGT koju kodira GGT1 gen. GGT5 pokazuje oko 40% homologije sa GGT1
ali ima znatno nizu kataliticku aktivnosti kao i drugaciju supstratnu specifi¢nost (15). Razlike u
ekspresiji GGT1 i GGT5, u razli¢itim tipovima ¢elija unutar istog tkiva, mogu biti odgovorne su za
njihovu supstratnu specifi¢nost (16). Geni GGT6 i GGT7 kodiraju proteine koji nemaju potvrdenu
enzimsku aktivnost, a njihova funkcionalna uloga jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjena (14).

Pored gena koji kodiraju protein pune duZine, identifikovani su i geni koji imaju potencijal
kodiranja lanca lake subjedinice GGT i oni su oznaceni od GGTLC2 do GGTLC5. GGTLC1 do
GGTLC3 su funkcionalni geni ali nije poznata uloga proteina koji oni kodiraju. GGTLC4 i GGTLC5
su svrstani u pseudogene i prema tome oznaceni kao GGTLCA4P i GGTLC5P (14).

Familija GGT gena ¢oveka (geni i pseudogeni) je rasporedena na hromozomima 2, 13, 20 i 22 (15).
GGT1 gen je lokalizovan na dugom kraku hromozoma 22 u regionu 11.23 (22q11.23). GGT1 gen,
duzine 16 kb, sadrzi 12 egzona. Intron 7 (3.9 kb) sadrzi funkcionalni alternativni promotor. Opisano
je postojanje viSe alternativnih promotora 1 razli€itih transkripata koji se razlikuju u 5’-
nekodiraju¢im regionima, ali kodiraju isti protein (17).

Ekspresija gena GGT1 regulisana je na izuzetno slozen i tkivno-specifi¢an nacin, i zavisi od
aktivacije razli¢itih promotora (16). Podaci iz relevantnih baza podataka, kao Sto je GeneCards,
otkrivaju da nivoi ekpresije informacione ribonukleinske kiseline, iIRNK (engl. messenger
ribonucleic acid, mRNA) i samog proteina, variraju izmedu organa, pri ¢emu je najvisSa ekspresija



GGT zabelezena u tkivima sa sekretornom i apsorptivnom funkcijom, prvenstveno u bubrezima,
jetri, prostati, pankreasu i duodenumu (Slika 2) (18).
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Slika 2. Specifi¢na tkivna distribucija i nivoi ekspresije GGT gena (Preuzeto: GeneCards, The
Human Gene Database. GGT1 Gene Page; pristupljeno 8. juna 2026. www.genecards.org). Brain:
mozak; Eye: oko; Endocrine system: endokrini sistem; Respiratory system: respiratorni sistem;
Proximal digestive tract: proksimalni digestivni trakt; Gastrointestinal tract: gastrointestinalni trakt;
Hepatobiliary system: hepatobilijarni sistem; Pancreas: pankreas; Renal system: bubrezni sistem;
Male reproductive system: muski reporduktivni sistem; Female reproductive system: Zenski
reproduktuvni sistem; Muclse tissue: miSi¢no tkivo; Connective tissue: vezivno tkivo; Skin: koza;
Hemetopoietic system: hematopoetski sistem; Peripheral nervous system: periferni nervni sistem;
Cardiovascular system: kardiovaskularni sistem; Adipose tissue: masno tkivo; RNA Expression
(TPM): ekspresija RNK (broj transkripta po milionu); Protein expression (Mass Spectrometry):
ekspresija proteina (masena spektrometrija); Protein Expression (IHC): ekspresija proteina
(imunohistohemija).

Mutacije GGT1 gena su direktno odgovorne za glutationuriju, izuzetno retku autozomno-recesivnu
bolest koja nastaje usled urodenog deficita ovog enzima (19). Rizik od nastanka akutnog i
hroni¢nog pankreatitisa je, takode, povezan je sa specificnim genskim varijacijama unutar GGT1
lokusa (20,21).

Nivoi ekspresije GGT1 se znacajno menjaju u razli¢itim patofizioloSkim stanjima. PoviSena
ekspresija 1 aktivnost enzima igraju vaznu ulogu u patogenezi astme, kao i u procesima ishemijsko-
reperfuzijske povrede tkiva (22). Pored toga, povecana ekspresija GGT1 gena je uoCena kod
karcinoma bubreZnih ¢elija, hepatocelularnog karcinoma, karcinoma Zeluca i1 karcinoma dojke, i u
korelaciji je sa loSom prognozom i pojavom metastaza (14).

1.1.3. Sinteza i maturacija molekula GGT

GGT je heterodimerni transmembranski glikoprotein tipa Il koji se sintetiSe kao jednolancani
prekursorski  polipeptid (pro-GGT) (23). Sazrevanje pro-GGT podrazumeva razlicite
posttranslacione procese ukljucujuéi i glikozilaciju koja je neohodna za ovaj proces (24).
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Pro-GGT podleze intramolekulskoj autokatalitickoj proteolizi (23). Proteoliticko mesto nalazi se
subcentralno i usmereno je ka C-terminalnom kraju. Nakon proteolize, obe subjedinice ostaju
nekovalentno povezane i formiraju funkcionalni heterodimer (25). N-terminalni fragment formira
teSku subjedinicu, dok C-terminalni fragment formira laku subjedinicu (Slika 3A).

GGT coveka se sastoji od 569 aminokiselina (AK) (26). Teska subjedinica sadrzi 351 AK, a njoj
prethodi jedan peptidni lanac (signalni peptid) sastavljen od 27 aminokiselinskih ostataka, koji je
rastvorljiv u mastima. Na N-terminalnom kraju teske subjedinice nalazi se hidrofoban domen (5-26
AK) kojim je GGT usidrena u plazma membranu. Relativna molekulska masa lanca teSke
subjedinice iznosi 48-66 kDa i ona ima Sest potencijalnih mesta za N-glikozilaciju (27).
Ekstracelularni deo teSke subjedinice ostvaruje interakcije sa lakom subjedinicom i doprinosi
stabilizaciji heterodimera, kao i pravilnoj ekstracelularnoj orijentaciji enzima na membrani (28).

Laka subjedinica sadrzi 189 AK, a njena primarna struktura je oCuvanija U odnosu na veliku
subjedinicu. Relativna molekulska masa lake subjedinice GGT ¢oveka iznosi 22—-30 kDa i ona ima
jedno potencijalno mesto za N-glikozilaciju (27). Na lakoj subjedinici se nalazi i vecina ostataka
(ukljuéujudi katalitiki treonin (Thr)) koji formiraju aktivno mesto enzima. Zbog svoje hidrofilne
prirode, laka subjedinica je, u potpunosti, lokalizovana ekstracelularno (27,28).

Analiza kristalne strukture GGT ¢oveka ukazuje da molekul sadrzi afffa strukturni motiv tipican za
superfamiliju N-terminalnih nukleofilnih (Ntn) hidrolaza (29). Laka subjedinica GGT je sa tri strane
okruzena teSkom subjedinicom, formirajuéi specifi¢an prostorni raspored koji slikovito podsec¢a na
ruku obmotanu oko lopte. Na izloZenoj povrsini lake subjedinice uocava se supstratni kanal koji
vodi do katalitickog nukleofila Thr-381, koji je smesten u najdubljem delu dzepa (Slika 3B) (14).
Za razliku od veéine prokariotskih analoga ¢ije je aktivnho mesto prostorno ograni¢eno, aktivno
mesto GGT Coveka je relativno otvoreno i pristupacno (22). Pored toga, eksperimentalno su uocene
dve razli¢ite konformacije bo¢nog lanca katalitickog ostatka Thr-381, Sto jasno ukazuje na
dinamiku i pomeranje bo¢nog lanca tokom samog procesa vezivanja supstrata (22).
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Slika 3. Struktura GGT.

A. Shematski prikaz lokalizacije GGT na ¢elijskoj membrani. (Preuzeto: Hanigan MH. v-
Glutamyl transpeptidase, a glutathionase: Its expression and function in carcinogenesis. Chemico-
Biological Interactions. 1998;111:333-342.). 45,000: molekulska masa (u Da) teske subjedinice;
22,000: molekulska masa (u Da) lake subjedinice; Cell membrane: ¢elijska membrana; Cytoplasm:
citoplazma; aminoacids: aminokiseline.

B. Van der Valsova povrsina GGT. (Preuzeto: Wang F. i sar. From Gene to Enzyme:
Multidimensional Decoding of the GGT Molecular Family and Its Clinical Tumor Diagnosis.
Cancer medicine. 2025; 14(23): e71165). Teska subjedinica (tamnosiva); laka subjedinica (bela);
Kataliticki Thr-381 (crvena) pozicioniran je u najdubljem regionu dzepa lake subjedinice. Cetiri od
sedam potencijalnih mesta N-glikozilacije (Asn-110, —120, —230 i —344) vidljiva su u ovoj
orijentaciji. Anjonsko vezivno mesto (zeleno) unutar pukotine obelezeno je kao (mesto 1103).



1.1.3.1. Glikozilacija GGT

Glikozilacija je neophodna za pravilno savijanje, autorazgradnju i aktivaciju GGT, iako enzim
zadrZava svoju aktivnost i kada se glikani uklone iz aktivnog heterodimera (24). N-glikozilacija se
moze vrsiti na viSe asparaginskih (Asn) ostataka pro-GGT (Asn95, Asnl120, Asn230, Asn266,
Asn297, Asn344 1 Asn511), Sto zavisi i od prostorne dostupnosti mesta za glikozilaciju.

Pokazano je da glikozilacija GGT varira u razli¢itim tkivima. Razlika u glikozilaciji je odgovorna
za razliku u molekulskoj masi teSke (47-55 kDa) i lake (22—25 kDa) subjedinice GGT izolovane iz
raznih izvora. Kao posledica ovoga, opisane su GGT izoforme koje se razlikuju prema sastavu i
strukturi ugljenih hidrata (30-32).

Primenom elektroforeze na poliakrilamidnom gelu, uo¢eno je da se GGT iz seruma moze razdvojiti
na 2-3 trake, a formiranje specificnih izoformi GGT direktno zavisi od prisustva sijalinske kiseline
(14,33). Iako su klju¢ne enzimske osobine GGT izoformi iz razli¢itih tkiva medusobno veoma
slicne (prema vrednostima Mihaelis-Mentenove konstante (Km), optimalnom pH, termickoj
stabilnosti i osetljivost na kompetitivnu inhibiciju redukovanim glutationom), njihove glavne
razlike se ogledaju u specificnoj elektroforetskoj pokretljivosti i afinitetu vezivanja za lektine (kao
§to su konkanavalin A (Con A), engl. Wheat Germ aglutinin (WGA), lat. Ricinus Communis
aglutinin (RCA), lat. Ulex Europaeus aglutinin (UEA) i drugi) (34,35). Na osnovu njih opisani su
tkivno-specifi¢ni obrasci glikozilacije (30-32). GGT iz jetre, bubrega i pankreasa se, tako, razlikuju
po sadrzaju sijalinske kiseline. Con A (lektin koji vezuje visoko/oligomanozne lance i hibridni tip
N-glikana) i WGA (lektin koji vezuje jedinice N-acetil glukozamina i sijalinsku kiselinu) pokazuju
visok afinitet vezivanja za GGT iz jetre, i nizak afinitet vezivanja za GGT iz bubrega (32).

Molekul GGT sadrzi heksoze, heksozamine i sijalinsku kiselinu (22,24,25). Primenom
visokoosetljivih metoda masene spektrometrije detaljno su opisani glikani prisutni na GGT iz jetre i
bubrega (Slika 4) (24,36). GGT izolovana iz ¢elija proksimalnih tubula bubrega, sadrzi kompleksne
N-glikane: bisektne biantenarne i triantenarne oligosaharidne lance koji imaju visok sadrzaj fukoze,
i nizak sadrzaj sijalinske kiseline (Slika 4A). Sa druge strane, GGT iz jetre, ima visok sadrZaj
sijalinske kiseline, S$to je u skladu sa ranijim istraZivanjima koji su ukazala na povecanu
elektroforetsku pokretljivost 1 afinitet prema WGA (Slika 4B). Pored toga, uofena je manja
mikroheterogenost glikana GGT iz jetre u poredenju sa glikanima GGT iz bubrega, $to korelira sa
razlikama u njihovoj elektroforetskoj pokretljivosti na nativnom gelu (24,36).

BUBREG JETRA
I (x0-2) I (x1-2) (XZ 3)
(x1- 2) ‘ Sijalinska kiselina

(N-acetilneuraminska kiselina)

]—4 (x2-3) }-4 (x0-2) (O Galaktoza (Gal)
. N-acetilglukozamin (GlcNAc)

(x0-1) . Manoza (Man)

A Fukoza (Fuc)
1 (x0-1)
(d)

Slika 4. Tkivno-specificna glikozilacija GGT. (Preuzeto i modifikovano iz: West, Matthew B i
sar. Detection of distinct glycosylation patterns on human y-glutamyl transpeptidase 1 using
antibody-lectin sandwich array (ALSA) technology. BMC biotechnology. 2014;14:101.)

A. Glikozilacija GGT iz bubrega; a. Bisektni triantenarni lanac; b. Bisektni biantenarni lanac;

B. Glikozilacija GGT iz jetre; c. Biantenarni lanac; d. Triantenarni lanac.

6



Promene u glikozilaciji GGT opisane su u razli¢itim malignim tkivima i zavise od tipa tumora (36).
Kod karcinoma bubrega, u odnosu na normalno bubrezno tkivo, uocena je smanjena zastupljenost
kompleksnih multiantenarnih bisektnih N-glikana (37). Nasuprot tome, kod hepatocelularnog
karcinoma, u poredenju sa normalnim tkivom jetre, uoCena je povecana zastupljenost
oligomanoznih glikana i kompleksnih multiantenarnih N-glikana (38). Slican obrazac glikozilacije
GGT, koji karakteriSu povecana sijalinizacija i granjanja lanaca, opisan je 1 u metastazama
kolorektalnog karcinoma u jetri (39).

1.1.4. Molekulske forme GGT

Prvi uvid u postojanju razli¢itih molekulskih formi GGT dobijen je u eksperimentima u kojima je
ona oslobadana iz membrane pomoc¢u deterdzenta ili proteolitickim tretmanom. Dejstvo deterdZenta
dovodi do oslobadanja amfifilne forme enzima, sklone agregaciji sa lipidima i drugim proteinima.
Primenom proteolitickog tretmana membrane papainom, oslobada se hidrofilna forma enzima, koja
nema deo teSke subjedinice kojom je GGT vezana za membranu (40).

Razdvajanje serumske GGT zdravih osoba, primenom hidrofobne hromatografije, pokazalo je da se
oko 72% GGT nalazi u obliku hidrofilne forme (41). Nasuprot tome, u serumima pacijenata sa
razli¢itim oboljenjima jetre, amfifilna forma GGT je bila dominantnija (oko 68%). Tretman seruma
papainom dovodi do konverzije amfifilne u hidrofilnu formu GGT (42). Ispitivanja na
homogenatima tkiva jetre, su, takode, pokazala da amfifilna forma GGT, usled proteoliticke
modifikacije, prelazi u hidrofilnu formu, ¢ija su veli¢ina 1 elektroforetska pokretljivost identi¢ne
hidrofilnoj formi prisutnoj u serumu coveka (43).

UocCeno je da je u serumu pacijenata sa hepatobilijarnim oboljenjima 60-80% ukupne GGT
aktivnosti povezano sa lipoproteinskim kompleksima (44). Ovi kompleksi su razdvojeni u dve
frakcije primenom gel filtracije. Frakcija velike molekulske mase (> 600 kDa) detektovana je u
serumima pacijenata sa holestazom, i pretpostavljeno je da njen najveci deo ¢ini enzim asociran sa
lipoproteinom-X. Druga frakcija je obuhvatila GGT formu molekulske mase od 250 do 450 kDa, i u
njenom sastavu su bili prisutni kompleksi GGT sa lipoproteinima velike gustine (engl. high-density
lipoprotein, HDL) (44).

Molekulske forme GGT su detaljno opisane primenom tecne hromatografije visoke rezolucije (engl.
High Preasure Liquid Chromatography, HPLC) (43). Analiza distribucije molekulskih formi GGT
u plazmi zdravih osoba je pokazala da su kod svih, bez obzira na pol, prisutne Cetiri forme GGT
razli¢ite molekulske mase: velika GGT (engl. big-GGT, b-GGT), srednja GGT (engl. medium-GGT,
m-GGT), mala GGT (engl. small-GGT, s-GGT) i slobodna GGT (engl. free-GGT, f-GGT).
Molekulske mase ovih formi su iznosile: >2000 kDa (b-GGT), 940 kDa (m-GGT), 140 kDa (s-
GGT) i 70 kDa (f-GGT). Dominantne forme su bile f-GGT i s-GGT (43,45). Biogeneza i nacin
oslobadanja ovih formi do danas nisu razjasnjeni (45). Pretpostavlja se da se b-GGT oslobada u
cirkulaciju dezintegracijom plazma membrane ili putem egzocitoze ekstracelijskih vezikula (EV).
Nasuprot tome, smatra se da m-GGT i s-GGT nastaju postepeno, progresivnom modifikacijom b-
GGT (41). Za f-GGT, koja predstavlja monomernu hidrofilnu formu GGT, se smatra da nastaje
proteaznom digestijom enzima na povrsini ¢elijske membrane.

Istrazivanje molekulske prirode GGT formi vrSeno je na uzorcima plazme zdravih osoba i uzorcima
zuéi pacijenata podvrgnutih transplantaciji jetre (45). Utvrdeno je da, u plazmi, u kojoj su
detektovane sve cCetiri molekulske forme, tretman deterdZzentom (deoksiholna kiselina) dovodi do
solubilizacije i gubitka b-GGT forme i pojave s-GGT forme, a da na m-GGT i s-GGT nema uticaj.
Nasuprot tome, tretman plazme papainom doveo je do gubitka m-GGT i s-GGT, i do pojave f-GGT,
a na b-GGT nije imao uticaj. Za razliku od plazme, u uzorcima zuci identifikovana je samo b-GGT i
f-GGT, koje su imale sli¢ne karakteristike kao i b-GGT i f-GGT iz plazme, u smislu osetljivosti na
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deterdzent 1 papain. Na osnovu rezultata, tj. utvrdenih razlika u solubilizaciji i osetljivosti na
proteolizu, pretpostavlja se da se m-GGT i s-GGT nalaze u micelama Zu¢nih kiselina Da bi se dobio
odgovor na pitanje da li se b-GGT nalazi na membrani EV, one su delimi¢no preci$éene iz uzoraka
plazme i Zuci, ultracentrifugiranjem, i bojene obelezenim antitelima prema teSkoj subjedinici GGT.
Rezultati dobijeni elektronskom mikroskopijom, potvrdili su da je u plazmi i zuci, GGT vezana za
EV (45).

1.1.5. GGT kao heterogeni analit: biomarkerski potencijal odredivanja molekulskih
formi GGT

Zbog svoje funkcionalne i strukturne povezanosti sa sekretornim i apsorptivnim procesima
hepatobilijarnog sistema, GGT se decenijama koristi kao biomarker poremecaja funkcije jetre i
zucnih puteva. Povisene vrednosti u serumu su, primarno, povezane sa intrahepati¢nom holestazom,
akutnim 1 hroni¢nim oStecenjima hepatocita, kao 1 sa toksi¢nim efektima alkohola i ksenobiotika
(46,47). Klinicka ispitivanja sprovedena tokom 70-tih godina proSlog veka, identifikovala su
serumsku GGT kao rani i izuzetno osetljiv marker alkoholne bolesti jetre (48,49). Ovi nalazi su
uveli koncept primene GGT u klini¢koj praksi kao skrining parametra za detekciju Stetnih efekata
hroni¢ne zloupotrebe alkohola, kao i indikatora za pracenje apstinencije i relapsa (49,50).

Savremena saznanja, medutim, ukazuju na to da GGT prevazilazi okvire klasi¢ne hepatologije (51).
U sirokom spektru patofizioloskih stanja, u kojima dolazi do povecanog oksidativnog stresa Celije,
javlja se povecana ekspresija GGT i posledi¢no njeno povecano oslobadanje u cirkulaciju (52).
Epidemioloske i klini¢ke studije potvrdile su da je poviSena aktivnost serumske GGT povezana sa
patofizioloSkim stanjima poput metabolickog sindroma, dijabetesa tipa 2 i sistemske inflamacije,
zbog ¢ega je GGT validirana kao nezavisni prediktor dugoro¢nog kardiometaboli¢kog rizika (Slika
5) (53-55).

Uprkos visokoj osetljivosti, merenje ukupne aktivnosti GGT u serumu karakteriSe niska klinicka
specificnost. Kako bi se prevaziS§lo ovo ogranic¢enje, poslednjih decenija istrazivacki fokus je
usmeren na analizu pojedina¢nih molekulskih formi GGT (56). Analizom ukupne i frakcionisane
GGT u uzorcima plazme zdravih osoba, utvrdeno je da je udeo f-GGT forme najve¢i, a da u
razlic¢itim patofizioloskim stanjima dolazi do njenog smanjenja, i povecanja udela molekulskih
formi velike molekulske mase (b-GGT, m-GGT i s-GGT) (57,58).

U klini¢koj studiji u kojoj su ispitivani specifi¢ni obrasci GGT povezani sa metabolicki asociranom
steatoticnom bolesti jetre (engl. Metabolic Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease,
MASLD), ustanovljeno je da je apsolutna aktivnost svih frakcija GGT (b-GGT, m-GGT, s-GGT i f-
GGT) bila povisena u odnosu na kontrolnu grupu (57). Pored toga, najvisu dijagnosticku tacnost za
MASLD imala je b-GGT forma, sa 74% osetljivosti i 81% specifi¢nosti (57). Porast sve Cetiri forme
GGT, posebno s-GGT, uocen je i u serumima alkoholi¢ara, dok je kod osoba u apstinenciji uoc¢en
porast samo m-GGT i s-GGT, u poredenju sa kontrolnom grupom (58). Odnos b-GGT / s-GGT bio
je znacajno nizi i kod osoba u apstinenciji i kod alkoholi¢ara (58). Dobijeni rezultati pokazuju da
analiza odnosa b-GGT / s-GGT, kao i obrazaca GGT formi, moze povecati specifiénost GGT kao
biomarkera u diferencijalnoj dijagnozi alkoholizma i MASLD.
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Slika 5. Evolucija znac¢aja GGT u biomedicini (Preuzeto: Lonardo A, Ndrepepa G. Concise
review: gamma-glutamyl transferase - evolution from an indiscriminate liver test to a biomarker of
cardiometabolic risk. Metab Target Organ Damage. 2022;2:17.)

U kontekstu procene kardiometabolickog rizika, frakcionisanje GGT bi moglo pruziti znatno
preciznije podatke u poredenju sa merenjem ukupne aktivnosti enzima (59). Pokazano je da su
aktivnosti b-GGT i m-GGT u snaznoj pozitivnoj korelaciji sa nivoom C-reaktivnog proteina (CRP),
u odnosu na f-GGT (59). Biohemijske i histoloske analize su potvrdile da se b-GGT selektivno
akumulira unutar aterosklerotskih lezija i da je direktno povezana sa histoloskim markerima
nestabilnosti karotidnih plakova (60). Upravo ova akumulacija b-GGT se prepoznaje kao kljucni
nosilac kardiometaboli¢kog rizika.

1.1.6. GGT u semenoj plazmi

U semenoj plazmi (SP) ¢oveka, aktivnost GGT je i do nekoliko stotina puta veca u poredenju sa
normalnim vrednostima u serumu (61). Prvi jasni dokazi o anatomskom poreklu GGT iz SP,
datiraju iz 1979. godine, kada je aktivnost enzima ispitivana na uzorcima SP zdravih pojedinaca,
frakcionisanih ejakulata (engl. split-ejaculates) i uzorku dobijenom od pacijenta sa kongenitalnim
nedostatkom semenovoda i semenih kesica (62). Utvrdeno je da aktivnost GGT ne korelira sa
koncentracijom fruktoze, niti sa duzinom apstinencije. Analizom frakcionisanih ejakulata uoceno je
da se GGT izlucuje dominantno u inicijalnoj fazi ejakulacije, prate¢i dinamiku praZnjenja prostate.
S obzirom na to da je visoka aktivnost GGT detektovana i kod pacijenta sa urodenim nedostatkom
semenovoda i semenih kesica, prostata se moze smatrati primarnim izvorom GGT u SP (62). Ova
Cinjenica je, kasnije, potvrdena u brojnim nezavisnim studijama (63-65). Zbog svoje izrazene
tkivne specifi¢nosti, GGT je predloZzena kao biomarker funkcionalnog stanja i sekretornog
kapaciteta prostate (66).

Nivoi GGT, cinka 1 magnezijuma su u pozitivnoj korelaciji sa brojem 1 pokretljivoscu
spermatozoida samo kod normospermicnih osoba (66). Povecanje broja leukocita i smanjenje nivoa
cinka, magnezijuma i GGT u oligospermiji ukazuju na poremecaj u funkciji prostate koja moze biti
u vezi sa njenom infekcijom. Ukupna aktivnost GGT u korelaciji je sa brojem spermatozoida i
koncentracijom citrata. Ejakulati sa abnormalnom likvefakcijom imaju nizu ukupnu aktivnost GGT



nego oni sa normalnom. GGT aktivnost je u negativnoj korelaciji sa pH SP, a u pozitivnoj sa
koncentracijom spermatozoida (67).

Majster i saradnici su 1977 godine precistili GGT iz SP, i procenili njenu molekulsku masu na 70
kDa (61). Dostupni eksperimentalni podaci ukazuju na dva tipa molekula GGT koji su detektovani
iz razli¢itih frakcija SP. Izolovani su nativni GGT-1-imunoreaktivni enzim molekulske mase 78
kDa (zrela forma), kao i njen prekursor, koji su po svojim karakteristikama bili slicni GGT iz
bubrega (68). Pored toga, detektovan je GGT dimer molekulske mase 500 kDa, koji ima upadljivo
razli¢itu molekulsku masu subjedinica od 150 kDa 1 95 kDa i ne pokazuje imunolosku i strukturnu
sli¢nost sa GGT-1 (69).

Glikozilacija GGT u SP izu¢avana je primenom lektinske afinitetne hromatografije sa imobilisanim
Con A (konkanavalin A) (70). U uzorcima SP zdravih osoba, Con A je vezao 82,1 % GGT, dok je u
uzorcima SP osoba sa infekcijom akcesornih polnih Zlezda, vezivanje bilo zna¢ajno manje i iznosilo
74,5%. Tretman SP neuraminidazom, koja dovodi do uklanjanja sijalinske kiseline, rezultirao je u
povecanom vezivanju Con A za GGT kod obe grupe uzorka (70).

1.2. Ekstracelularne vezikule
1.2.1. Pojam i klasifikacija

Ekstracelularne vezikule (EV) predstavljaju heterogenu grupu Cestica nanometarskih dimenzija,
ogranicenih lipidnim dvoslojem, koje oslobadaju sve vrste ¢elija (71). One su konstitutivno prisutne
u svim telesnim te¢nostima ukljucujuéi krv, urin, pljuvacku i semenu tecnost.

EV su se, dugo vremena od pronalaska, smatrale nefunkcionalnim éelijskim otpadom i artefaktom
koji nastaje usled starenja ili oSteCenja celija (72,73). Razvoj i primena savremenih tehnologija
izolacije, vizuelizacije 1 proteomike, kao 1 akumulirani eksperimentalni podaci, ukazali su na znacaj
EV. One su identifikovane kao klju¢ni posrednici u meducelijskoj komunikaciji (72,74). EV od
svoje roditeljske celije, prenose kompleksne molekulske informacije ciljnim ¢elijama, kao §to su
solubilni bioaktivni proteini, lipidi, razli¢ite klase ribonukleinskih kiselina (informaciona RNK
(messenger RNA, mRNA), mikroRNK (microRNA, miRNA), transportna RNK (transfer RNA, tRNA),
ribozomalna RNK (ribosomal RNA, rRNA), male nuklearne RNK (small nuclear RNA, snRNA),
cirkularne RNK (circular RNA, circRNA), duge nekodiraju¢e RNK (long non-coding RNA,
IncRNA)) i fragmenti genomske ili mitohondrijalne DNK (Slika 6) (75).
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Slika 6. Struktura EV. (Preuzeto iz: Fazeli A, Godakumara K. The evolving roles of extracellular
vesicles in embryo-maternal communication. Communications Biology. Nature Research. 2024;
7:754.). Membrane Bound Proteins: proteini vezani za membranu; Tetraspanins: tetraspanini, CD9 i
CD63; EV Corona: korona EV; Lipid Bilayer: lipidni dvosloj; Cholesterol: holesterol. miRNA:
mikro ribonukleinska kiselina (RNK); mRNA: informaciona RNK; TSG101: gen 101 povezan sa
tumorskom osetljivos¢u; Alix: protein X koji interaguje sa genom 2 povezanim sa apoptozom;
DNA: deoksiribonukelinska kiselina; HSP70: protein toplotnog Soka 70.

Prva Kklasifikacija EV, koja je dugo bila zastupljena, zasnivala se na pretpostavljenoj biogenezi kao i

na opsegu veli¢ine (76). Ona definiSe tri tipa EV: egzozome, mikrovezikule i apoptotska tela
(71,76,77).

Egzozomi su najmanje EV, a opseg njihove veli¢ine iznosi 30-150 nm. Biogeneza egzozoma se
odvija u endozomalnom putu 1 zapocCinje invaginacijom plazma membrane 1 formiranjem ranih
endozoma. Oni, u toku procesa maturacije, prelaze u kasne endozome, odnosno multivezikularna
tela (engl. multivesicular bodies, MVB). Unutar MVB dolazi do sekundarne, unutranje invaginacije
endozomalne membrane, ¢ime se u lumenu generiSu intraluminalne vezikule (engl. intraluminal
vesicles, ILV). Tokom endocitnog sortiranja, specificni transmembranski proteini endozomalnog
porekla ostaju gusto pakovani u membranskom dvosloju nastalih vezikula. Nakon transporta duz
mikrotubula i fuzije membrane MVB sa plazma membranom, vezikule se oslobadaju u
ekstracelularni prostor (78). Termin egzozom koji se koristi za EV nastale ovim putem, je, tako,
izveden od re¢i endozom koja ukazuje na put njihove biogeneze i re¢i egzocitoza koja ukazuje na
proces njihove sekrecije.

Mikrovezikule su EV ¢ija je veli¢ina u opsegu 100-1000 nm. One nastaju direktnim pupljenjem sa
povrsine plazma membrane. Ovaj proces zahteva dinamicno i lokalizovano narusavanje lipidne
asimetrije plazma membrane, $to se postize aktivacijom kalcijum-zavisnih enzima flipaza, flopaza i
skramblaza (73,79). Male guanozin trifosfat (GTP) hidrolaze (engl. small Guanosine Triphosphate
(GTP) hydrolases) su uobicajene komponenete regulacije biogeneze mikrovezikula (80).
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Apoptotska tela su EV veli¢ine iznad 1000 nm i predstavljaju produkte ¢elijske dezintegracije koji
se oslobadaju u kasnoj fazi apoptoze. Njihova biogeneza obuhvata stvaranje membranskog mehura,
formiranje njegovih izboCina i, na kraju, formiranje same vezikule. Ovi procesi su regulisani
razli¢itim faktorima kao S$to su kinaza lakog lanca miozina (engl. myosin-light chain kinase),
aktomiozin (engl. actomyosin) i protein kinaza 1 povezana sa Rho proteinima (engl. Rho-associated
protein kinase 1, ROCK1) (81).

Sa napretkom istrazivanja bioloske uloge 1 funkcionalnih efekata EV, postalo je jasno da postojeca
klasifikacija nije dovoljno precizna, budu¢i da su se prema njoj egzozomi i mikrovezikule
preklapali u pogledu svojih fizi¢kih i biohemijskih karakteristika. Pored toga, nakon izolacije EV,
nemoguce je dokazati tacan put njihove biogeneze. Prema najnovijim smernicama Internacionalnog
drustva za ekstracelularne vezikule (engl. International Society for Extracellular Vesicles, ISEV),
klasifikacija EV se zasniva na jasno merljivim 1 objektivnim fizickim ili biohemijskih
karakteristikama: veli¢ini, gustini i biohemijskom sastavu (82). Prema veli¢ini EV su podeljene na
male EV (engl. small EVs, sEV) koje su manje od 200 nm i velike EV (engl. large EVs, IEV) koje
su vece od 200 nm. Prema gustini, EV se dele na vezikule niske, srednje i visoke gustine. Prema
biohemijskom sastavu dele se na osnovu prisustva ili odustva specifi¢nih povrsinskih markera kao
Sto su tetraspanini (CD63, CD81, CD9), flotilin-1 i glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl.
Major Histocompatibility Complex, (MHC) klase II), kao i markera intravezikularnog sadrzaja: gen
101 povezan sa tumorskom osetljivos¢u (engl. Tumor Susceptibility Gene 101, TSG101), protein X
koji interaguje sa genom 2 povezanim sa apoptozom (engl. Apoptosis-linked gene 2-interacting
protein X, Alix), protein toplotnog Soka 70 (engl. Heat Shock Protein 70, HSP70), RNK i DNK
(82).

1.2.2. Membrana EV

Membrana EV predstavlja visoko organizovan i kompleksan lipidni dvosloj, ¢iji je molekularni
sastav jedinstven i strogo regulisan tokom procesa biogeneze vezikula (83). lako EV nastaju od
plazma membrane roditeljske celije, njihova membrana se znatno razlikuje kako po specifi¢noj
organizaciji i sastavu lipida, tako i po prisustvu odredenih klasa proteina/glikoproteina.

Analize lipidnog sastava membrane EV potvrduju da je ona bogata sfingomijelinom, holesterolom,
zasi¢enim fosfatidilholinom, kao i fosfatidilserinom (84). Ovi lipidi nisu nasumi¢no rasporedeni,
ve¢ su organizovani u lipidne raftove, koji pokazuju izraZzenu asimetriju izmedu unutrasnjeg i
spoljasnjeg sloja (85). Visoka koncentracija holesterola i zasi¢enih masnih kiselina omogucava
gusto pakovanje alifati¢nih lanaca, zbog ¢ega je membrana EV izuzetno rigidna, stabilna 1 poseduje
znatno vecu otpornost u poredenju sa fluidnijom plazma membranom roditeljske ¢elije. Stabilnost
membrane EV je od kljunog znacaja za ocCuvanje intaktnosti vezikula 1 zaStitu njihovog
intravezikularnog sadrzaja (poput nukleinskih kiselina i proteina) od degradacije enzimima u
ekstracelularnom prostoru / telesnim te¢nostima.

Analiza membranskih proteina EV je pokazala da oni mogu biti lokalizovani na razliite nacine:
transmembranski proteini, glikozilfosfatidilinozitol (engl. glycosylphosphatidylinositol, GPI)
usidreni proteini, periferni proteini povezani elektrostatickim interakcijama sa lipidima ili drugim
integralnim membranskom proteinima kao 1 specifi¢ni solubilni proteini koji su vezani za
membranske receptore, ili su adsorbovani drugim tipovima interakcija (86). Medu njima, od
posebnog znacaja su tetraspanini (TS), integralni membranski proteini kao i periferni membranski
proteini koji imaju intracelularnu orijentaciju: komponentne endozomalnog kompleksa za sortiranje
(engl. Endosomal Sorting Complex Required for Transport, ESCRT), Alix i TSG101, zatim Rab
proteini i aneksini. Navedeni proteini predstavljaju markere EV, i u eksperimentalnom radu se
koriste za njihovu identifikaciju (87,88).
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Za membranu EV se vezuje pojam proteinske korone (Slika 7). Korona je dinamicki sloj
biomolekula koja, pored toga Sto §titi EV od imunskog klirensa, predstavlja i primaran molekulski
kod prepoznavanja od strane ciljnih ¢elija (83). Deo korone EV se formira u ¢eliji porekla, a kada se
izvrsi sekrecija, na membranu EV se mogu vezati 1 drugi proteini iz ekstracelularnog okruzenja
(ekstracelularne komponenete). Pored proteina i proteinskih kompleksa, u sastav korone mogu uéi i
lipidi i nukleinske kiseline. Termin tvrda (engl. hard) korona se odnosi na komponente koje su u
stabilnoj vezi sa povrsinom EV, a termin meka (engl. soft) korona se koristi za komponente koje su
slabije vezane za membranu EV 1 mogu se lako ukloniti u toku razlicitih eksperimentalnih
procedura (83).

Posebno dinamican segment predstavljaju proteini koji se regrutuju na spoljasnju povrsinu EV iz
ekstracelularnog prostora, formiraju¢i komplekse sa povrSinskim glikanima i lipidima EV. Pored
enzima, u ovu grupu spadaju i galektini, koji prepoznaju i umrezavaju glikozilovane komponente
membrane. Glikani glikoproteina i glikolipida koji su integralni deo EV membrane, kao i
adsorbovani glikani, formiraju gusti sloj i kompleksnu mrezu na povrsini EV, analogno kao Sto
formiraju glikokaliks na ¢elijskoj membrani (89,90).

Cytokine

Coagulation factor
Annexin
Chaperone
Immunoglobulin

Albumin

Lipoprotein

< Ribonucleic acid

Soft corona (SC)
Hard corona (HC)

Slika 7. Korona EV (Preuzeto iz: Esmaeili A, Baghaban Eslaminejad M, Hosseini S. Biomolecular
corona potential in extracellular vesicle engineering for therapeutic applications. Biomed
Pharmacother. 2025;188:118202.). Korona EV se sastoji od unutra$njeg sloja: tvrda korona (Hard
corona (HC)) i spoljasnjeg sloja: meka korona (Soft corona (SC)). Cytokine: citokin; Coagulation
factor: faktor koagulacije; Annexin: aneksin; Chaperone: Saperon; Immunoglobulin: imunoglobulin;
Albumin: albumin; Liporprotein: lipoprotein; Ribonucleic acid: ribonukleinska kiselina;

1.2.2.1.Tetraspanini

Tetraspanini (TS) predstavljaju evoluciono konzerviranu superfamiliju integralnih membranskih
glikoproteina koji se karakteriSu prisustvom cetiri transmembranska domena, dva ekstracelularna
domena i specifi¢nim, ocuvanim cisteinskim ostacima (91). Na membrani EV, molekuli poput CD?9,
CD63 i CD81, prepoznati su kao kanonski povrsinski markeri (82). Pored toga, TS na membrani
imaju sposobnost lateralnog povezivanja u Vvisoko organizovane platforme poznate kao
mikrodomeni obogaceni tetraspaninom (engl. tetraspanin-enriched microdomains) (87). Unutar
ovih domena, TS formiraju tzv. engl. tetraspanin web, dinamicku mrezu interakcija sa drugim ne-
tetraspaninskim partnerima, ukljucujuéi integrine, receptore i specificne enzime. Najnovije studije
potvrduju da su tetraspaninski domeni odgovorni za prostornu segregaciju i povrSinsku dostupnost
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funkcionalnih proteina na membrani EV, kao i da utiCu na njihovo usmeravanje u specifi¢ne
populacije EV (92,93).

1.2.2.2. Enzimi

Membrana EV je izuzetno bogata enzimima, koji zadrzavaju svoju nativnu katalitiCku aktivnost 1
uglavnom su orijentisani ka ekstracelularnom prostoru (71). Oni omoguéavaju vezikuli da
funkcioniSe kao kataliticka jedinica sposobna da modifikuje mikrookruzenje. Na membrani EV su
opisane peptidaze i nukleotidaze, poput CD39 i CD73, koje ¢esto formiraju funkcionalne enzimske
klastere, a CD73 je predlozen kao marker EV mezenhimskih ¢elija (94). Pored njih, na spoljasnoj
strani membrane EV prisutne su i matriksne metaloproteinaze (MMP-2, MMP-9), a sa unutrasnje
strane membrane prisutni su enzimi za sintezu lipidnih medijatora (ciklooksigenaze i fosfolipaze)
(94). Enzimi, generalno, ostvaruju svoju interakciju sa lipidnim dvoslojem EV preko hidrofobnih
aminokiselinskih sekvenci. Pored toga, postoji grupa enzima, koji su vezani za membranu preko
GPI sidra (95).

1.2.2.3. Galektini

Galektini su animalni lektini koji specificno vezuju B-galaktozidne strukture (96). Ova familija ima
najmanje 16 ¢lanova koji su, u zavisnosti od svojith domena za prepoznavanje ugljenih hidrata,
klasifikovani u tri grupe: prototipski (engl. proto-type), tandem-ponavljajuci (engl. tandem repeat) i
himerni tip (engl. chimera-type). Na membrani EV, opisuje se prisustvo galektina-3 (Gal-3),
jedinstvenog himernog tipa galektina koji poseduje C-terminalni domen za prepoznavanje ugljenih
hidrata (engl. carbohydrate recognition domain, CRD) i dugacak N-terminalni domen sklon
multimerizaciji (96). Gal-3 na spoljasnjoj strani membrane EV ima sposobnost da simultano vezuje
terminalne galaktozidne ostatke na razli¢itim membranskim glikoproteinima, formirajuci
kompleksne oligomerne resetke poznate kao engl. galectin-glycoprotein lattices. Ova galektinska
reSetka, kao 1 tetraspaninska mreZa, uti¢e na prostornu konformaciju proteina/enzima integrisanih u
membranski dvosloj, uti¢ué¢i na njihovu povrsinsku dostupnost za ligande ili ¢elijske receptore (97).
Postoje podaci koji ukazuju da Gal-3 uéestvuje u biogenezi EV i da se moze koristiti kao marker
EV. Pored toga, on ucestvuje u sortiranju glikozilovanih proteina i stoga uti¢e i na intravezikularni
sadrzaj (engl. cargo) EV (98,99).

1.2.2.4. Glikani

Glikoproteini i glikolipidi predstavljaju dominantne i vazne komponente plazma membrane i, stoga,
a na osnovu biogeneze, i svih tipova EV (90). Ispitivanje glikoma EV poreklom iz T limfocita
ukazalo je, da je njihova povr§ina, u poredenju sa roditeljskom celijom, obogacena
polilaktozaminom i a-2,6-sijalinskom kiselinom, kompleksnim tipom N-glikana i visoko manoznim
oligosaharidnim lancima (100,101). Prisustvo terminalnih ostataka sijalinske Kkiseline daje
membrani EV negativno naelektrisanje, sprecavajuci nespecifi¢nu agregaciju Cestica, dok specificne
glikanske sekvence sluze kao ciljna mesta za vezivanje razli¢itih molekula ukljucujuci Gal-3 (102).

PovrSinski/membranski glikani predstavljaju molekulski barkod koji definiSe identitet vezikule u
bioloskim tecnostima (89,103,104). Glikozilacija EV se, specificno, menja u razli¢itim
patofizioloSkim stanjima 1 moze prestavljati njihov marker. Pored toga, promene u glikanskoj
kompoziciji mogu imati uticaj i na funkcionalna svojstva EV jer se one, u velikoj meri, baziraju na
interakcijama tipa protein-ugljenihidrat.
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1.2.3. Intravezikularni sadrzaj EV (engl. cargo)

U lumenu EV su prisutni brojni strukturno i funkcionalno razli¢iti molekuli (105). U zavisnosti od
sadrzaja EV, menja se njihova bioloska aktivnost i ciljno tkivo, a Ove promene mogu biti
biomarkeri odredenog fizioloskog stanja, ili imati uticaj na progresiju bolesti.

Pakovanje molekula u lumen EV predstavlja selektivan i strogo kontrolisan proces voden
unutrasnjim sortirajuéim proteinima (106). Sprovedene su razli¢ite proteomske, lipidomske i
transkriptomske analize u cilju karakterizacije unutrasnjeg sadrzaja EV, i podaci su deponovani u
baze podataka (107). Do sada je utvrdeno nekoliko mogu¢ih mehanizama sortiranja unutras$njeg
sadrzaja EV, ali svi oni joS uvek nisu potvrdeni.

Glavni mehanizam sortiranja unutraSnjeg sadrzaja u endozomalnom putu nastanka egzozoma
zasniva se na ESCRT. Tokom sukcesivnog smenjivanja ESCRT O, I, Il i 11l kompleksa proteina, a u
interakciji sa pomo¢nim proteinima, dolazi do usmeravanja ubikvitiniranih proteina u endozome.
Dalje, ESCRT masinerija regulise formiranje ILV. Pored ubikvitinacije, na selekciju proteinskog
sadrzaja lumena EV, utiCu i druge posttranslacione modifikacije, ukljucujué¢i: SUMOilaciju
(modifikacija malim proteinom sli¢nim ubikvitinu; engl. Small Ubiquitin-like Modifier, SUMO),
fosforilaciju i glikozilaciju (108).

Sto se ti¢e glikozilacije, uoeno je da su u EV, pretezno, zastupljeni oligomanozni i kompleksni N-
glikani koji sadrze ostatke poli-N-acetillaktozamina (engl. poly-N-acetyl-lactosamine, poly-
LacNac). Oligomanozni glikani mogu da se vezuju za galektine kao i za vezikularni integralni
membranski protein 36 (engl. vesicular integral membrane protein 36, VIP36). Naknadna
oligomerizacija ovih glikoproteina olaksava njihovo usmeravanje u vezikule (109).

Postoje i mehanizmi sortiranja koji su nezavisni od ESCRT. Medu njima, lipidni raftovi,
specijalizovani mikrodomeni obogaceni sfingolipidima 1 TS, imaju kljunu ulogu u selekciji
intravezikularnog sadrzaja, organizaciji membranskih mikrodomena i formiranju ILV. Jedan od
alternativnih puteva biogeneze egzozoma je zavisan od tetraspanina CD63 i CD9 (110).

1.2.4. Biomarkerski potencijal ekstracelularnih vezikula

1.2.4.1. EV kao heterogeni analiti u tecnoj biopsiji

Koncept te¢ne biopsije (engl. liquid biopsy) predstavlja jedan od najvecih tehnoloskih i klinickih
iskoraka u savremenoj biomedicini. Ova tehnika predstavlja minimalno invazivnu proceduru
uzorkovanja i molekularne analize telesnih tec¢nosti, poput periferne krvi, urina, cerebrospinalne
tecnosti, pljuvacke ili semene plazme (111). U poredenju sa klasicnom biopsijom tkiva, tecna
biopsija uspesno omogucava repetitivno uzorkovanje bez rizika po pacijenta. Pored EV, koje se
danas izdvajaju kao superiorni analiti, u teCcnom bioptatu se mogu analizirati 1 drugi biomolekuli,
kao $to su slobodna cirkulisu¢a tumorska DNK (ctDNK) ili cirkuliSué¢e tumorske ¢elije (CTC)
(112).

EV poseduju znacajne analiticke prednosti u odnosu na ostale analite te¢ne biopsije (Slika 8). Zbog
lipidnog dvosloja, EV su bioloski veoma stabilne i imaju dug poluzivot u telesnim te¢nostima (113).
Kao sastavni deo sekretoma, one omogucavaju kontinuirano pra¢enje promena roditeljskih ¢elija
tokom razli€itih fizioloskih 1 patofizioloskih stanja. Na osnovu ukupnog broja i raspodele veli¢ina,
EV se, same po sebi, mogu smatrati biomarkerima, a, dodatno, one predstavljaju i odlic¢an izvor ve¢
poznatih 1 specificnih biomarkera. Istovremeno odredivanje razli¢itih komponenti EV, ukljucujuci
proteine, nukleinske kiseline, lipide i metabolite, omoguc¢ava multiparametarsku analizu koja ima
bolju dijagnosticku, prognosticku i prediktivhu vrednost u odnosu na analizu pojedina¢nih
biomarkera (112,114).
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Slika 8. EV kao analit u te¢noj biopsiji (uzorkovanje, analiza i primena) (Preuzeto iz: Yu D, Li
Y, Wang M, Gu J, Xu W, Cai H, Fang X, Zhang X. Exosomes as a new frontier of cancer liquid
biopsy. Mol Cancer. 2022;21:56.)

Uvodenje EV u rutinsku laboratorijsku praksu, medutim, nameée ozbiljne analiticke izazove jer se
one u uzorku ne ponasaju kao homogeni molekulski entiteti, ve¢ kao izrazito heterogeni analiti
(115). Ukupna frakcija EV izolovanih iz bilo koje telesne te¢nosti uvek predstavlja kompleksan i
dinamican skup razli¢itih populacija, koje istovremeno luce razli¢iti tipovi ¢elija u datom tkivnom
mikrookruzenju. Zbog toga, EV u uzorku zapravo ¢ine kontinuum vezikula razli¢itih dimenzija,
gustine, intravezikularnog sadrzaja, ali i specifi¢ne strukture membrane (94).

Cistoca preparata EV je, takode, od kriti¢nog zna¢aja za njihovu pouzdanu i reproduktivnu primenu
u dijagnostici zasnovanoj na tecnoj biopsiji (116,117). Trenutno postoje brojne metodoloske
prepreke za standardizaciju izolacije EV i nijedna pojedinacna tehnika koja se danas koristi (poput
ultracentrifugiranja ili gel filtracije) ne moze se smatrati univerzalno idealnom. Tradicionalne
biohemijske analize koje se vrSe iz nefrakcionisanih uzoraka ¢esto maskiraju suptilne promene u
manje zastupljenim, tkivno-specificnim EV populacijama (118,119).

1.2.4.2. Primena EV u in vitro dijagnostici

Kompleksnost sastava EV predstavlja specificnu platformu za ispitivanje postoje¢ih i pronalazak
novih biomarkera (120). Sa porastom upotrebe minimalno invazivnih tehnika u dijagnosti¢ke svrhe,
kao i modernim konceptom personalizovane medicine, savremena istrazivanja se sve vise bave EV
sa ciljem njihove upotrebe u medicinskoj biohemiji i terapiji.

EV u perifernoj krvi ¢ine vezikule iz normalnih ¢elija, ¢elija tumorske strome, kao i tumorskih
¢elija. Kada je re¢ o njihovom molekulskom sadrzaju, na istoj EV moguce je analizirati razlicite
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biomolekule, ukljucujué¢i RNK, DNK, proteine, lipide i ugljene hidrate, odnosno glikane (121). U
kontekstu klini¢ke primene, RNK EV, naro¢ito miRNK, InCRNK i iRNK, znatno su viSe istraZivane
od DNK EV i proteina. RNK EV su prepoznate kao molekulski markeri u dijagnostici, prognozi i
pracenju terapijskog odgovora kod razlicitih malignih bolesti, ukljuc¢ujuéi karcinom dojke, pluca,
jetre, jajnika, mokrac¢ne besike, kolorektalni karcinom, karcinom prostate i melanom (122-126).

Brojne kompanije i akademske institucije aktivno rade na identifikaciji i evaluaciji EV biomarkera
(121). Kompanija Exosome Diagnostics razvila je komercijalno dostupan test ExoDx Prostate, koji
je 2019. godine dobio oznaku ,,Breakthrough Device” Americke Uprave za hranu i lekove (engl.
Food and Drug Administration, FDA). Test se zashiva na analizi iRNK EV izolovanih iz urina,
odnosno na odredivanju transkripata tri gena koji su povezani sa agresivnim tipom karcinoma
prostate, 1 namenjen je smanjenju broja nepotrebnih biopsija kod muskaraca sa koncentracijom
prostata-specificnog antigena (PSA) u tzv. sivoj zoni. Kompanija miR Scientific (Njujork, SAD)
razvila je komercijalno dostupan test miR Sentinel, koji je 2020. godine, takode, dobio oznaku
,,Breakthrough Device”. Ovaj test namenjen je otkrivanju karcinoma prostate na osnovu analize
malih nekodiraju¢ih RNK (engl. small non-coding RNA, sncRNA) poreklom iz EV izolovanih iz
urina. Pored toga, razvijen je i biomarker miR-185, zasnovan na analizi miRNK iz EV izolovanih iz
pljuvacke, namenjen dijagnostici 1 pracenju lecenja karcinoma usne duplje. Jedan od najznacajnijih
novijih pomaka u oblasti dijagnostike zasnovane na EV predstavlja razvoj testa EXO-OC™
kompanije INOVIQ (Melburn, Australija), namenjenog ranom otkrivanju karcinoma jajnika iz
uzorka periferne krvi (127). Za razliku od postojecih pristupa koji se zasnivaju na odredivanju
pojedina¢nih biomarkera, EXO-OC™ Koristi patentiranu tehnologiju EXO-NET® za izolaciju
egzozoma, nakon ¢ega se analizira panel EV biomarkera, uklju¢uju¢i miRNK, i tumorski marker
CA125. Dobijeni podaci integriSu se primenom algoritma masinskog ucenja, ¢ime se formira
dijagnosticki model za rano otkrivanje bolesti. Ovaj pristup predstavlja primer nove generacije
teCne biopsije, u kojoj se analiza viSe biomarkera poreklom iz EV kombinuje sa algoritmima
veStacke inteligencije radi povecanja dijagnosticke ta¢nosti, posebno u ranim stadijumima bolesti.

lako se primena EV kao analita suocava sa tehnickim izazovima koji se odnose na performanse
analitickih metoda, prvenstveno sa niskom reproduktivno$¢u usled nedostatka standardizacije, $to
usporava razvoj i uvodenje ovih testova u klini¢ku praksu, u poslednjih nekoliko godina ostvaren je
znacajan napredak u razvoju novih tehnologija za njihovu izolaciju i analizu (121). Posebna paznja
usmerena je na razvoj mikrofluidnih platformi, medu kojima se izdvaja tehnologija kompanije
Craif, zasnovana na mikrofluidnim kanalima sa cink-oksidnim (ZnO) nano-zicama, koja
omogucava efikasniju izolaciju EV 1 pouzdaniju analizu nukleinskih kiselina prisutnih u veoma
niskim koncentracijama (128). Istovremeno, razvijaju se tehnologije za analizu pojedinacnih EV
(engl. single-EV analysis), koje primenom nano-proto¢ne citometrije, mikroskopije visokerezolucije
i naprednih mikrofluidnih platformi omogucavaju identifikaciju retkih subpopulacija EV koje nije
moguce detektovati analizom ukupne populacije vezikula (129-131). Ovakav pristup predstavlja
novu generaciju tecne biopsije, jer obezbeduje vecu analiticku osetljivost i specifi¢nost.

Potencijal EV/egzozoma u savremenoj medicini istaknut je i 2026. godine, kada je Ekonomski
forum sveta (engl. World Economic Forum, WEF) u okviru godiSnjeg izveStaja engl. Top 10
Emerging Technologies 2026 uvrstio dopremanje lekova putem egzozoma (engl. exosome drug
delivery) medu deset tehnologija sa najve¢im potencijalom da transformiSu razli¢ite oblasti nauke i
medicine (132). WEF istice da su egzozomi, zahvaljuju¢i svojoj biokompatibilnosti, niskoj
imunogenosti 1 sposobnosti da prelaze bioloske barijere, ukljucujuéi krvno-mozdanu barijeru,
postali jedna od najperspektivnijih platformi za ciljanu isporuku terapijskih molekula. Istaknuto je
da je od 2022. godine pokrenuto vise od 200 klinickih studija u kojima se ispituje primena
egzozoma za leCenje malignih, neuroloskih i drugih hroni¢nih oboljenja.
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1.2.5. Ekstracelularne vezikule iz semene plazme

Semena plazma Coveka, predstavlja slozenu tecnost koju luce akcesorne muske polne Zlezde 1
epididimis (133). Izuzetno je bogata EV, medu kojima su najzastupljenije one iz epitelnih celija
prostate, poznate kao prostazomi (134). Postojanje ovih specifi¢nih Cestica u semenoj plazmi je
uoceno krajem 70-ih godina proslog veka kada su Ronquist i saradnici, opisali nano-Cestice sa
izuzetno visokom aktivno$¢u membranskih enzima (135). Termin ,,prostazomi” Koji je neformalan
poceo je da se koristi po¢etkom 80-ih godina proslog veka za EV iz SP, a nastao je kombinovanjem
latinske re¢i prostates (prostata) i grcke reci soma (telo), ¢ime je naglaseno njihovo poreklo.
Mehanizam njihove biogeneze najvise odgovara biogenezi egzozoma.

Prostazomi pokazuju izrazitu heterogenost u pogledu veli¢ine (50-200 nm), oblika (izduzeni,
okrugli, kruskoliki), prisustva membranskih ispupéenja, kao i molekulskog sastava. Prostazomi,
takode, variraju u pogledu svoje elektronske gustine, pa se tako, primenom transmisione
elektronske mikroskopije, uocavaju svetlije i tamnije vezikule (136).

Membrana prostazoma obiluje bioaktivnim molekulima kao §to su enzimi, receptori i citokini, a od
EV iz drugih ¢elija ih jasno razlikuje specifiCan sastav i organizacija lipida u membrani (136).
Osnovna karakteristika njihovog lipidnog dvosloja je izuzetno visok odnos holesterola i fosfolipida,
kao i visoka koncentracija sfingomijelina i glikofosfolipida, na ra¢un smanjenog udela
fosfatidilholina. Ovakva specifi¢na lipidna arhitektura formira lipidne raftove, koji membranu
prostazoma c¢ine izuzetno rigidnom, visoko uredenom i stabilnom.

U membrani prostazoma je, takode, opisano prisustvo dezmosterola koji pripada neholesterolskim
sterolima (NHS). On se zajedno sa holesterolom moze preneti na membranu spermatozoida, i na taj
naéin doprineti odrzavanju njene stabilnosti i spreCavanju preuranjene kapacitacije (137). Pored
dezmosterola, NHS ¢ine i drugi prekursori holesterola i fitosteroli (biljni steroli). Kod sisara,
najzastupljeniji prekursori holesterola su dezmosterol i lanosterol, koji pored toga §to ucestvuju u
njegovoj biosintezi, mogu ispoljavati i sopstvene bioloske funkcije (138). Znacajnu grupu NHS
predstavljaju i fitosteroli, medu kojima su najzastupljeniji kampesterol, B-sitosterol i stigmasterol.
Oni se ne sintetiSu u organizmu ¢oveka, ve¢ se unose ishranom i apsorbuju putem istih transportnih
mehanizama kao holesterol (139). Sto se ti¢e fitosterola, ne postoje literaturni podaci o njihovom
prisustvu u membrani EV, osim membrane EV iz jetre misa (140). Ispitivanje prisustva i
kompozicije NHS u membrani prostazoma moglo bi biti od znacaja za razumevanje postojecih ili
ukazati na njihove nove funkcije.

Medu proteinima membrane prostazoma najviSe su proucavani enzimi, pri ¢emu se kao
karakteristi¢éni markeri prostazoma izdvajaju aminopeptidaza N (CD13), dipeptidil-peptidaza 1V
(CD26) i enkefalinaza (CD10) (133,134,141). Ovi enzimi Cine tzv. ,,prostazomski potpis“ (engl.
prostasomal signature), koji se na elektroforezi detektuje kao tri proteinske trake molekulske mase
izmedu 90 1 150 kDa. Pored ovih enzima, na membrani prostazoma identifikovani su: 5'-
nukleotidaza, alkalna fosfataza, alkalna fosfodiesteraza 1, neutralna endopeptidaza,
transmembranska serin proteaza 2 (engl. transmembrane protease serine 2; TMPRSS2), ekto-
diadenozin-polifosfat hidrolaza, protein kinaze A i C, kazein kinaza Il, membranski vezana
adenozin trifosfataza i GGT (134).

Razli¢itim eksperimentalnim metodama pokazano je da prostazomi mogu da se fuzioniSu sa
spermatozoidima 1 da na taj nacin izmene njihov lipidni 1 proteinski sastav. Na taj nacin, oni
direktno uticu na funkciju spermatozoida jer menjaju njihovu pokretljivost, Kkapacitaciju i
akrozomalnu reakciju. Pored toga, =zahvaljuju¢i antimikrobnim, antioksidativhim 1
imunosupresivnim svojstvima, prostazomi indirektno doprinose prezivljavanju spermatozoida u
zenskom genitalnom traktu (134,142,143). Sa druge strane, opisana su i svojstva prostazoma koja
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mogu doprineti opstanku i progresiji Celija karcinoma prostate (121). Smatra se da proteini
prostazoma ukljuceni u procese fosforilacije, tkivni faktor, protektin, angiotenzin-konvertujuci
enzim i aminopeptidaza N, ucestvuju u regulaciji celijske proliferacije, angiogeneze i maligne
transformacije (143,144). Mehanizmi kojima prostazomi doprinose razvoju i progresiji karcinoma
prostate jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni.
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2. Ciljevi istrazivanja

Ispitivanje razli¢itih aspekata molekulske heterogenosti odredenog biomarkera znacajno je kako sa
stanoviSta osnovnih, tako i primenjenih istrazivanja. Cilj ovoga rada je da, na oshovu
glikobiohemijske karakterizacije molekulskih obrazaca koji sadrze GGT, kao in vivo selektovanih i
povezanih molekula ¢iji sastav i stukturna svojstva odrazavaju specificne fizioloske ili
patofizioloske procese, definiSe referentne parametre za anotaciju molekulskih formi GGT.
Anotacija molekulskih formi GGT predstavlja osnov za kreiranje novih analitickih protokola za
odredivanje GGT, koji bi se zasnivao na povezivanju merenja enzimske aktivnosti 1 strukturnih
svojstva GGT.

GGT forme se, danas, definiSu samo na osnovu njihove molekulske mase, a GGT aktivnost se,
konvencionalnim testom, odreduje u nefrakcionisanim telesnim te¢nostima. Mapiranje GGT
aktivnosti u kontekstu specifi¢cnih molekula’/kompleksa do sada nije primenjivano. Pored toga,
dosadasnja ispitivanja su se, uglavnom, odnosila na serumske forme GGT, a ovo je prvo takvo
ispitivanje u semenoj plazmi coveka, i ono bi trebalo da upotpuni i pro$iri opSte znanje o
heterogenosti GGT formi.

Da bi se ispunio glavni zadati cilj, eksperimentalni deo rada je podeljen u dve celine. Prva celina se
odnosi na ispitivanje specifi¢nosti prezentacije i distribucije b-GGT na membrani EV iz semene
plazme coveka i ona obuhvata:

e [Karakterizaciju molekulskih obrazaca koji sadrze b-GGT u razdvojenim populacijama
EV na osnovu raspodele: GGT aktivnosti, selektovanih tipova glikana i tetraspanina kao
i galektina-3;

e Karakterizaciju molekulskih obrazaca koji sadrZze b-GGT na membranskim domenima
EV koji su otporni/osetljivi na dejstvo deterdZenta na osnovu redistribucije GGT
aktivnosti, odabranih tetraspanina kao 1 galektina-3;

e Utvrdivanje razlika izmedu molekulskih obrazaca koji sadrze b-GGT u
normospermi¢nim i oligospermi¢nim uzorcima semene plazme Coveka.

Druga celina se odnosi na utvrdivanje profila molekulskih formi GGT u solubilnom subproteomu
semene plazme ¢oveka i ona obuhvata:

e Karakterizaciju molekulskih obrazaca koji sadrze solubilne GGT forme velike
molekulske mase na osnovu ko-distribucije GGT aktivnosti 1 selektovanih tipova
glikana/ glikoproteina;

e Utvrdivanje razlika izmedu molekulskih obrazaca koji sadrZe solubilne GGT forme u
normospermicnim i oligospermi¢nim uzorcima semene plazme ¢oveka.
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3. Materijal i metode

3.1. Materijal
3.1.1. Uzorci bioloskog materijala

Ispitivanja su vrSena na pulovima SP ¢oveka koja je izdvojena iz anonimizovanih uzoraka semene
teCnosti preostale nakon rutinske analize spermograma/spermocitograma u Laboratoriji za
ispitivanje, Instituta za primenu nuklearne energije (INEP), Zemun, Beograd. Shodno ovome,
uzorci nisu poticali iz eksperimentalnih istrazivanja na ljudima, a koriS¢enje njihovih pulova
podrazumeva da nisu obradivani li¢ni podaci osoba. Eti¢ka saglasnost za ovo istrazivanje dobijena
je od Eticke komisije za rad sa humanim materijalom Instituta za primenu nuklearne energije
Univerziteta u Beogradu (broj 02-1462/2 od 2021. godine), kao i Etickog odbora za biomedicinska
istrazivanja Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj 2001/3 od 2022. godine).

Klasifikacija uzoraka semene tecnosti vrSena je na osnovu preporucenih kriterijuma Svetske
zdravstvene oganizacije iz 2021. godine (145). Uzorak semene te¢nosti je normospermican kada je
koncentracija spermatozoida veéa od 16 x 10®/ mL, ukupna pokretljivost veéa od 42%, progresivna
pokretljivost veca od 35% i normalna morfologija veéa od 4%. Kriterijum za oligospermiju je
koncentracija spermatozoida manja od 16 x 10° / mL, ukupna pokretljivost veéa od 42%,
progresivna pokretljivost ve¢a od 35% i normalna morfologija veca od 4%.

Semena te¢nost (nakon likvefakcije >30 min) je centrifugirana na 1000 x g, 20 min, na sobnoj
temperaturi  koriste¢i Eppendorf 5430 centrifugu (Hamburg, Nemacka) radi uklanjanja
spermatozoida, a izdvojena SP je, kao takva koriS¢ena za dalju analizu. Analiza je vrSena na po dva
pula uzoraka SP normospermicnih i oligospermi¢nih osoba. Svaki pul je formiran spajanjem 10
pojedinacnih uzoraka (po 1 mL).

3.2. Metode

3.2.1. Frakcionisanje ekstracelularnih vezikula i solubilnog subproteoma

Odgovarajuci pul SP (Slika 9) je prvo centrifugiran na 17000 x g, 30 minuta na 4° C, radi uklanjanja
Celijskih ostataka u talogu (T17 frakcija). Dobijeni supernatant (S17 frakcija) je, zatim,
centrifugiran na 100000 x g, 1 h na 4° C da bi se razdvojila T100 frakcija (100000 x g talog), koja
sadrzi EV i S100 frakcija (100000 x g supernatant) koja sadrzi solubilni subproteom (Sol-P) SP. Za
centrifugiranje je koris¢ena Beckman Coulter Optima L-90K ultracentrifuga (Kalifornija, SAD).
T100 frakcija je resuspendovana u 1 mL 30 mM TRIS (tris ((hidroksimetil)-aminometanu) Kkoji
sadrzi 130 mM NaCl (natrijum-hlorida), pH 7,6 i kori$¢ena za izolovanje EV. S100 frakcija je, kao
takva, je koriS¢ena za dalju analizu.
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Slika 9. Shematski prikaz frakcionisanja semene plazme ¢oveka
SP: semena plazma; T17 frakcija (17000 x g talog), S17 frakcija (17000 x g supernatant), T100
frakcija (100000 x g talog), S100 frakcija (100000 x g supernatant).

3.2.2. 1zolovanje EV

Izolovanje EV je vrSeno metodom po Carlsson-u, sa manjim modifikacijama (141). Gel filtracija
resuspendovanog taloga koji sadrzi EV je vrSena na koloni Sephadex G200 (Cytiva, Upsala,
Svedska). Kolona (35 mL) je predhodno uravnoteZena i eluirana 30 mM TRIS koji sadrzi 130 mM
NaCl, pH 7,6. Na kolonu je naneto 1 mL uzorka, a sakupljane su frakcije zapremine 1 mL. Praéenje
elucije EV je vrSeno merenjem apsorbance na 280 nm i CD63-imunoreaktivnosti. Apsorbancija je
merena na spektrofotometaru Victor3V 1420 Multilabel (Perkin Elmer, Monca, Italija) a
imunoreaktivnost je odredena imunodot blot metodom. Frakcije koje odgovaraju piku apsorbancije
(280 nm) i koje su CD63-imunoreaktivne su pulovane i centrifugirane na 100000 x g, 1h, na 4°C,
koriste¢i Beckman Coulter Optima L-90K ultracentrifugu (Kalifornija, SAD). Koncentrovane
izolovane EV (100000 x g talog) su resuspendovane u 1 mL 30 mM TRIS koji sadrzi 130 mM
NaCl, pH 7,6, alikvotirane i ¢uvane na -20°C do upotrebe.
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3.2.3. Imunodot blot

Na nitroceluloznu membranu (Amersham Protran 0,45 NC, Cyntiva, Masacusets, SAD) naneseno je
2 pL odgovarajuceg uzorka (frakcije dobijene gel filtracijom nativnih / solubilizovanih EV).
Membrana je blokirana rastvorom 1% govedeg serumskog albumina (BSA) u 0,05 M fizioloskom
rastvoru puferisanom fosfatnim solima (PBS), pH 7,2, 2 h, na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja
0,05 M PBS puferom, pH 7,2 (3 puta po 15 minuta), membrana je inkubirana sa odgovaraju¢im
razblazenjima antitela (u 0,5 % BSA u 0,05 M PBS puferu, pH 7,2). KoriS¢ena su sledeca antitela
prema tetraspaninima: monoklonsko misije anti-CD63 antitelo (0,5 pg/mL) (klon TS63, Abcam,
Kembridz, UK), monoklonsko misije anti-CD81 antitelo (0,25 pg/mL) (klon M38, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Kalifornija, SAD), monoklonsko miSije anti-CD9 antitelo (0,5 pg/mL)
(klon MEM-61, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Kalifornija, SAD). Nakon inkubacije, 18h, na
4°C, nevezana antitela isprana su 0,05 M PBS puferom, pH 7,2 (3 puta po 15 minuta), a membrana

evee

Laboratories, Kalifornija, SAD), 1h, na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, membrana je
inkubirana sa smeSom avidina i biotinilizovane peroksidaze rena (HRPO) iz Elite Vectastain ABC
kompleta (Vector Laboratories, Kalifornija, SAD), 30 minuta, na sobnoj temperaturi. Posle
ispiranja 0,05 M PBS puferom, pH 7,2 (3 puta po 15 minuta), detekcija vezanih antitela je vrSena
pomocu Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD).
Vizualizacija hemiluminiscence vrSena je na ChemiDoc MP Imaging System (BioRad, Kalifornija,
SAD).

Za detekciju galektina-3 koris¢ena su biotinilizovana poliklonska kozija anti-galektin-3 antitela
(0,025 ug/mL) (R&D Systems, Mineapolis, SAD). Nakon inkubacije, 18h, na 4°C, i ispiranja 0,05
M PBS puferom, pH 7,2 (3 puta po 15 minuta), detekcija vezanih anti-galektin-3 antitela je vrSena
po proceduri kori$¢enoj za tetraspaninska antitela.

3.2.4. Odredivanje aktivnosti gama-glutamil transferaze

Odredivanje aktivnosti enzima gama-glutamil transferaze (GGT) vrSeno je koriS¢enjem GGT kita
proizvodaca Bioanalytica (Beograd, Srbija). Princip reakcije zasniva se na katalitiCkoj aktivnosti
GGT, pri kojoj enzim prenosi y-glutamil grupu sa supstrata y-glutamil-p-nitroanilida na akceptorski
dipeptid (glicil-glicin), uz oslobadanje p-nitroanilina. Formiranje ovog produkta proporcionalno je
aktivnosti GGT u uzorku i mereno je spektrofotometrijski na biohemijskom analizatoru Biosystems
A25 (Barselona, Spanija).

3.2.5. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredivana kolorimetrijskom metodom pomocu BCA Protein
Quantification Kit, Abcam, Kembridz, UK. Za kalibracionu krivu je koris¢en standardni rastvor
govedeg serumskog albumina (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) u opsegu koncentracija 0 - 2000
pg/mL.

3.2.6. Natrijum-dodecil-sulfat-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Uzorci su razdvajani na 10% poliakrilamidnom gelu za razdvajanje i 4% gelu za koncentrovanje,
pod redukujué¢im i denaturiSu¢im uslovima (146). Elektroforeza je vrSena pri uslovima konstantnog
napona od 150 V i jacine struje od 60 mA, na aparatu Mini Protean 3 System (BioRad, Kalifornija,
SAD). Za kalibraciju gela kori$¢eni su standardi SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad
Range (BioRad, Kalifornija, SAD). Proteini u gelu su bojeni srebrom, kori§¢enjem kompleta Silver
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Stain (BioRad, Kalifornija, SAD) po uputstvu proizvodaca, ili su preneseni na nitroceluloznu
membranu i dalje analizirani.

Denzitometrijska analiza proteina razdvojenih SDS-PAG elektroforezom i obojenih srebrom vrSena
je koris¢enjem ImageLab programa (verzija 6.1, BioRad, Kalifornija, SAD). Intenzitet pojedina¢nih
traka kvantifikovan je koriS¢enjem parametra Adjusted Total Lane Volume (Int), koji predstavlja
integrisani intenzitet signala unutar definisane trake korigovan za pozadinski signal.

3.2.7. Elektrotransfer proteina (Western blot)

Nakon elektroforetskog razdvajanja, proteini iz gela su preneseni na nitroceluloznu membranu,
postupkom polu-suvog transfera, koriste¢i aparat Trans-Blot SD semi-dry transfer cell (BioRad,
Kalifornija, SAD). Pufer za transfer bio je 25 mM TRIS-HCI, pH 8.3 koji sadrzi 192 mM glicin i
20% metanol. Transfer je vrSen 40 minuta pod uslovima konstantnog napona od 15 V. Nakon
transfera membrana je blokirana 1% BSA u 0,05 M PBS puferu pH 7,2, 18h na 4°C, nakon ¢ega je
isprana 0,05 M PBS puferom, pH 7,2 (3 puta po 15 minuta) i dalje koris¢ena za lektinski /
imunoblot.

3.2.7.1. Imunoblot

Proteini na membrani su inkubirani sa monoklonskim anti-CD63 antitelom (0,5 pg/mL) (klon TS63,
Abcam, Kembridz, UK), 18h, na 4°C, nakon Cega je nevezano antitelo isprano 0,05 M PBS
puferom, pH 7,2 (3 puta po 15 minuta). Membrana je inkubirana sa biotinilizovanim kozijim anti-
temperaturi. Nakon ispiranja (3 puta po 15 minuta), membrana je inkubirana, sa smeSom avidina i
biotinilizovane peroksidaze rena (HRPO) iz Elite Vectastain ABC kompleta (Vector Laboratories,
Kalifornija, SAD), 30 minuta, na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja (3 puta po 15 minuta),
detekcija vezanog antitela je vr$ena pomocéu Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher Scientific, Masacusets, SAD). Vizualizacija hemiluminiscencije vrsena je na ChemiDoc MP
Imaging System (BioRad, Kalifornija, SAD).

3.2.7.2. Lektinski blot

Proteini na membrani su inkubirani sa biotinilizovanim biljnim lektinima: Con A (konkanavalin A,
lektin iz Canavalia ensiformis) i WGA (Wheat Germ aglutinin) (Vector Laboratories, Kalifornija,
SAD), 1h, na sobnoj temperaturi. Nevezani lektini su isprani 0,05 M PBS, pH 7,2 (3 puta po 15
minuta), a membrana je, zatim, inkubirana sa smeSom avidina i biotinilizovane peroksidaze rena
(HRPO) iz Elite Vectastain ABC kompleta (Vector Laboratories, Kalifornija, SAD), 30 minuta, na
sobnoj temperaturi. Posle ispiranja (3 puta po 15 minuta), vezani lektini su detektovani pomocu
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific, Masacusets, SAD).
Vizualizacija hemiluminiscencije vrsena je na ChemiDoc MP Imaging System (BioRad, Kalifornija,
SAD).

3.2.8. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Uzorci EV (10 pL) su naneti na bakarne mrezice sa 200 otvora koje su oblozene Formvar-filmom
(Sigma-Aldrich, Misuri, SAD), metodom plutanja mrezica na uzocima u trajanju od 45 minuta.
Nakon toga, uzorci su: fiksirani 2% paraformaldehidom (10 minuta); isprani 0,05 M PBS, pH 7,2 (3
puta po 2 minuta); blokirani 0,05 M glicinom (20 minuta); isprani 0,05 M PBS, pH 7,2 (3 puta po 2
minuta); fiksirani 2% glutaraldehidom (5 minuta), i isprani destilovanom vodom. Preparati EV su
osu$eni na vazduhu i snimani pomoc¢u Philips CM12 elektronskog mikroskopa (Philips, Ajndhoven,
Holandija).
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3.2.9. Lektinska afinitetna hromatografija

Lektinska afinitetna hromatografija (LAH) je vrSena na kolonama sa imobilisanim biljnim lektinima
(Slika 10). Nakon vezivanja odgovarajuc¢ih EV izolata za odabrani lektin, nevezana EV populacija
(nEV) je isprana, a vezana EV populacija (VEV) je specificno eluirana rastvorom kompetitivnog
monosaharida. Nakon centrifugiranja odgovarajuc¢ih eluata, razdvojene EV populacije su
koncentrovane u talogu (100000 x g talog).

(1) (2) 3)

Vezivanje Ispiranje Specifi¢no
EV eluiranje
Eluent:
pufer Eluent:
za rastvor
vezivanje monosaharida
—_— —_—
. 100000x g,
1h, 4°C

.

Slika 10. Shematski prikaz lektinske afinitetne hromatografije EV
Hromatografski matriks ( [ ); EV: ukupni EV izolat; nEV: nevezana EV populacija; VEV: EV
populacija koju vezuje lektin.

.

nEV

3.2.9.1. Lektinska afinitetna hromatografija na Con A-Sepharose 4B

Odgovarajuci EV izolati su naneti na kolonu Con A - Sepharose 4B (5 mL) koja je uravnoteZena sa
0,1 M acetatnim puferom, pH 6,0, koji je sadrzao 1 M NacCl, 0,1 M CaCl,, 0,1 M MnCl, i 0,1 M
MgCl,, i inkubirani 2h, na sobnoj temperaturi. Nevezana EV populacija je eluirana puferom kojim
je kolona uravnotezena, a vezana EV populacija je eluirana rastvorom 0,2 M manoze (Sigma-
Aldrich, Misuri, SAD). Nakon toga, kolona je isprana 0,1M boratnim puferom pH 8,4, radi
regeneracije. Odgovarajuci eluati, ¢iji je volumen bio jednak dvostrukom volumenu kolone, su
centrifugirani na 100000 x g, 1h, 4°C koriste¢i Beckman Coulter Optima L-90K ultracentrifugu
(Kalifornija, SAD), da bi se koncentrovale razdvojene populacije EV. EV populacije iz taloga su
resuspendovane u 0,5 mL 0,05 M PBS puferu, pH 7,2, 1 koriS¢ene za dalju analizu.

3.2.9.2. Lektinska afinitetna hromatografija na WGA - Sepharose 4B

Odgovarajuci EV izolati su naneti na kolonu WGA - Sepharose 4B (2 mL) koja je uravnoteZena sa
0,05 M TRIS pufer, pH 7,4, i inkubirani 2h, na sobnoj temperaturi. Nevezana EV populacija je
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eluirana puferom kojim je kolona uravnotezena, vezana EV populacija je eluirana rastvorom 0,2 M
N-acetil-D-glukozamina (Sigma-Aldrich, Misuri, SAD). Nakon toga, kolona je isprana 0,2 M
CH3COOH, radi regeneracije. Odgovaraju¢i eluati, ¢iji je volumen bio jednak dvostrukom
volumenu kolone, su centrifugirani na 100000 x g, 1h, 4°C koriste¢i Beckman Coulter Optima L-
90K ultracentrifugu (Kalifornija, SAD) da bi se koncentrovale razdvojene populacije EV. EV
populacije iz taloga su resuspendovane u 0,5 mL 0,05 M PBS puferu, pH 7,2, 1 koris¢ene za dalju

analizu.

3.2.10. Solubilizacija EV i razdvajanje membranskih domena

Odgovarajuci EV izolati su tretirani Triton X-100 (TX-100, t- oktilfenoksi-polietoksi etanol, Sigma-
Aldrich, Misuri, SAD), (finalna koncentracija 1%), 1h, na sobnoj temperaturi. lzdvajanje
membranskih domena iz solubilizovanih EV je vrSeno gel filtracijom prema metodi (40). Na kolonu
Sephadex G200, koja je predhodno uravnotezena 30 mM TRIS koji sadrzi 130 mM NaCl, pH 7,6 i
1% TX-100, nanete su solubilizovane EV (1 mL). Sakupljane su frakcije zapremine 1 mL. Elucija
je pracena merenjem enzimske aktivnosti GGT (opisano u 3.2.3.), Con A- i WGA-reaktivnosti
(opisano u 3.2.11.) i TS- i Gal-3-imunoreaktivnosti (opisano u 3.2.2.). Kolona je kalibrisana prema
elucionoj poziciji b-GGT na nativnim EV (molekulska masa veéa od 2000 kDa) i f-GGT koja je
oslobodena iz membrana EV (molekulska masa ~ 70 kDa).

3.2.11. Test vezivanja lektina na ¢vrstoj fazi

Ogovarajuc¢i uzorci (frakcije dobijene gel filtracijom nativnih / solubilizovanih EV) u 0,05 M
karbonatnom puferu, pH 9,5, adsorbovani su na polistirensku plo¢u (Maxisorp, Thermo Fisher
Scientific, Kalifornija, SAD), fizickom adsorpcijom, 18h, na 4°C. Nakon ispiranja 0,05 M PBS
puferom pH 7,2 (3 puta 200 pL po bunar¢ic¢u), slobodna mesta su blokirana 0,5 % BSA u 0,05 M
PBS, pH 7,2 (200 pL po bunar¢i¢u), 2h, na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, u bunarcic¢e Su
dodati (50 pL po bunarc¢iéu) biotinilizovani biljni lektini Con A ili WGA (0,5 pg/pL) i inkubirani
1h, na sobnoj temperaturi. Sve inkubacije su vrSene uz muckanje (150 rpm) na orbitalnom Sejkeru
Titramax 100 (Heidolph Instruments, Svabah, Nemacka). Nakon ispiranja 0,05 M PBS puferom, pH
7,2 (3 puta 200 pL po bunarci¢u), u bunarci¢e je dodata (50 puL po bunar¢i¢u) smesa avidina i
biotinilizovane peroksidaze rena (HRPO) iz Elite Vectastain ABC kompleta (Vector Laboratories,
Kalifornija, SAD), 1 inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi. Plo¢e su isprane 0,05 M PBS
puferom, pH 7,2 (3 puta 200 pL po bunarc¢i¢u), i nakon toga, je dodata (50 uL po bunaré¢ic¢u) smesa
3,3°,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) i supstrata (Human GmbH, Vizbaden, Nemacka). Reakcija je
zaustavljena nakon 10 minuta dodavanjem 0,16 M sumporne kiseline (50 pL po bunaréicu).
Izmerena je apsorbanca na 450 nm koris¢enjem Victor3V 1420 Multilabel spektrofotometra (Perkin
Elmer, Monca, Italija).

3.2.12. Odredivanje neholesterolskih sterola (NHS) u EV izolatima

Odredivanje NHS u EV-N i EV-O: dezmosterola, latosterola, kampesterola, (-sitosterola i
stigmasterola u EV izolatima je vrSeno metodom koju su opisali Gojkovi¢ i saradnici (147).
Priprema EV uzoraka je podrazumevala saponifikaciju, ekstrakciju i derivatizaciju. Razdvajanje
derivatizovanih analita vrSeno je na nepolarnoj kapilarnoj koloni Agilent HP-5 (5 % fenil-
metilsiloksan) (Agilent Technologies, SAD) dimenzija 30 m x 0,32 mm x 0,25 pum kori§¢enjem
gasnog hromatografa sa plameno-jonizacionim detektorom Agilent 7890A (Agilent Technologies,
Kalifornija, SAD).
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3.2.13. Gel filtracija solubilnog subproteoma semene plazme

S100 frakcija razdvojena centrifugiranjem SP na 100000 x g (Slika 9) je analizirana gel filtracijom
na kolonama Sephadex G200 i Sepharose 2B, po istoj proceduri. Kolone su uravnotezene sa 30 mM
TRIS koji sadrzi 130 mM NaCl, pH 7,6, i nanet je odgovarajué¢i uzorak solubilnog subproteoma
semene plazme (sol P) (1 mL). Elucija je pracena merenjem ukupne enzimske aktivnosti GGT
(opisano u 3.2.4.) i Con A- i WGA-reaktivnosti u testu na ¢vrstoj fazi (opisano u 3.2.11.). Kolone su
kalibrisane prema elucionoj poziciji b-GGT na nativnim EV (molekulska masa veca od 2000 kDa) i
f-GGT koja je oslobodena iz membrana EV (molekulska masa ~ 70 kDa). Analiza hromatograma, u
smislu udela GGT aktivnosti u razdvojenim GGT pikovima, vrSena je pomoc¢u programa PeakFit
(verzija 4.12, Inpixon HQ, Kalifornija, SAD).

3.2.14. Precipitacija solubilnog subproteoma semene plazme pomocu polietilen-glikola
(PEG)

Odgovarajuéi uzorci sol P su talozeni rastvorom 20% PEG 6000 (Sigma-Aldrich, Misuri, SAD) u
0.9% NaCl, 10 minuta, na 4°C a, zatim centrifugirani na 4000 x g, 15 min koriste¢i Eppendorf 5430
centrifugu (Hamburg, Nemacka) (148). Dobijeni talog je resuspendovan u 0,05 M PBS puferu, pH
7,2 1 koris¢en za analizu GGT.

3.2.15. Odredivanje koncentracije CA19-9 i CA125 antigena
Odredivanje koncentracije CD19-9 antigena vrSeno je koris¢enjem ELISA CA19-9 kompleta,

proizvodaca CisBio, Biointernational (Kodolet, Francuska), a CA125 antigena koris¢enjem ELISA
IT CA 125 kompleta, proizvodaca CisBio, Biointernational (Kodole, Francuska).
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4. Rezultati

4.1. Glikobiohemijska karakterizacija molekulskih obrazaca koji sadrze GGT u
ekstracelularnim vezikulama semene plazme

4.1.1. Frakcionisanje i izolovanje ekstracelularnih vezikula iz semene plazme

U T100 frakciji (100000 x g talog) SP, koja je obogacena EV, detektovana je GGT aktivnost koja
potic¢e od b-GGT. T100-N, frakcija normospermi¢nih uzoraka SP, je sadrzala 2,4% , dok je T100-O,
frakcija oligospermi¢nih uzoraka SP, sadrzala 5,0% ukupne enzimske aktivnosti GGT.

EV su preciséene iz T100-N i T100-O frakcija SP metodom gel filtracije na koloni Sephadex G200
(Slika 11). Elucioni profili proteina (Slika 11a i 11c) i tetraspanina CD63 (Slika 11b i 11d) su
pokazali jedan glavni pik u regionu velikin molekulskih masa (>200 kDa), kod oba ispitivana
uzorka. Frakcije u piku (Slika 11, frakcije 14-16) su spojene, koncentrovane i oznac¢ene kao EV-N
(izolat EV iz normospermicnih uzoraka SP) i kao EV-O (izolat EV iz oligospermi¢nih uzoraka SP).
Prisustvo EV u prec¢iS¢enim izolatima je potvrdeno analizom njihove veli¢ine i oblika, kao 1
proteinskog sastava (Slika 12 i 13). Izolati EV-N i EV-O, su dodatno okarakterisani na osnovu
sadrzaja NHS (Tabela 1.).

Transmisiona elektronska mikroskopija je pokazala da su u oba izolata prisutne svetle i tamne
vezikule, veli¢ine 50 nm - 150 nm. Vezikule su imale tipican cup shape oblik. Za razliku od izolata
EV-N (Slika 12A), izolat EV-O (Slika 12B) je sadrzao vise amorfne supstance.

Elektroforetski profili ukupnih proteina EV-N i EV-O (Slika 13A) su bili sliéni i pokazali su
prisustvo brojnih traka koje su se delimi¢no ili u potpunosti preklapale u Sirokom rasponu
molekulskih masa (20 kDa — 150 kDa). U regionu 90 kDa - 150 kDa, uocene su tri trake, poznate
pod nazivom: prostazomski potpis. U regionu iznad 31 kDa, detektovana je CD63-imunoreaktivna
traka (Slika 13B).

Analizom NHS uocene su razlike u zastupljenosti pojedina¢nih analita u EV-N i EV-O. Dok su
koncentracije latosterola i kampesterola bile ispod granice kvantifikacije u oba tipa uzorka, u EV-N
je dezmosterol bio zastupljeniji u odnosu na fitosterole (B-sitosterol i stigmasterol), a u EV-O
koncentracija B-sitosterola bila je visa u odnosu na dezmosterol i stigmasterol (Tabela 1.).
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Slika 11. PreciS¢avanje EV iz T100 frakcije semene plazme

Gel filtracija na koloni Sephadex G200 (a, c¢). Elucija proteina je pracena merenjem apsorbancije na
talasnoj duzini 280 nm (A280). Zapremina frakcije 1 mL.

Imunodot blot (b, d). Detekcija CD63, membranskog markera EV. F: broj frakcije; CD63
imunoreaktivne frakcije (frakcije 14-16) su spojene i koncentrovane, i oznacene kao EV-N (a) i EV-
O (c). EV-N: izolat EV iz normospermi¢nih uzoraka SP; EV-O: izolat EV iz oligospermicnih
uzoraka SP; T100-N: Frakcija (100000 x g talog) obogac¢ena EV iz normospermi¢nih uzoraka SP;
T100-O: Frakcija (100000 x g talog) obogacena EV iz oligospermi¢nih uzoraka SP.

29



[ &6
86,11inm

Slika 12. Transmisiona elektronska mikroskopija EV izolata
A. Mikrografija EV-N. Insert: uvecani deo prikazuje tamne vezikule sa izrazenim halo efektom

(vrh strelice). Opticki halo predstavlja vizuelni artefakt pri kojem se oko objekata na slici pojavljuje
svetao oreol.

B. Mikrografija EV-O. Insert: uveéani deo prikazuje vezikule zajedno sa amorfnom supstancom
(strelica).

EV-N: izolat EV iz normospermi¢nih uzoraka SP; EV-O: izolat EV iz oligospermi¢nih uzoraka SP.
Bar 500 nm.
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Slika 13. Proteinski profil EV izolata

A. Elektroforeza. Reprezentativni elektroforetski profil proteina dobijen bojenjem srebrom.
Oznacene su tri proteinske trake (*) koje ¢ine prostazomski potpis.

B. Imunoblot. Detekcija CD63, membranskog markera EV. Uocava se karakteristicna Smeared
traka. Brojevi oznacavaju molekulsku masu (kDa) standarda.

EV-N: izolat EV iz normospermi¢nih uzoraka SP; EV-O: izolat EV iz oligospermi¢nih uzoraka SP.

Tabela 1. Koncentracija NHS u EV izolatima

Dezmosterol (umol/L) [-sitosterol (umol/L) Stigmasterol (umol/L)

EV-N: izolat EV iz normospermi¢nih uzoraka SP; EV-O: izolat EV iz oligospermi¢nih uzoraka SP;
NHS: neholesterolski steroli.

4.1.2. Prezentacija b-GGT na membrani EV

Heterogenost prezentacije b-GGT u kontekstu specificnih tipova membranskih glikana nativnih EV
je analizirana koriS¢enjem LAH. Glikobiohemijska karakterizacija molekulskog obrasca koji sadrzi
b-GGT na membrani EV populacija, koje su razdvojene na osnovu reaktivnosti sa izabranim
lektinima, se zasnivala na analizi prisustva ukupnih Con A- i WGA-reaktivnih membranskih
glikana i izabranih kanonskih EV markera: tetraspanina (CD63, CD9, CD81) i galektina-3 (Gal-3).
EV populacije su analizirane u smislu moguc¢e promene u prisustvu povrSinskih membranskih
markera kao i promena u izgledu, proteinskom profilu i raspodeli/specificnoj GGT aktivnosti.
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4.1.2.1. Lektinska afinitetna hromatografija EV-N

Analiza izgleda, proteinskog profila kao i1 raspodele membranskih/povrSinskih markera je ukazala
na razlike izmedu EV-N populacija koje su razdvojene LAH na Con A - Sepharose 4B koloni.

Con A - nEV-N (populacija EV normospermi¢nog uzorka semene plazme koju ne vezuje Con A)
sadrzi vezikule heterogenog izgleda, a prisutan je i amorfni materijal (Slika 14A1). Proteinski profil
Con A - nEV-N Kkarakteri$u tri prostazomske trake (90-150 kDa), kao i trake molekulskih masa
manjih od 66 kDa (Slika 14B1). Na Con A - nEV-N (77% EV-N) se detektuju CD63, CD81 i Gal-3,
i ne menja se (u odnosu na ukupne EV-N) specifi¢na aktivnost GGT (Tabela 2). Na osnovu ovih
rezultata, moze se ustanoviti da ne dolazi do promene u ispitivanim karakteristikama Con A - nEV-
N, tj. da one odgovaraju karakteristikama ukupnih EV-N (Slika 12A i 13A).

Con A - VEV-N (populacija EV normospermi¢nog uzorka SP koju vezuje Con A) sadrzi uniformne
tamne vezikule koje pokazuju halo efekat, a amorfni materijal nije prisutan (Slika 14A2). Na
proteinskom profilu Con A - VEV-N se uocavaju (na granici detekcije) tri prostazomske trake (150-
90 kDa) dok je profil traka molekulskih masa manjih od 66 kDa promenjen u smislu vrste/broja i
intenziteta pojedina¢nih traka (Slika 14B2). Na Con A - VEV-N (23% EV-N) se detektuje samo
CD63 a dolazi do znatnog smanjenja (u odnosu na ukupne EV-N) specificne aktivnosti GGT
(Tabela 2). Na osnovu ovih rezultata, moze se ustanoviti da se Con A - VEV-N razlikuje u svim
ispitivanim karakteristikama u odnosu na ukupne EV-N.
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Slika 14. lzgled i proteinski profil EV-N populacija razdvojenih na Con A-Sepharose 4B
koloni

A. Transmisiona elektronska mikroskopija. Izgled Con A - nEV-N i Con A - vEV-N. Bar 200
nm. B. Elektroforeza. Elektroforetski profil Con A - nEV-N i Con A - vEV-N. Proteini su bojeni
srebrom. Brojevi oznacavaju molekulsku masu (kDa) standarda. Oznacene su tri proteinske trake
(*) koje Cine prostazomski potpis. Con A - NEV-N: populacija EV normospermi¢nog uzorka SP
koju ne vezuje Con A; Con A - VEV-N: populacija EV normospermi¢nog uzorka SP koju vezuje
Con A; Con A: konkanavalin A.
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Tabela 2. Raspodela membranskih markera EV-N populacija razdvojenih na Con A-
Sepharose 4B koloni

513 1,06 7 +++ ++ ++
102,6 0,31 23 + - -
Con A - nEV-N: populacija EV normospermi¢nog uzorka SP koju ne vezuje Con A; Con A - VEV-
N: populacija EV normospermicnog uzorka SP koju vezuje Con A; GGT (U/g proteina): specifi¢na
aktivnost GGT; EV-N (mg/mL*): koncentracija proteina je koris¢ena kao pokazatelj koncentracije
EV; % EV-N: udeo EV-N populacija razdvojenih na Con A-Sepharose 4B koloni. Prisustvo CD63,
CD81 i Gal-3 je detektovano imunodot blot metodom (+++ intenzivna imunoreaktivnost, - nema
imunoreaktivnosti); Con A: konkanavalin A; Gal-3: galektin 3.

Analiza EV-N populacija koje su razdvojene LAH na WGA-Sepharose 4B koloni je ukazala na
njihove slicnosti u pogledu izgleda 1 proteinskog profila kao 1 na razlike u
povrSinskim/membranskim markerima.

Ustanovljena je sli¢nost izgleda (Slika 15A1) i proteinskog profila (Slika 15B1) WGA - nEV-N
(populacija EV normospermi¢nog uzorka SP koju ne vezuje WGA) sa ukupnim EV-N (Slika 12A i
13A). Diskretne razlike su uoc¢ene u smislu intenziteta kao 1 broja i vrsta proteinskih traka, posebno,
u regionu molekulskih masa manjih od 66 kDa (Slika 15B1). Na WGA - nEV-N (62% EV-N) se
detektuju CD63 i Gal-3 ali ne i CD81, a dolazi i do smanjenja (u odnosu na ukupne EV-N)
specifi¢ne aktivnosti GGT (Tabela 3).

Izgled (Slika 15A2) i proteinski profil (Slika 15B2) WGA - VEV-N (populacija EV
normospermi¢nog uzorka SP koju vezuje WGA) delimi¢no su odgovarali onima ukupnih EV-N. Na
WGA - VEV-N (38% EV-N) se detektuje samo CD63, a dolazi i do smanjenja (u odnosu na ukupne
EV-N) specifi¢ne aktivnosti GGT (Tabela 3).
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Slika 15. Izgled i proteinski profil EV-N populacija razdvojenih na WGA-Sepharose 4B koloni
A. Transmisiona elektronska mikroskopija. Izgled WGA - nEV-N i WGA-VEV-N. Bar 200nm.
B. Elektroforeza. Elektroforetski profil WGA - nEV-N i WGA - vEV-N. Proteini su bojeni
srebrom. Brojevi oznac¢avaju molekulsku masu (kDa) standarda. Oznacene su tri proteinske trake
(*) koje ¢ine prostazomski potpis. WGA - nEV-N: populacija EV normospermi¢nog uzorka SP koju
ne vezuje WGA; WGA - VEV-N: populacija EV normospermi¢nog uzorka SP koju vezuje WGA.
WGA: wheat germ aglutinin.

Tabela 3. Raspodela membranskih markera EV-N populacija razdvojenih na WGA-
Sepharose 4B koloni

0/ D6 Dls :
PDrote a 0
e
A 294.4 0,57 62 SSt - A
A 242.4 0,35 38 i - -

WGA - nEV-N: populacija EV normospermi¢nog uzorka SP koju ne vezuje WGA; WGA - VEV-N:
populacija EV normospermi¢nog uzorka SP koju vezuje WGA; GGT (U/g proteina): specificna
aktivnost GGT; EV-N (mg/mL*): koncentracija proteina je koriS¢ena kao pokazatelj koncentracije
EV; % EV-N: udeo EV-N populacija razdvojenih na WGA-Sepharose 4B koloni. Prisustvo CD63,
CD81 i Gal-3 je detektovano imunodot blot metodom (+++ intenzivna imunoreaktivnost, - nema
imunoreaktivnosti); WGA: wheat germ aglutinin; Gal-3: galektin 3.
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4.1.2.2. Lektinska afinitetna hromatografija EV-O

Analiza izgleda, proteinskog profila kao i1 raspodele membranskih/povrSinskih markera je ukazala
na razlike izmedu EV-O populacija koje su razdvojene LAH na Con A - Sepharose 4B koloni.

Con A - nEV-O (populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju ne vezuje Con A) sadrzi vezikule
heterogenog izgleda a prisutan je i amorfni materijal (Slika 16A1). Proteinski profil Con A - nEV-0O
karakteriSu tri prostazomske trake (90-150 kDa), kao i trake molekulskih masa manjih od 66 kDa
(Slika 16B1). Na Con A - nEV-O (66% EV-0) se detektuju CD63, CD81 i gal-3, i ne dolazi do
znatnog smanjenja (u odnosu na ukupne EV-O) specificne aktivnosti GGT (Tabela 4). Na osnovu
ovih rezultata, moze se ustanoviti da ne dolazi do promene u ispitivanim karakteristikama Con A -
nEV-O, tj. da one odgovaraju karakteristikama ukupnih EV-O (Slika 12B i 13A).

Con A - VEV-O (populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju vezuje Con A) sadrzi uniformne
tamne vezikule koje pokazuju halo efekat, a amorfni materijal nije prisutan (Slika 16A2). Proteinski
profil Con A - VEV-O je bio promenjen u smislu vrste/broja i intenziteta pojedinacnih traka (na
granici detekcije) ukljucujuéi i prostazomsku traku na 150 kDa (Slika 16B2). Na Con A - VEV-O
(34% EV-0) se detektuje samo CD63, a dolazi do izraZzenog smanjenja (u odnosu na ukupne EV-0)
specificne aktivnosti GGT (Tabela 4). Na osnovu dobijenih rezultata, moze se ustanoviti da se Con
A - VEV-O razlikuje u svim ispitivanim karakteristikama u odnosu na ukupne EV-O.

i eIt
2 Con A - vVEV-O

Slika 16. lzgled i proteinski profil EV-O populacija razdvojenih na Con A-Sepharose 4B
koloni

A. Transmisiona elektronska mikroskopija. Izgled Con A - nEV-O i Con A - VEV-O. Bar 200
nm. B. Elektroforeza. Elektroforetski profil Con A - nEV-O i Con A - VEV-O. Proteini su bojeni
srebrom. Brojevi oznacavaju molekulsku masu (kDa) standarda. Oznacene su tri proteinske trake
(*) koje ¢ine prostazomski potpis. Con A - NEV-O: populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju
ne vezuje Con A; Con A - VEV-O: populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju vezuje Con A,
Con A: konkanavalin A.
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Tabela 4. Raspodela membranskih markera EV-O populacija razdvojenih na Con A-
Sepharose 4B koloni

[ sma [ s | w0 [ [ e [ or ]

389,5 0,65 66 +++ ++ ++
35,1 0,34 34 + - -

Con A - nEV-O: populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju ne vezuje Con A; Con A - vEV-O:
populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju vezuje Con A; GGT (U/g proteina): specificna
aktivnost GGT; EV-O (mg/mL*): koncentracija proteina je koriS¢ena kao pokazatelj koncentracije
EV; % EV-O: udeo EV-O populacija razdvojenih na Con A-Sepharose 4B koloni. Prisustvo CD63,
CD81 i Gal-3 je detektovano imunodot blot metodom (+++ intenzivna imunoreaktivnost, - nema
imunoreaktivnosti); Con A: konkanavalin A; Gal-3: galektin 3.

Analiza EV-O populacija koje su razdvojene LAH na WGA-Sepharose 4B koloni je ukazala na
njihove slicnosti u pogledu izgleda 1 proteinskog profila kao 1 na razlike u
povrSinskim/membranskim markerima.

Ustanovljena je sli¢nost izgleda (Slika 17A1) i proteinskog profila (Slika 17B1) WGA - nEV-O
(populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju ne vezuje WGA) sa ukupnim EV-O (Slika 12B i
13A). Na WGA - nEV-0 (57% EV-O) se detektuju CD63, Gal-3 i CD81, a dolazi i do smanjenja (u
odnosu na ukupne EV-0) specifi¢ne aktivnosti GGT (Tabela 5).

Izgled (Slika 17A2) i proteinski profil (Slika 17B2) WGA - VvEV-O (populacija EV
oligospermi¢nog uzorka SP koju vezuje WGA) su odgovarali onima ukupnih EV-O. Na WGA -
VEV-O (43% EV-0) se detektuje samo CD63, a dolazi i do znathog smanjenja (u odnosu na ukupne
EV-0) specifi¢ne aktivnosti GGT (Tabela 5).
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Slika 17. lzgled i proteinski profil EV-O populacija razdvojenih na WGA-Sepharose 4B koloni
A. Transmisiona elektronska mikroskopija. 1zgled WGA - nEV-O i WGA-VEV-O. Bar 200nm.
B. Elektroforeza. Elektroforetski profil WGA - nEV-O i WGA - vEV-O. Proteini su bojeni
srebrom. Brojevi oznacavaju molekulsku masu (kDa) standarda. Oznaéene su tri proteinske trake
(*) koje ¢ine prostazomski potpis. WGA - nEV-O: populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju
ne vezuje WGA; WGA - VEV-O: populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju vezuje WGA.
WGA: wheat germ aglutinin.

Tabela 5. Raspodela membranskih markera EV-O populacija razdvojenih na WGA-
Sepharose 4B koloni

GGT (U/g EV-O
proteina)  (mg/mL*)

‘ Ukupne EV-O ‘
WGA - nEV-O
| WGA - VEV-O
WGA - nEV-O: populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju ne vezuje WGA; WGA - VEV-O:
populacija EV oligospermi¢nog uzorka SP koju vezuje WGA; GGT (U/g proteina): specifi¢na
aktivnost GGT; EV-O (mg/mL*): koncentracija proteina je koriS¢ena kao pokazatelj koncentracije
EV; % EV-O: udeo EV-O populacija razdvojenih na WGA-Sepharose 4B koloni. Prisustvo CD63,
CD81 i Gal-3 je detektovano imunodot blot metodom (+++ intenzivna imunoreaktivnost, - nema
imunoreaktivnosti); WGA: wheat germ aglutinin; Gal-3: galektin 3.

EV-O % EV-O CD63 CD81 Gal-3
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4.1.3. Distribucija b-GGT na membrani EV

Heterogenost distribucije b-GGT koja podrazumeva njeno prisustvo na razli¢itim tipovima
membranskih domena je analizirana nakon solubilizacije EV i frakcionisanja domena koji su
otporni na dejstvo deterdzena koriS¢enjem gel filtracije. Glikobiohemijska karakterizacija
molekulskog obrasca koji sadrzi b-GGT na odgovaraju¢em membranskom domenu EV se zasnivala
na analizi redistribucije ukupnih Con A- i WGA-reaktivnih membranskih glikana i izabranih
kanonskih EV markera: tetraspanina (CD63, CD9, CD81) i galektina-3 (Gal-3).

4.1.3.1. Solubilizacija EV

Solubilizacija EV je vrSena koris¢enjem Triton X-100 (TX-100), nakon ¢ega su membranski
domeni otporni na dejstvo deterdzenta razdvojeni na koloni Sephadex G200. Solubilizacija EV-N i
EV-O je potvrdena analizom izgleda (Slika 18) i proteinskog sastava (Slika 19) odgovarajucih
frakcija. U oba solubilizovana izolata, na poziciji gde se ocekuje eluiranje membranskih domena
otpornih na deterdZent (molekulska masa veca od 200 kDa), bile su prisutne strukture sa naboranom
povrSinom (Slika 18A 1 18B, frakcija 14) a moglo se uociti 1 oslobadanje sadrZaja (Slika 18A 1 18B,
frakcija 17). Na pozicijama na kojima se ocekuje razdvajanje solubilizovanih komponenata
(molekulske mase manje od 200 kDa) takve strukture nisu bile vidljive, ve¢ samo nepravilni
depoziti (Slika 18A i 18B, frakcije 19, 21).
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Slika 18. Transmisiona elektronska mikroskopija solubilizovanih EV izolata

Prikazane su mikrografije frakcija solubilizovanih EV-N (A) i EV-O (B), razdvojenih gel
filtracijom na Sephadex G200 koloni, pod uslovima koji odrzavaju potpunu solubilizaciju.

A i B: Strukture naborane povrSine i oslobadeni sadrzaj (strelica) (F14-F17); Heterogeni depoziti
(F19-F21). Bar 500 nm. F: frakcija; TX-100: Triton X-100; EV-N + TX-100: solubilizovane EV iz
normospermi¢nih uzoraka SP; EV-O + TX-100: solubilizovane EV iz normospermi¢nih uzoraka
SP.
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Proteinski profil odgovarajucih frakcija je pokazao da, na elucionim pozicijama koje odgovaraju
molekulskim masama veéim od 200 kDa, u solubilizovanom izolatu EV-N (Slika 19A, frakcije 14,
17) i EV-O (Slika 19B, frakcije 14, 17), dolazi do gubitka traka u regionu molekulskih masa veéih
od 66 kDa (ne detektuje se prostazomski potpis) kao i u regionu molekulskih masa manjih od 45
kDa (u poredenju sa nativnim EV-N i EV-O, slika 13).

Na elucionim pozicijama koje odgovaraju molekulskim masama manjim od 200 kDa, u
solubilizovanom izolatu EV-N (Slika 19A, frakcije 20 i 22) i EV-O (Slika 19B, frakcije 20 i 22),
detektovane su proteinske trake koje su oslobodene iz membranskih domena koji su osetljivi na TX-
100 i lumena EV. Njihov profil je ukazivao na izraZzenu agregaciju (Slika 19A, frakcije 20 i 22) a
promene (broj, zastupljenost i opseg molekulskih masa pojedinacnih traka) su bile viSe izrazene kod
solubilizovanih EV-O (Slika 19B) nego solubilizovanih EV-N (Slika 19A).

A EV-N+TX-100 |B EV-O +TX-100
F14 F17 F18 F20 F22 F14 F17 F18 F20 F22

ol L1 AL Ll
v i
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Slika 19. Proteinski profil solubilizovanih EV

Reprezentativni elektroforetski profil frakcija solubilizovanih EV nakon razdvajanja gel fitracijom
na koloni Sephadex G200. Proteini su bojeni srebrom. Odabrane frakcije su analizirane bez
podesavanja koncentracije, da bi se uocile razlike u elucionim profilima pojedina¢nih proteina.
Brojevi oznac¢avaju molekulsku masu (kDa) standarda. F: broj frakcije; TX-100: Triton X-100.

A. EV-N + TX-100: solubilizovane EV iz normospermi¢nih uzoraka SP; B. EV-O + TX-100:
solubilizovane EV iz oligospermi¢nih uzoraka SP.

39



4.1.3.2. b-GGT na membranskim domenima otpornim na dejstvo deterdzenta

Uvid u distribuciju b-GGT na membranskim domenima koji su otporni na dejstvo deterdzenta
dobijen je pradenjem promene elucionog volumena i redistribucije i/ili razdvajanja GGT i
tetraspanina (integralni membranski proteini), Con A- i WGA-reaktivnih glikana (ve¢inom periferni
membranski proteini) kao i Gal-3 (Slika 20 i 21). Poredenje elucionih profila nativnih EV-N i
solubilizovanih EV-N na koloni Sephadex G200 pokazuje redistribuciju GGT (Slika 20c, frakcije
20-24), CD63 (Slika 20c, frakcije 20-24), kao i WGA-reaktivnih membranskih glikana (Slika 20b,
frakcije 18-22).

Tetraspanin CD9 i Gal-3 se, nakon solubilizacije EV-N, iskljuc¢ivo eluiraju na poziciji membranskih
domena otpornih na deterdzent (molekulska masa veca od 200 kDa) (Slika 20c i 20d, frakcije 14-
18). Na ovoj poziciji se, takode, eluiraju Con A-reaktivni membranski glikani ali se uocava
smanjenje ukupne lektinske reaktivnosti u poredenju sa nativnim EV-N (Slika 20a, frakcije 14-18).
Nakon solubilizacije EV-N, tetraspanin CD81 se ne moze detektovati ni u jednoj frakciji (Slika 20c
i 12d).

Solubilizacija EV-O dovodi do redistribucije GGT (Slika 21c, frakcije 20-24), CD63 (Slika 21d,
frakcije 20-24), i dela WGA-reaktivnih membranskih glikana (Slika 21b, frakcije 8-10). Ukupni
Con A-reaktivni membranski glikani su smanjeni, i ne dolazi do njihove redistribucije (Slika 21a,
frakcije 14-18).

CD9 i Gal-3 se kod solubilizovanih EV-O eluiraju (Slika 21 i 21d, frakcije 14-18) na poziciji
membranskih domena otpornih na deterdzent (molekulska masa veéa od 200 kD) ali se, za razliku
od solubilizovanih EV-N, njihovi elucioni profili samo delimi¢no preklapaju. Tetraspanin CD81 se,
nakon solubilizacije EV-O, ne moze detektovati ni u jednoj frakciji (Slika 21¢ i 21d), isto kao kod
solubilizovanih EV-N.
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Slika 20. Distribucija b-GGT na membrani EV-N

Gel filtracija EV-N na koloni Sephadex G200. (a) Detekcija Con A-reaktivnih (Con A-R)
membranskih glikana na nativnim EV-N (EV-N, narandZasta linija) i solubilizovanim EV-N (EV-N
+ TX100, ljubicasta linija); (b) Detekcija WGA-reaktivnih (WGA-R) membranskih glikana na
nativnim i solubizovanim EV-N; (c¢) Detekcija GGT (pracena merenjem ukupne enzimske
aktivnosti (U/L)) na nativnim i solubilizovanim EV-N. Horizontalnom naradzastom linijom
oznacen je region u kom je detektovana CD63-, CD81-, CD9- i Gal-3- imunoreaktivnost nativnih
EV-N (rezultati imunodot blota nisu prikazani). Horizontalnom ljubiastom linijjom je oznacen
region u kom je detektovana CD63-, CD81-, CD9- i Gal-3- imunoreaktivnost solubilizovanih EV-N
(imunodot blot, panel d). Zapremina frakcije 1 mL. A450: apsorbancija na 450 nm; Gal-3: galektin-
3; TX-100: Triton X100; EV-N: nativne EV iz normospermi¢nih uzoraka SP; EV-N + TX-100:
solubilizovane EV iz normospermi¢nih uzoraka SP.

Imunodot blot. (d) Detekcija tetraspanina: CD63, CD81, CD9 i Gal-3 u frakcijama solubilizovanih
EV-N, razdvojenih gel filtracijom. Prisustvo TX-100 dovodi do razlivenog izgleda tacaka. F:
frakcija.
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Slika 21. Distribucija b-GGT na membrani EV-O

Gel filtracija EV-O na koloni Sephadex G200. (a) Detekcija Con A-reaktivnih (Con A-R)
membranskih glikana na nativnim EV-O (EV-O, narandzasta linija) i solubilizovanim EV-O (EV-O
+ TX100, ljubicasta linija); (b) Detekcija WGA-reaktivnih (WGA-R) membranskih glikana na
nativnim i solubizovanim EV-O; (c) Detekcija GGT (pra¢ena merenjem ukupne enzimske
aktivnosti (U/L)) na nativnim i solubilizovanim EV-O. Horizontalnom naradzastom linijom
oznacen je region u kom je detektovana CD63-, CD81-, CD9- i Gal-3- imunoreaktivnost nativnih
EV-O (rezultati imunodot blota nisu prikazani). Horizontalnom ljubicastom linijom je oznacen
region u kom je detektovana CD63-, CD81-, CD9- i Gal-3- imunoreaktivnost solubilizovanih EV-O
(imunodot blot, panel d). Zapremina frakcije 1 mL. A450: apsorbancija na 450 nm; Gal-3: galektin-
3; TX-100: Triton X100; EV-O: nativne EV iz oligospermi¢nih uzoraka SP; EV-O + TX-100:
solubilizovane EV iz oligospermi¢nih uzoraka SP.

Imunodot blot. (d) Detekcija tetraspanina: CD63, CD81, CD9 i Gal-3 u frakcijama solubilizovanih
EV-O, razdvojenih gel filtracijom. Prisustvo TX-100 dovodi do razlivenog izgleda tacaka. F:
frakcija.
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4.2. Glikobiohemijska karakterizacija molekulskih obrazaca koji sadrze GGT u
solubilnom subproteomu semene plazme

4.2.1. Distribucija GGT u solubilnom subproteomu semene plazme

U S100 frakciji SP (100000 x g supernatant), koja predstavlja sol P, detektovana je GGT aktivnost
koja potic¢e od solubilnih molekulskih formi GGT: m-GGT, s-GGT i f-GGT. S100-N, frakcija iz
normospermic¢nih uzoraka SP, je sadrzala 97,6%, dok je S100-O, frakcija iz oligospermi¢nih
uzoraka SP, sadrzala 94,9% ukupne enzimske aktivnosti GGT.

Inicijalni uvid u molekulske forme GGT u solubilnom subproteomu semene plazme (sol P) je
dobijen gel filtracijom S100 frakcije na koloni Sephadex G200, pod eksperimentalnim uslovima
koji su primenjeni za preSi¢avanje EV iz uparene T100 frakcije (100000 x g talog). Elucioni profili
GGT iz solubilnog subproteoma normospermi¢nih uzoraka semene plazme (sol P-N) i solubilnog
subproteoma oligospermi¢nih uzoraka SP (sol P-O) su pokazali, da se maksimum GGT aktivnosti,
u oba uzorka, eluira na poziciji bliskoj poziciji b-GGT, a da se minorni deo eluira na poziciji f-GGT
(Slika 22).

700 -
'l' 50| P-N
600 -

500
400 -

GGT (U/L)

300 -
200 -
100 -

0 ; : U ‘ ‘ * \ : L ' !
2 4 6 8 10121416 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
broj frakcije

Slika 22. Gel filtracija solubilnog subproteoma semene plazme na koloni Sephadex G200
Elucija GGT je pra¢ena merenjem ukupne enzimske aktivnosti (U/L). Zapremina frakcije 1 mL.
Kolona je kalibrisana prema elucionoj poziciji b-GGT na nativnim EV (strelica; molekulska masa
veca od 2000 kDa) i f~GGT koja je oslobodena iz membrana EV (vrh strelice; molekulska masa ~
70 kDa). sol P-N: solubilni subproteom normospemicnih uzoraka SP, sol P-O: solubilni subproteom
oligospemic¢nih uzoraka SP.
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Frakcije sol P-N i sol P-O koje su razdvojene gel filtracijom na koloni Sephadex G200, i u kojima je
detektovana GGT aktivnost (Slika 22, frakcije 14 i 16) su pokazale komparabilne elektroforetske
profile proteina (Slika 23A) i glikoproteina (Slika 23B, C).

Detektovana je glavna proteinska traka molekulske mase 120 kDa (Slika 23A), i minorne trake u
regionu molekulskih masa manjih od 80 kDa koje su bile uocljivije kod sol P-O. Nacin
elektroforetskog razdvajanja proteina je ukazivao na izrazenu agregaciju.

WGA-reaktivni glikoproteini u frakcijama sol P-N i sol P-O (Slika 23B) su, isklju¢ivo, detektovani
u gelu za koncentrovanje kao i na granici gela za koncentrovanje i gela za razdvajanje. Ove pozicije
odgovaraju glikokonjugatima ekstremno velikih molekulskih masa, a nacin razdvajanja (smeared
traka) ukazuje na moguce prisustvo mucina.

U oba ispitivana uzorka, Con A-reaktivni glikoproteini (Slika 23C) su, takode, detektovani u
regionu ekstremno velikih molekulskih masa (slicno WGA-reaktivnim glikoproteinima) ali i u
regionu molekulskih masa manjih od 80 kDa (slicno proteinima). Detektovana je glavna traka na
120 kDa, i trake na 150 kDa, 100 kDa, 60 kDa i 40 kDa, koje su bile uocljivije kod sol P-N. Nacin
elektroforetskog razdvajanja je ukazao na njihovo moguée prisustvo u agregatima Con A-reaktivnih
glikoproteina 1/ili razli¢itih proteina.

A proteini B WGA-R C Con A-R
Sol P-N  Sol P-O Sol P-N  Sol P-O Sol P-N  Sol P-O
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Slika 23. Proteinski i glikoproteinski profil sol P frakcija koje sadrZe solubilnu GGT

Sol P-N i sol P-O frakcije razdvojene gel filtracijom na koloni Sephadex G200 (Slika 22, frakcije 14
i 16) su analizirane 10% SDS-PAG elektroforezom pod redukujué¢im i denaturiSu¢im uslovima.
Proteini su bojeni srebrom (A) ili su preneseni na membranu i detektovani lektinskim-blotom (B,
C). A. Reprezentativni obrazac ukupnih proteina: oznacena je glavna proteinska traka na 120 kDa
(*). B. Reprezentativni obrazac WGA-reaktivnih glikoproteina. C. Reprezentativni obrazac Con A-
reaktivnih glikoproteina. Brojevi oznacavaju molekulsku masu (kDa) standarda. WGA-R: Wheat
Germ aglutinin- reaktivni glikoproteini. Con A-R: konkanavalin A-reaktivni glikoproteini. Sol P-N:
solubilni subproteom normospermi¢nih uzoraka SP; Sol P-O: solubilni subproteom oligospermi¢nih
uzoraka SP. F: frakcija.

Da bi se ustanovilo poreklo GGT forme velike molekulske mase u sol P, primenjen je postupak koji
se standardno koristi za izolovanje imunoglobulina (uklanja GGT u kompleksu sa IgG/IgA) i
lipidnih Cestica (uklanja GGT u kompleksu sa EV / lipoproteinskim Cesticama) a koji se zasniva na
njihovoj precipitaciji rastvorom PEG. Dobijeni rezultati su ukazali da GGT velike molekulske mase
u sol P-N kao i u sol P-O, ne poti¢e od ovih molekulskih kompleksa, buduéi da je 2,5-5,6% od
ukupne GGT aktivnosti bilo detektovano u precipitatu. Polaze¢i od ovih rezultata, kao i rezultata gel
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filtracije na Sephadex G200, dalja analiza GGT u sol P je vrSena na koloni Sepharose 2B koja ima
opseg frakcionisanja pogodan za razdvajanje komponenata velike molekulske mase.

4.2.2. Proteinski i glikoproteinski profil frakcija koje sadrZe solubilne molekulske
forme GGT

Gel filtracija sol P-N na koloni Sepharose 2B je pokazala da se GGT aktivnost eluira kao dva do tri

delimic¢no razdvojena pika (Slika 24Aa ). Udeo GGT pikova u ukupnoj povrsini pikova eluirane
GGT aktivnosti iznosio je: na poziciji b-GGT (14,9%), s-GGT (52,8%) i f-GGT (32,3%).

Distribuciju GGT aktivnosti (u rasponu molekulskih masa b-GGT i s-GGT) je pratila distribucija
proteinske trake molekulske mase 120 kDa (Slika 24Ab). Con A- (Slika 24Ba) i WGA-reaktivni
glikani (Slika 24Bb) sol P-N su eluirani kao dva delimi¢no razdvojena pika ¢iji se odnos razlikovao.

Polaze¢i od specifi¢nog elektroforetskog profila (Slika 23A) i WGA- reaktivnosti sol P frakcija
velike molekulske mase (Slika 23B) ispitano je prisustvo mucina u frakcijama razdvojenim na
Sepharose 2B koloni (Slika 24C). Dobijeni rezultati su pokazali jedan pik mucinskog antigena
CA19-9 koji se eluira na poziciji koja odgovara molekulskoj masi b-GGT i dva pika mucinskog
antigena CA125 koji se eluiraju u rasponu molekulskih masa b-GGT i s-GGT.

Gel filtracija sol P-O na koloni Sepharose 2B je, sli¢cno kao i sol P-N, pokazala da se GGT eluira u
Sirokom opsegu masa kao dva do tri slabo razdvojena pika (Slika 25Aa). Udeo GGT pikova u
ukupnoj povrsini pikova eluirane GGT aktivnosti iznosio je: na poziciji b-GGT (24,6%), s-GGT
(42,5%) i f-GGT (32,9%).

Sli¢no kao i u slucaju sol P-N, distribuciju GGT aktivnosti u sol P-O (u rasponu molekulskih masa
b-GGT i s-GGT) je pratila distribucija, proteinske trake na 120 kDa (Slika 25Ab), a Con A- (Slika
25Ba) i WGA-reaktivni glikani (Slika 25Bb) su bili eluirani kao dva delimi¢no razdvojena pika.
Mucinski antigen CA19-9 se, za razliku od sol P-N, u sol P-O eluirao kao dva pika u rasponu
molekulskih masa b-GGT i s-GGT, dok se CA125 eluirao kao jedan pik na poziciji koja odgovara
molekulskoj masi s-GGT (Slika 25C).
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Slika 24. Distribucija GGT i koeluiranih proteina i glikoproteina u frakcijama solubilnog
subproteoma normospermicnih uzoraka semene plazme

A. Proteini. (a) Elucija GGT sa kolone Sepharose 2B je pracena merenjem ukupne enzimske
aktivnosti (U/L). Kolona je kalibrisana prema elucionoj poziciji b-GGT na nativnim EV (strelica;
molekulska masa veca od 2000 kDa) i f-GGT koja je oslobodena iz membrana EV (vrh strelice;
molekulska masa ~ 70 kDa). Eluicioni volumeni GGT formi su oznaceni (arbitrarno) na sledeci
nacin: b-GGT, frakcije 8-12; s-GGT, frakcije 12-22 i -GGT, frakcije 22—-26. Zapremina frakcije 1
mL. (b) Denzitometrijski hromatogram ( JEE ) proteinske trake molekulske mase 120 kDa (Slika
23A). Intenzitet trake je izrazen u arbitrarnim jedinicama (a.u). B. Glikani. Elucija Con A- (a) i
WGA-reaktivnih glikana (b) sa kolone Sepharose 2B je pracena merenjem lektinske reaktivnosti
imobilisanih frakcija. Zapremina frakcije 1 mL. A450: apsorpcija na 450 nm. Con A-R:
konkanavalin A-reaktivni glikani. WGA-R: Wheat Germ aglutinin- reaktivni glikani. C. Mucini.
Elucija mucinskih antigena: CA 19-9 (plava linija) i CA125 (crvena linija) sa kolone Sepharose 2B
je pracena merenjem njihove koncentracije (1U/mL).
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Slika 25. Distribucija GGT i koeluiranih proteina i glikoproteina u frakcijama solubilnog
subproteoma oligospermic¢nih uzoraka semene plazme

A. Proteini. (a) Elucija GGT sa kolone Sepharose 2B je pracena merenjem ukupne enzimske
aktivnosti (U/L). Kolona je kalibrisana prema elucionoj poziciji b-GGT na nativnim EV (strelica;
molekulska masa ve¢a od 2000 kDa) i f-GGT koja je oslobodena iz membrana EV (vrh strelice;
molekulska masa ~ 70 kDa). Eluicioni volumeni GGT formi su oznaceni (arbitrarno) na sledeci
nacéin: b-GGT, frakcije 8-12; s-GGT, frakcije 1222 i f-GGT, frakcije 22—26. Zapremina frakcije 1
mL. (b) Denzitometrijski hromatogram ( ) proteinske trake molekulske mase 120 kDa (Slika
23A). Intenzitet trake je izrazen u arbitrarnim jedinicama (a.u). B. Glikani. Elucija Con A- (a) i
WGA-reaktivnih glikana (b) sa kolone Sepharose 2B je pra¢ena merenjem lektinske reaktivnosti
imobilisanih frakcija. Zapremina frakcije 1 mL. A450: apsorpcija na 450 nm. Con A-R:
konkanavalin A-reaktivni glikani. WGA-R: Wheat Germ aglutinin- reaktivni glikani. C. Mucini.
Elucija mucinskih antigena: CA 19-9 (plava linija) i CA125 (crvena linija) sa kolone Sepharose 2B
je pracena merenjem njihove koncentracije (1U/mL).
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4.3. Referentni parametri za anotaciju molekulskih formi GGT

Rekapitulacija analize molekulskih obrazaca koji sadrze GGT u EV i sol-P SP, u pogledu
lokalizacije, komponenata i analitickih parametara, je prikazana u tabeli 6. Na osnovu bazi¢nih
metodoloskih 1 bioloskih principa koris¢enih za razdvajanje i detekciju individualne molekulske
forme GGT, ustanovljeni su referentni parametri: glikanski potpis, solubilizacioni potpis i
homologni / heterologni kompleks, koji bi se mogli koristiti za anotaciju njene strukturne
heterogenosti. Ovaj pristup se bazirao na analogiji sa uspostavljenim i prihvacenim sistemom
identifikacije EV iz SP, koje opisuje tzv. prostazomski potpis a koji Cine tri proteinske trake

definisane molekulske mase.

Tabela 6. Rekapitulacija analize molekulskih obrazaca koji sadrze GGT u semenoj plazmi

Molekulski obrazac koji sadrzi GGT

Ustanovljen Mosué
Lokalizacija Komponente Analiti¢ki parametri referentni 0 r?rﬁgrclg
parametar
1. Ukupna / specificna
EV L e aktivnost GGT
* Membrana 2. Tetraspanini : , .
EV 3. Galektin-3 2 - 4. Imunoreaktivnost G;![k?snskl
4. Membranski Potp
e Membrana proteini
populacija EV ) )
5 Membranski 5. Lektinska reaktivnost
glikoproteini Anotacija
b-GGT
EV 1. Ukupna aktivnost
1. b-GGT GGT
e Membranski Solubilizacioni
domen otporan . potpis
na dejstvo 2 Tetraspanml 2 - 3. Imunoreaktivnost
. 3. Galektin-3
deterdzenta
Sol P .
- 1 GGT 1. Ukupna aktivnost 3
. c GGT Anotacija
e Frakcija m-GGT
ina > i ini . .
g(r)%tg;(rga % LGP 2. Lektinska reaktivnost Homologni /
e Frakcija 3. Proteini . heterologni
proteina > 1000 & (el e kompleks GGT  Anotacija
kDa 4. 19A 119G s-GGT
e Frakcija 5.Lipoproteinske { s e
proteina > 250 Cestice '
kDa

48




Analiticki parametari selektovanih komponenti molekulskog obrasca koji sadrzi GGT, ukazali su na
razlike u anotiranoj b-GGT formi izmedu normospermic¢nih i oligospermi¢nih uzoraka SP (Tabela
7). One su se odnosile na prezentaciju glikana na nativnim EV populacijama (poglavlje 4.1.2.) i na
distribuciju TS i Gal-3, na membranskim domenima EV otpornim na dejstvo deterdZenta (poglavlje
4.1.3.). Anotacija b-GGT iz SP, na osnovu glikanskog potpisa ili solubilizacionog potpisa, bi mogla
uticati na njen biomarkerski potencijal, §to zahteva dalje ispitivanje i potvrdu u fazama validacije i
standardizacije.

Kod solubilnih  formi GGT, pod datim eksperimentalnim uslovima, glikobiohemijska
karakterizacija nije ukazala na razlike.

Tabela 7. Poredenje anotiranih molekulskih formi GGT normospermic¢nih i oligospermi¢nih
uzoraka semene plazme

Odnos udela definisanih
populacija EV
S-EIET AEIE u kontekl:‘;l? ngentaci' 4
glikanskim potpisom JELZE Rl Promene u povrSinskom
WGA-reaktivnih glikana sastavu definisanih populacija
EV
b-GGT anotirana b-GGT Promene u distribuciji
solubilizacionim u kontekstu distribucije molekula na membranskim
potpisom CD9i Gal-3 domenima EV otpornim na
deterdzent
s-GGT/m-GGT
anotirane homolognim / Ne postoji razlika Odnos udela GGT u
heterolognim solubilnom subproteomu i EV
kompleksom
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5. Diskusija

5.1. Definisanje referentnih parametara i anotacija molekulskih formi GGT

Rezultati ovog rada, na osnovu kojih su ustanovljeni referentni parametri za anotaciju GGT formi
velike molekulske mase, upotpunili su osnovna znanja o heterogenosti ovog molekula i ukazali da
se GGT moze razmatrati ne samo kao individualni, ve¢ i kompozitni biomarker.

Istovremeno postojanje razli¢itih molekulskih formi GGT u telesnim te¢nostima ukazuje na
generalni znacaj i potrebu razlikovanja dopirinosa membranske i solubilne forme enzima ukupnoj
GGT aktivnosti koja se meri standardnim laboratorijskim testovima. Definisanje referentnih
parametara, koji ¢e anotirati odredenu molekulsku formu GGT na osnovu molekulskog obrasca,
moze se smatrati kao vredan dodatak i potencijalni faktor diferencijacije pri standardnom
odredivanju GGT aktivnosti, a ovo je prva studija takve vrste. Postoji paralela izmedu ovog pristupa
i pristupa koji se zasniva na odredivanju strukturnih karakteristika odredenog biomarkera, sa ciljem
poboljsanja dijagnostickog potencijala koji se primarno zasniva na odredivanju njegove
koncentracije. Pored ovoga, dobijeni rezultati otvaraju i mogu¢nost da se GGT ne odreduje samo u
serumu (ili drugoj nefrakcionisanoj telesnoj tec¢nosti), ve¢ i na EV, koje su i same danas prepoznate
kao analit te¢ne biopsije od posebnog znacaja. Definisanje referentnih parametara (glikanski potpis,
solubilizacioni potpis i homologni/heterologni kompleksi) za anotaciju molekulskih formi GGT
predstavlja originalni nau¢ni doprinos i ovo je prva studija takve vrste. Imajuc¢i u vidu esencijalna
svojstva glikana koja ¢ine EV heterogenim analitom, uvodenje povrSinskih glikoparametara je
znacajno za poredenje izolata dobijenih razli¢itim metodama, kao i za bolji uvid u heterogenost
svake pojedinacne molekulske forme GGT, posebno b-GGT.

Polazeci od cinjenica da bi heterogenost i/ili razlika u b-GGT na ¢estici-membrani EV i solubilnim
GGT formama koje takode imaju veliku molekulsku masu (s-GGT, m-GGT) mogla biti posledica
razlicitog porekla (sekretorne vezikule u odnosu na specifi¢ne granule), ili naknadne modifikacije u
nekim patofizioloskim stanjima, analiti¢ki koncept glikobiohemijske karakterizacije molekulskih
obrazaca koji sadrze GGT je proistekao iz odgovarajuce bioloske prezentacije i lokalizacije
odredenog molekula na membrani ili u molekulskom kompleksu.

Poredenje rezultata razdvajanja EV-N i EV-O pomo¢u LAH, ukazalo je da postoji medusobna
razlika u prezentaciji b-GGT u kontekstu WGA-reaktivnih glikana na odgovarajué¢im populacijama
EV. Pokazano je da EV bivaju modifikovane prolaskom kroz WGA kolonu, $to se manifestovalo
diskretnim izmenama njihovog oblika i proteinskog profila, kao i smanjenjem specifi¢ne aktivnosti
GGT. Ustanovljeno je da se, takode, menja i TS/Gal-3 profil, tj. na populacijama EV-N koje ne
vezuje WGA detektuju se CD63 i Gal-3, ali ne i CD81, dok se na populacijama EV-O koje ne
vezuje WGA detektuju CD63, CD81 i Gal-3. Populacije EV-N i EV-O koje vezuje WGA bile su
slicne, tj. detektovan je samo CD63. Istovremeno, nije nadena razlika u prezentaciji b-GGT u
kontekstu Con A-reaktivnih glikana. Uocene su, medutim, populacije EV-N i EV-O koje su
reagovale sa Con A i koje su se razlikovale od vezikula koje nisu reagovale sa Con A, a koje su
imale tzv. prostazomski potpis. U prilog ovome govori dobijeni rezultat TEM koja otkriva
karakteristiCan oblik i elektronsku gustinu ove populacije i kod EV-N, kao i kod EV-O. Postoji
mogucnost da one predstavljaju drugi tip vezikula, npr. lipidne vezikule, ili posebnu populaciju EV
iz SP, ali ovo nije dalje analizirano zbog niske ukupne GGT aktivnosti.

Na osnovu ispitivanja prezentacije b-GGT u odnosu na povrsinske glikane nativnih populacija EV-
N i EV-O, definisani su njihovi referentni glikanski potpisi. Glikanski potpis pruza kvalitativne
podatke na osnovu kojih se anotira b-GGT, i na osnovu kojih se EV mogu medusobno razlikovati
bez potrebe za ispitivanjem njihovog intravezikularnog sadrzaja ili proteina karakteristicnih za
odredeni celijski tip. Sortiranje 1 transport razliitih proteina, generalno, zavisi od razli¢itih
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posttranslacionih modifikacija, ukljucujué¢i glikozilaciju. Pored toga, distribucija, lokalizacija i
odrzavanje molekulskih okruzenja u smislu doprinosa razli¢itih ekstracelularnih ili celularnih
struktura kompoziciji EV, predstavljaju rezultat ravnoteze izmedu puteva egzocitoze i endocitoze.
Sve ovo moze znacajno uticati na povrSinski, ali i membranski sastav EV, a samim tim i na
aktivnost GGT, $to ukazuje da su glikani tj. glikanski potpis relevantni kao referentni parametri.

Poredenje rezultata razdvajanja EV-N i EV-O u odnosu na membranske domene otporne na dejstvo
deterdzenta ukazalo je na znacajne razlike u solubilizaciji svakog TS, kao i u njihovoj povezanosti
sa GGT 1 Gal-3. Kada se efekat TX-100 na EV-N uporedi sa efektom na EV-O, moze se videti
sli¢nost u pogledu preraspodele ispitivanih membranskih glikoproteina, uklju¢uju¢i GGT, za koje se
pretpostavlja da su uglavnom deo korone EV. Nasuprot tome, izrazenija razlika je pronadena u
preraspodeli integralnih membranskih proteina (TS) kao i Gal-3. GGT se, najve¢im delom,
solubilizuje i razdvaja kao i CD63 i Con A-reaktivni glikani. Manjim delom, GGT ostaje u
domenima koji su otporni na dejstvo deterdZenta i tu distribuciju prate CD9, Gal-3 i WGA-reaktivni
glikoproteini.

Dobijeni rezultati su pokazali i da postoji razlika u prisustvu CD9 i Gal-3 u molekulskim obrascima
koji sadrze b-GGT na membranskim domenima EV-N i EV-O koji su otporni na dejstvo
deterdzenta. Kod EV-O, TX-100 deluje na CD9 i Gal-3 u smislu njihove medusobne segregacije, t;.
izgleda da oni ne ostaju u potpunosti kolokalizovani u membranskim domenima otpornim na
deterdzente, kao S$to je zapazeno za EV-N. Elucioni profili solubilizovanih EV ukazuju da dolazi do
formiranja razli¢itih kompleksa velike molekulske mase. Ovo bi bilo u skladu sa rezultatima TEM
koji su pokazali da CD9 u EV-N ostaje u vezikularnim strukturama nerastvorljivim u deterdzentu,
dok u EV-0, moze biti deo agregiranih proteina i lipida. Sto se tice CD81, ranije je pokazano da on
interaguje sa GGT (149). Primenjene metode detekcije, medutim, ne omogucavaju da se ustanovi
ko-distribucija GGT i CD81 kod EV iz SP. Ovo moze biti povezano sa podacima koji ukazuju da
razli¢ita antitela razlicito prepoznaju CDS81 ako je u TS-mrezi, ili ako je mreza narusena dejstvom
TX-100 (150).

Ispitivani tipovi glikana najve¢im delom su bili oslobodeni iz membrane EV. Promene izazvane
deterdzentom su, medutim, bile razli¢ite i to je uticalo na razlike u detekciji Con A- i WGA-
reaktivnih glikana pod primenjenim eksperimentalnim uslovima. Ovo je bilo posebno primetno u
slu¢aju WGA-reaktivnih glikana. Stvaranje autoagregata ili heterolognih kompleksa, kao i mesovito
oslobadanje glikolipida/lipoproteina (izrazeno kod EV-O), moze da ometa vezivanje lektina i
samim tim i detekciju.

Na osnovu ispitivanja distribucije b-GGT u odnosu na membranske domene EV-N i EV-O,
definisani su njihovi referentni solubilizacioni potpisi. Odredivanje solubilizacionog potpisa ima
uporiste u podacima koji ukazuju na specifi¢an lipidni sastav membrane EV, posebno onih iz SP
(151). Solubilizacioni potpis se moze posmatrati kao sveobuhvatni faktor na osnovu kojeg se moze
utvrditi razlika u povrSinskim svojstvima (lokalizacija membranskih ili perifernin komponenti
molekulskog obrasca) EV u kontekstu fizioloskog stanja, izvora ili metodoloskog pristupa
primenjenog za izolaciju, kao i za identifikaciju razli¢itih tipova vezikula. Polaze¢i od
pretpostavljene uloge EV u celijskoj komunikaciji, uvid u solubilizacioni potpis bi mogao biti
osnova za razmatranje doprinosa GGT 1 TS funkcionalnosti membrane EV. Pored toga, ovaj pristup
moze biti osnova i za prosirenje istrazivanja razli¢itih pitanja sloZzenosti membrane, za koja se
uglavnom koristi Celijska plazma membrana kao model, na model membrane EV. Uvid u obrasce
distribucije TS na razli¢itim membranskim domenima moze prosiriti njihovu dosadasnju primenu
kao markera EV. Stavise, posto TS imaju ulogu u ¢éelijskoj adheziji, pokretljivosti i formiranju
metastaza, kao 1 u Celijskoj aktivaciji i prenosu signala, moguce razlike u njihovoj organizaciji
mogu imati biomedicinski znacaj (152-154). Dakle, solubilizacioni potpis TS ili EV mogao bi
povezati njihovu strukturu sa funkcionalnim promenama u razli¢itim patofizioloskim stanjima.
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Poredenje rezultata razdvajanja solubilnih molekulskih formi GGT iz sol P-N i sol P-O, ukazalo je
da ne postoje izrazite medusobne razlike. U oba slucaja, detektovan je Sirok obrazac elucije GGT
velike molekulske mase (u rasponu molekulskih masa b-GGT, m-GGT, s-GGT), §to moze
sugerisati da vecina enzima nije liSena hidrofobnog domena odgovornog za interakciju izmedu
samih molekula GGT ili interakciju GGT sa razli¢itim molekulima. U poredenju sa podacima
dobijenim analizom drugih bioloskih te¢nosti, u solubilnom subproteomu SP udeo f-GGT forme je
bio manji od udela s-GGT.

Analizom proteinskog i glikoproteinskog profila frakcija sol-P koje sadrze GGT i koje su
razdvojene na osnovu molekulske mase, uo¢eno je da postoji preklapanje distribucije 120 kDa
proteinske i Con A-reaktivne trake. Sto se ti¢e distribucije drugih Con A-reaktivnih glikana
(smeared traka ekstremno velike molekulske mase), oni su pretezno detektovani u rasponu
molekulskih masa b-GGT i m-GGT, ali ne i sS-GGT gde su uoceni Con A-reaktivni glikani manjih
molekulskih masa. Poznato je da je ponaSanje GGT tokom elektroforetskog razdvajanja
nestandardno jer molekul ispoljava rezistenciju na SDS, a profil karakteriSe prisutvo oligomera
lakih subjedinica, teskih subjedinica ili meSovitih oligomera (155). Pored toga, postoji Sirok opseg
detektovanih molekulskih masa (zbog razlika u glikozilaciji), Sto sve uti¢e na tumacenje dobijenih
rezultata. U poredenju sa molekulskim obrascem koji sadrzi b-GGT na membrani EV, molekulski
obrasci solubilnih molekulskih formi GGT su bili uoéljivo razli¢iti u odnosu na prisustvo Con A-
reaktivnih glikana (u odnosu na njihove molekulske mase i brojnost), kao i WGA-reaktivnih glikana
(u odnosu na brojnost). Pored toga, analiza glikanske kompozicije molekulskih obrazaca koji sadrze
solubilni GGT je pokazala da su WGA-reaktivni glikani (smeared traka ekstremno velike
molekulske mase) dominantni u odnosu na molekulski obrazac b-GGT na EV. Elektroforetsko
razdvajanje (izgled i molekulska masa) WGA-reaktivnih glikana govore u prilog tome da bi oni
mogli poticati od mucina, za koje je poznato da imaju karakteristican profil u SP.

Postoji moguénost da bi GGT mogla biti jedna od komponenata interaktoma mucina za koji je
ranije pokazano da sadrzi glutation (GSH) i enzime povezane sa GSH. Ova povezanost nije
ispitivana, ali postoje indirektni podaci koji su dobijeni na EV iz amnionske tecnosti i koji su
pokazali njihovu vezu sa mucinom 16, tj. CA125 antigenom (156). GGT igra klju¢nu ulogu u
homeostazi glutationa (GSH), posredstvom razgradnje ekstracelularnog GSH, ali i pokretanjem
metabolizma glutation S-konjugata kao proizvoda antioksidativnih procesa (157). Znacaj postojanja
pretpostavljenih kompleksa GGT-mucin nije jo$ razresen, S obzirom na to da interakcija glutation
S-transferaze sa mucinima uti¢e na njihova reoloska svojstva (158). Ova interakcija moze imati
modulatornu ulogu, u smislu inhibicije ili poja¢avanja aktivnosti povezanih enzima. Do sada je
predloZzena moguca upotreba odnosa CA19-9 prema ukupnom serumskom GGT za predvidanje
recidiva i dugoroéne prognoze pacijenata sa karcinomom glave pankreasa i holangiokarcinomom
(159,160).

Na osnovu ispitivanja solubilnih formi GGT u odnosu na ko-distribuciju selektovanih klju¢nih
komponenata molekulskog obrasca, definisani su njihovi referentni homologni/heterologni
kompleksi. Dostupni literaturni podaci, dobijeni ispitivanjem otpornosti solubilnih GGT kompleksa
na dejstvo razli¢itih kombinacija proteolitickih enzima i deterdzenata, govore da postoji moguénost
postojanja GGT velike molekulske mase koja nije povezana sa membranom EV, ve¢ je rezultat
ukljuéivanja GGT u makromolekulske proteinske komplekse (161). Analiza solubilnog
subproteoma SP, tako, pruza dodatni uvid u nacin na koji se GGT u SP angazuje u razliitim
molekulskim okruzenjima koje omogucavaju specificne bioloSke aktivnosti.
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5.2. Koncept glikobiohemijske karakterizacije
5.2.1. Molekulski obrazac i klju¢ne komponente

Molekulski obrazac je deskriptivna kategorija odnosno pojam. Glavni Kriterijum za njegovo
definisanje i poredenje je reaktivnost (imuno-/lektinska-) odredenog molekula a ne njegova
koncentracija kao matematicka veli¢ina koja se moze analizirati statistickim metodama. Vrednosti
dobijenih analitickih parametara se, tako, ne odnose na jedan specificni homogeni molekul ili
entitet, ve¢ poticu od vise entiteta (npr. lektinskoj reaktivnosti doprinose brojni Con A ili WGA
reaktivni glikoproteini, a ne samo jedan). Pored toga, imunoreaktivnost ili enzimska aktivnost nisu
direktno povezani sa koncentracijom odredenih analita, ve¢ su pod znacajnim uticajem sredine u
kojoj su oni eksprimirani/lokalizovani (npr. dostupnost epitopa ili aktivnhog mesta). Prema
primenjenom konceptu, svaka promena molekulskog obrasca je bioloski znacajna jer povrSinsko
svojstvo utice na interakcije 1 funkcije bioaktivnih membranskih molekula.

GGT, kao klju¢na komponenta istrazivanog molekulskog obrasca, analizirana je na nekoliko nivoa
koji su obuhvatili razli¢ite komponente sa njom povezanih molekulskih aranzmana. U osnovi,
distribucija 1 sastav ovih aranzmana zavise od strukture, transportera i/ili liganda (interagujuci
proteini) za svaki pojedina¢ni molekul koji ulazi u njegov sastav. Molekulski obrazac koji sadrzi
GGT, na ovaj nacin, objedinjuje molekule na osnovu zajednickog bioloskog puta (sekretorni aparat
¢elije 1 povezani mehanizmi postranslacionih modifikacija). Ovo je suStinska razlika u odnosu na
multimarkerske panele koje poznajemo i koji se, uobi¢ajeno formiraju prema ciljevima odredenog
istrazivanja 1 povezanosti razli¢itih molekula u okviru odredenog funkcionalnog ili sintetskog puta
ciljnog molekula. Ovaj pristup do sada nije koriS¢en za karakterizaciju b-GGT kao ni za
karakterizaciju GGT kao markera EV.

U ovom radu je ispitivana GGT iz kompleksnih subproteoma frakcionisanih iz SP (solubilni i EV).
Kao kompozitni sekret tkiva muskog reproduktivnog trakta i pomocénih polnih zlezda, SP je
izuzetno slozena i heterogena u pogledu sastava proteina (162). Primenom razli¢itih metoda
identifikovano je 923 proteina (jednodimenzionalna elektroforeza) ili 1487 proteina (proteomska
analiza) u uzorcima SP fertilnih muskaraca (163,164). Ekstracelularni, odnosno sekretovani proteini
¢ine priblizno 25% ukupne SP, dok glikokonjugati i slobodni oligosaharidi predstavljaju posebnu
grupu sa izrazenim razlikama u zastupljenosti i strukturnoj heterogenosti (163,165). Sto se tice
glikoproteina, identifikovano je ukupno 720 mesta N-glikozilacije na 372 proteina SP (166). Pored
toga, dostupni podaci o glikomu SP ukazuju na prisustvo visokomanoznih i biantenarnih /bisektnih,
tri- 1 tetraantenarnih N-glikana, kao i1 jezgra 1- i jezgra 2- O-glikana. Generalno, njihova
sijalinizacija 1 fukozilacija (posebno Luis antigeni krvnih grupa), znacajno variraju medu osobama
(167).

Analiticki problem koji nastaje kao posledica izrazite heterogenosti ciljnog bioloSkog materijala je
prevaziden koriS¢enjem pulova uzoraka. Time se poniStava efekat individualnih varijacija u sastavu
SP kao 1 uticaj heterogenosti EV u pogledu oblika, veli¢ine 1 gustine. Sa druge strane, komponente
molekulskih obrazaca su birane tako da predstavljaju konstitutivno prisutne membranske markere
(TS kao integralni i Gal-3 kao periferni protein) i/ili glikane (Con A- i WGA-reaktivne glikane), ¢iji
sastav odrazava razlicite faze remodelovanja oligosaharidnih lanaca koji odreduju njihov transport i
lokalizaciju ka membrani ili ka citoplazmi. Pored toga, ovaj pristup se oslanjao na rezultate ranijih
ispitivanja glikoma SP koji su pokazali da postoji prostorno razdvajanje odredenih tipova glikana i
razli¢it ligandni kapacitet za endogene lektine (168).

Dostupni eksperimentalni podaci ukazuju na to da, pored zajednickog glikanskog potpisa EV,
postoje specifi¢nosti vezane ne samo za biogenezu vec i za fiziologiju ¢elija (89). Na ovaj nacin,
glikani EV koji imaju ¢elijsko poreklo, kao i oni koji poticu iz ekstracelularnog okruzenja, Cine
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jedinstvene molekularne aranzmane. PovrSinski membranski glikani tako predstavljaju specifi¢ne
determinante populacija razli¢itih tipova EV, koje mogu biti osnov za njihovu diferencijaciju u
bioloskim tecnostima. Oni jo$ uvek nisu pravilno prepoznati u istrazivanjima EV, kako sa osnovnih
tako i sa primenjenih aspekata.

Pored glikana, analizirane klju¢ne komponente molekulskog obrasca: GGT, TS i Gal-3, na
strukturnom nivou, ulaze u sastav brojnih 1 suStinski razliCitih molekulskih aranzmana, a
medusobno se razlikuju po glikozilaciji, lokalizaciji, kao 1 tipovima interakcija koje ostvaraju. GGT
ispoljava tkivno specifi¢ne obrasce glikozilacije, uslovljene razli¢itim sadrzajem sijalinske kiseline,
manoze i galaktoze (24). S druge strane, glikozilacija ispitivanih TS se medusobno razlikuje. CD9
je glikozilovani proteolipid, CD63 je glikozilovani protein, a CD81 je neglikozilovani protein (169).
TS, generalno, ulaze u sastav razli¢itih makromolekularnih kompleksa na plazma membrani i
pretpostavlja se da omogucavaju razliCite bioloske funkcije. TS pripadaju familiji integralnih
membranskih proteina i oni mogu biti ukljueni u tri nivoa interakcije sa svojim molekulskim
partnerima. Ove interakcije dovode do njihovog grupisanja u tzv. membranske domene obogacene
TS koji su rastvorljivi u deterdZentu i koji se jasno razlikuju od drugih vrsta molekulskih kompleksa
viSeg reda. Postojanje TS mreze na EV generalno nije proucavano, ali postoje podaci o tome da
razli¢iti deterdZenti mogu razli¢ito uticati na specifi€ne nivoe interakcija TS 1 drugih molekula
(91,170).

Slicno TS, galektini mogu regrutovati razli¢ite molekule u organizovane komplekse. lako su
solubilni proteini, galektini se lako mogu na¢i na membrani zbog interakcija sa membranskim
glikanima (unakrsno povezivanje N-glikana), ili sa drugim proteinima ili lipidima (171). Ovo je
karakteristi¢no za Gal-3 koji, za razliku od drugih ¢lanova ove porodice lektina, ima odgovarajuce
domene kojima ostvaruje razlicite interakcije koje nisu bazirane na vezivanju ugljenih hidrata (97).
Gal-3 je multifunkcionalni protein koji povezuje kompleksne N-glikane (u obliku resetke od
galektina i glikoproteina) na povrsini ¢elije, i na taj nacin uti¢e na multivalentne interakcije protein-
protein/ugljeni hidrat (97).

Postojanje razli¢itih povrSinskih molekulskih kompleksa na EV kao rezultata njihove lokalizacije na
membrani moze se sagledati na osnovu promene njihove distribucije nakon solubilizacije
odredenim deterdzentom (otkrivanje veza TS-primarni ligand, veze Gal-3-glikoprotein i sl.), ili
osetljivosti na deterdzente (otkrivanje solubilnih kompleksa glikoproteina-glikolipida). Definisani
analiticki parametri koji su koriS¢eni u ovom radu omogucavaju da se sastav domena koji su
osetljivi na deterdzent prati indirektno, a da se domeni koji su otporni na deterdZent sagledaju
direktno sa stanovista prisustva TS i Gal-3, a indirektno i preko Con A- i WGA-reaktivnih glikana.

Osim na b-GGT, koncept heterogenosti se moze primeniti i na solubilne molekulske forme GGT, s
tim da se one ne analiziraju u odnosu na membransku povrsinu kao kod b-GGT ve¢ u odnosu na
solubilne komponente koje interaguju sa GGT. Znacaj postojanja homolognih (autoagregati) i
heterolognih kompleksa GGT (sa lipoproteinima, glikoproteinima, imunoglobulinima), koji se
razlikuju po molekulskoj masi nije u potpunosti razjasnjen. Rezultati ranijih ispitivanja su pokazali
da je f-GGT najzastupljenija u solubilnim frakcijama seruma zdravih osoba, zatim sledi s-GGT i
najmanje zastupljene m-GGT i b-GGT (43). Povisena koncentracija GGT u serumu, koja je rezultat
razlicitih patoloSkih procesa, povezana je sa promenama u udelu molekulskih formi GGT, posebno
promenama odnosa b-GGT / s-GGT prema f-GGT (56,58,172). U ovom radu, frakcija SP koja se
razdvaja nakon uklanjanja membranskih komponenata je bila izvor solubilnih GGT formi. Con A- i
WGA-reaktivni glikani (kao i u slu¢aju EV) u frakcijama koje su razdvojene na osnovu molekulske
mase (koja odgovara pojedinacnim GGT formama) su praceni kao kljuéne komponente koje ulaze u
sastav molekulskog obrasca. Ovaj izbor je bio zasnovan na podacima dobijenim na EV, tj. b-GGT i
pretpostavkama da molekulske forme GGT manjih masa (ali ve¢ih od f~-GGT) mogu, generalno,
nastati progresivnom modifikacijom same b-GGT. Postojanje GGT u kompleksima ili u vidu makro
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enzima u serumu i zuci je poznato, ali do sada nije opisano za SP. U ovom radu prvi put se uvodi
koncept razmatranja m-GGT i s-GGT kao zasebnih molekulskih entiteta, ne samo na osnovu
njihove ukupne aktivnosti, ve¢ i u odnosu na klasu molekula koji, sa ovim formama, prave
specificne komplekse.

5.2.2. Metode i analiticki parametri

Za ispitivanje prezentacije b-GGT u kontekstu membranskih glikana EV, u ovoj studiji kori$¢ena je
LAH, i ovo predstavlja novi metodoloski pristup koji je po prvi put primenjen na prostazomima.
Danas se za identifikaciju i preciS¢avanje EV, uglavnom, koristi imunoafinitetni pristup baziran na
dostupnim antitelima prema razli¢itim markerima odnosno c¢elijski-specificnim proteinima EV
(173). Za razliku od antitela, lektinima kao proteinima koji vezuju glikane nije posve¢ena paznja
koju zasluzuju i shodno tome su retko kori$éeni u specificne svrhe. EV koje su razdvojene na
osnovu reaktivnosti sa izabranim lektinima, analizirane su u smislu moguce promene u prisustvu
povrsinskih membranskih markera kao i promena u izgledu, proteinskom profilu i raspodeli GGT
aktivnosti. Ove promene mogu nastati kao posledica interakcije sa lektinom koja dovodi do
uklanjanja dela perifernih glikana i Gal-3, tj. promene EV korone (izrazenije kod nevezanih EV).
Pored toga, one mogu biti rezultat separacije razli¢itih populacija EV koje dele izgled 1
karakteristi¢an proteinski potpis prostazoma (izrazenije kod vezanih EV). Promene u specifi¢noj
aktivnosti GGT se, takode, mogu dovesti u vezu sa izmenjenom koronom 1/ili ultrastukturom EV
(kod nevezanih i vezanih EV).

Rad sa glikanima zahteva eksperimentalne uslove pri kojima ¢e se prevazilaziti problemi sa
njihovom bazicnom heterogenoS¢u u smislu optimalnog vezivanja za afinitetni hromatografski
matriks. Bez obzira na ispitani izvor EV, na ovo vezivanje mogu uticati razni faktori kao $to su:
prostorna orijentacija, gustina i dostupnost razli¢itih gliko-epitopa/ostataka na membrani (174). U
ovom radu, Con A i WGA su bili izabrani za analizu, ali se izbor generalno moze zasnivati na
kori$éenju bilo kojeg lektina, a konac¢na odluka zahteva prethodno ispitivanje povrSine EV koja je u
pitanju. Con A 1 WGA, koji se razlikuju po svojoj specifi¢nosti prema ugljenim hidratima, obi¢no
se kombinuju kako bi se stekao uvid u prisustvo razli¢itih tipova N-glikana (175).

Iako reaktivnost lektina, generalno, ukazuje na dostupnost strukturno odgovarajucih liganda na EV
populacijama, dobijeni rezultati (vezivanje ili nevezivanje za afinitetni matriks) mogu biti posledica
razlika u konformacionim zahtevima izmedu ovih klasa lektina, kao i gustine liganda. Generalno,
distribucija i/ili ko-distribucija pojedina¢nih markera moze odrazavati razlike u njihovoj dostupnosti
na povrsini razli€itih vezikula. EV, dakle, predstavljaju Cestice na kojima strukturno povezani
glikani mogu imati razlicite prezentacije zbog gustine i prirode njihovih nosaca (176). LAH moze
uticati na integritet povrSinskih glikanskih struktura (177). Stoga, interpretacija rezultata dobijenih
LAH zahteva oprez, posebno pri poredenju razli¢itih uzoraka 1 njeni rezultati bi trebalo da se
posmatraju u kontekstu drugih analitickih metoda.

Za ispitivanje lokalizacije b-GGT na membranskim domenima EV, u ovoj studiji koriséena je
solubilizacija u kombinaciji sa gel filtracijom. Na osnovu postoje¢ih podataka, za ovaj rad je
izabran deterdzent koji se, najCeSce, koristi za ekstrakciju TS i GGT (178-180). EV su
solubilizovane pomoc¢u Tritona X-100 (TX-100), nejonskog deterdzenta, koji narusava interakcije
lipid-lipid i lipid-protein uz formiranje micela, pri ¢emu dolazi do prelaska membranskih
komponenti u rastvorljivu fazu (181). Radna koncentracija je odrzavana iznad kriticne micelarne
koncentracije koja omogucava potpunu solubilizaciju membrana (182). U ovim eksperimentalnim
uslovima, ocekuje se da se TS lako solubilizuju zbog svoje molekulske mase (~ 250 aminokiselina),
I da se raskinu interakcije TS-TS. TS, kao i Gal-3, s druge strane, ostaju vezani za svoje ligande
buduci da deterdZent ne utie na interakcije tipa protein-protein i protein-ugljeni hidrat (183).
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Membranski domeni otporni na deterzent su razdvojeni od solubilizovanog materijala metodom gel
filtracije. U poredenju sa drugim metodama koje se mogu primeniti za ispitivanje svojstava samih
membranskih domena i koje imaju bolje performanse u odnosu na heterogenost preparata
(razdvajanje na gradijentu gustine), ovo je bazi¢na metoda, ¢ija dostupnost i jednostavnost
izvodenja omogucavaju Siroku primenu u svakodnevoj laboratorijskoj rutini. Pored toga, ne ocekuje
se da na rezultate dobijene u ovakvom eksperimentalnom dizajnu znacajno uticu razli¢iti postupci
izolacije EV. Definisani analiti¢ki parametri koji su kori§¢eni u ovom radu omogucavaju da se
sastav domena koji su osetljivi na deterdzent prati indirektno, a da se domeni koji su otporni na
deterdzent sagledaju direktno sa stanovista prisustva TS 1 Gal-3, a indirektno i preko Con A- i
WGA-reaktivnih glikana. Do sada su membranski domeni otporni na deterZent, odnosno lipidni
raftovi, uglavnom okarakterisani na osnovu ukupnog lipidnog sastava, sa posebnim osvrtom na
zastupljenost holesterola i sfingolipida, kao i kroz analizu njihovog proteinskog sastava. U ovoj
studiji, po prvi put opisano je prisustvo neholesterolskih sterola — intermedijera endogene sinteze
holesterola (latosterola i dezmosterola), kao i fitosterola (B-sitosterola i stigmasterola), sto moze biti
od znacaja za bolje razumevanje organizacije membrane EV.

Analiza membranskih proteina je veoma zahtevna, zato $to oni mogu pokazati nepravilno ponasanje
u mnogim standardnim tehnikama (184,185). Pri tumacenju rezultata se mora uzeti u obzir
mogucnost da neki proteini mogu agregirati uprkos kriti€énoj micelarnoj koncentraciji, zbog njihove
koncentracije, ili esencijalne strukture. Pored toga, zna¢ajno je imati na umu da proteini razdvojeni
prema jedinstvenom izabranom parametru (npr. molekulska masa/naelektrisanje) mogu imati
heterogeni sastav tj. biti skup kako proteina, tako i proteinskih kompleksa, lipida i deterdzenata.
Dakle, sama struktura ispitivanih klju¢nih membranskih komponeneti molekulskog obrasca, kao 1
specifi¢nosti njihovog mikrookruzenja na povrsini EV (u smislu prezentacije glikana), takode mogu
uticati na rezultate solubilizacije.

Za ispitivanje solubilnih molekulskih formi GGT u kontekstu njihovog prisustva u molekulskim
kompleksima, u ovoj studiji je koriS¢ena standardna metoda gel filtracije. Specifi¢nosti pristupa koji
je ovde, po prvi put, koris¢en se ogledaju u pracenju ko-elucije komponenata velike molekulske
mase 1 njihove proteinske 1 glikoproteinske kompozicije. Ovo predstavlja osnov za uvid u u moguce
razlike ili sli¢nosti u prostornoj raspodeli GGT 1 glikana koji imaju istu strukturu na EV u poredenju
sa solubilnim komponentama, sto direktno uslovljava i razlike u njihovoj prezentaciji tj. dostupnosti
kao liganada.

5.3. Biomarkerski potencijal anotiranh molekulskih formi GGT

GGT je prisutna u SP ¢oveka u ekstremno visokoj koncentraciji (62). Sto se ti¢e SP, poznato je da
na njen sastav uticu intenzivni proteoliticki procesi i da postoje razli¢iti mehanizmi koji su
odgovorni za razgradnju membrana koje sadrze GGT ili oslobadanje enzima iz membrane u
ekstracelularni prostor. Stavise, razli¢ita tkiva koja oblikuju sastav SP mogu Iugiti strukturno
razli¢ite solubilne forme GGT.

Originalni naucni doprinos ovoga rada se, pored definisanja referentnih parametara, mozZe sagledati
i u odnosu na bioloski materijal (SP coveka), koji je po prvi put korisen za ispitivanje
heterogenosti GGT, kao 1 na izvor (normospemicni i oligospemicni uzorci SP) ovog materijala.
Proteom ukupne SP kao i subproteom EV se menja u razli¢itim fizioloskim i patoloskim stanjima
(186). U ovom radu su analizirani uzorci normospermic¢nih i oligospermi¢nih uzoraka SP kao izvora
b-GGT i EV. Poznato je da je poviSena serumska koncentracija GGT u razli¢itim patofizioloskim
stanjima povezana sa promenama u zastupljenosti njenih molekulskih formi (172). U tom smislu
moze se postaviti pitanje da li se takve promene desavaju kada je koncentracija GGT smanjena, kao
u uslovima niskog broja spermatozoida (oligospermija), kao i da li su one povezane sa specifi¢nim
molekularnim aranzmanima. Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju na kvalitativni aspekt
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promena molekulskih formi GGT u uslovima oligospermije, ali potrebna su dalja ispitivanja
molekulskih aranzmana u kojima se nalazi GGT, za evaluaciju primarno uoc¢enih razalika.
Oligospermija je medicinsko stanje koje je rezultat razlicitih patoloskih procesa koji zahvataju
testise 1ili muski reproduktivni trakt, ukljucuju¢i poremecaje spermatogeneze, hormonsku
disfunkciju, varikokelu, infekcije i inflamatorne procese, genetske abnormalnosti, kao i izlozenost
faktorima zivotne sredine (187). Ovi procesi mogu biti povezani sa povecanim oksidativnim
stresom, izmenjenim imunskim odgovorom, poremecajem energetskog metabolizma
(mitohondrijalnom  disfunkcijom) (188,189). Komparativna analiza normospermi¢nih i
oligospermic¢nih uzoraka SP je po prvi put opisala prezentaciju i distribuciju molekulskih formi
GGT, koje mogu usmeriti njenu mogucu upotrebu kao potencijalnog biomarkera na nov nacin, a
indirektno bi mogla biti od znacaja za razumevanje njene multifunkcionalnosti u reprodukeciji.

Pristup koji je primenjen u ovom radu, omogucio je da se dobije uvid u diskretne razlike u odnosu
na membransku kompoziciju EV-N i EV-O populacija koje direktno definisu glikobiohemijsku
heterogenost molekulskih obrazaca koji sadrze b-GGT. Ovo predstavlja nov nacin da se strukturna
svojstva GGT (ili drugog molekula od interesa) uzmu u obzir kada se dizajniraju novi analiti¢ki
protokoli u oblasti biomarkera.

Utvrdene razlike u molekulskim obrascima koji sadrze GGT kod normospermicnih i
oligospermic¢nih uzoraka SP mogu predstavljati polaznu osnovu za primenu ovog analita kao
potencijalnog biomarkera patofizioloSkih procesa koji dovode do smanjenja reproduktivnog
potencijala. Da bi se postigao ovaj cilj, trebalo bi da se koristi kombinovana detekcija razli¢itih
karakteristika molekula koji medusobno reaguju, ili klase molekula koje dominiraju u odabranom
proteomu. U tom smislu, ocuvanje bioloSke aktivnosti tokom imobilizacije/afinitetnog vezivanja i
finalne detekcije predstavlja glavni tehnicki izazov u dizajniranju odgovarajuceg eseja.

Kao odgovor na potrebu za uvodenjem dodatnih testova koji bi dopunili odredivanje aktivnosti ili
koncentracije razli¢itih analita, u ovom radu je detaljno razmatrana Siroka dinamicka distribucija
GGT molekula zasnovana na njegovoj hemijskoj raznolikosti. Generalno, f-GGT se moze izdvojiti,
u jednom koraku, ultracentrifugiranjem (45). Sto se ti¢e seruma ¢oveka kao analita, smanjenje broja
mikrovezikula i izolacija malih EV (ekvivalent izolatu EV iz SP) ili solubilnih kompleksa iste
veli¢ine /molekulske mase, ¢ini ovako pripremljen uzorak pogodnijim za pracenje specifi¢nih
promena GGT. Separacija/frakcionisanje b-GGT (na membrani EV) je poZeljnije kada se razmatra
primena (te¢na biopsija) u klini¢koj dijagnostici. Stavise, ovo je neophodno kada se molekulski
obrasci koji sadrze GGT razmatraju kao dodatni parametar za diferencijaciju njenih formi razlicite
molekulske mase.

U osnovi, distribucija i sastav molekulskih obrazaca, u odnosu na odredeni molekul koji ulazi u
njegov sastav moze biti posledica njegove strukture, molekula relevantnih za njegov transport ili
njegovih liganda tj. intereaguju¢ih molekula. Na ovaj nacin, rekognitivna svojstva heterogenog
analita kao §to je GGT predstavljaju nove molekulske determinante koje se mogu analizirati u
kontekstu nativnog proteoma i koje bi trebalo uzeti u obzir kad se razmatraju promene aktivnosti
enzima u razliitim patofizioloSkim stanjima.

57



6. Zakljucci

1. U EV frakciji izolovanoj iz normospermic¢nih i oligospermic¢nih uzoraka SP detektovana je b-
GGT.

2. U sol-P-N i sol-P-O frakciji SP detektovane su, pretezno, s-GGT i f-GGT forma.

3. Molekulski obrazac koji sadrzi b-GGT se razlikuje izmedu nativnih EV-N i EV-O populacija u
kontekstu prezentacije WGA-reaktivnih membranskih glikana.

4. Molekulski obrazac koji sadrzi b-GGT se ne razlikuje izmedu EV-N i EV-O populacija u
kontekstu prezentacije Con A-reaktivninh membranskih glikana.

5. Molekulski obrazac koji sadrzi b-GGT na membranskim domenima otpornim na dejstvo
deterdzenta se razlikuje izmedu EV-N i EV-O u kontekstu distribucije EV markera: CD9 i
galektina-3.

6. Molekulski obrazac koji sadrzi b-GGT se ne razlikuje izmedu EV-N i EV-O u kontekstu
distribucije CD63 na membranskim domenima koji su otporni na dejstvo deterdzenta, kao i na
membranskim domenima koji su osetljivi na dejstvo deterdzenta.

7. Molekulski obrazac koji sadrzi s-GGT se ne razlikuje izmedu sol P-N i sol P-O u kontekstu ko-
distribucije ukupnih proteina kao i WGA- i Con A-reaktivnih glikoproteina.

8. Na osnovu glikobiohemijske karakterizacije molekulskih obrazaca koji sadrze GGT definisani su
referentni parametri: glikanski potpis, solubilizacioni potpis i homologni/ heterologni kompleks,
koji se mogu koristiti za anotaciju GGT formi velike molekulske mase.

9. Uocene razlike u anotiranoj b-GGT formi izmedju EV-N i EV-O bi mogle imati biomarkerski
potencijal, koji zahteva dalje ispitivanje i potvrdu u fazama validacije i standardizacije.

10. Dobijeni rezultati su upotpunili osnovna znanja o heterogenosti molekula GGT i ukazali da se
on moZe razmatrati ne samo kao individualni, ve¢ i kompozitni biomarker.
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HU3zjaBa 0 ayTopcTBYy

WMe 1 npesume ayTopa Tamapa Jankosuh

Bpoj ungekca 15/2018

H3jaB/byjeM

Jla je JOKTOpCKa AxcepTaliyja 1o HacJI0BOM
['nmukoOnoxeMujcKa KapakTepu3aluja MOJEKYJICKUX 00pa3ala KOju caapike
rama-riyTaMui Tpancepasy y eKkcTpaieayIapHiM Be3UKyaMa
U COJIyOMJIHOM CyONpOTEOMY CEMEHE T1a3Me YOBEKa

® pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT pajia;

e Jla AucepTalyja y LeJUMHUA HHU Y [leJIOBUMA HUje 6UJa PeJIOKEHA 32 CTULAbe ApyTe
JUILJIOME MpeMa CTYHjCKUM porpaMyuMa JIpyruxX BUCOKOUIKOJICKUX YCTAaHOBA;

® [1a Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HABEJEHH U

e Jla HMCAM KpLIKO/Jia ayTOPCKa NMpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTEJIEKTYaIHY CBOjUHY JPYTHUX
JIALA.

IloTnuc ayTopa

Y Beorpany,




H3jaBa 0 HICTOBETHOCTH IITAMIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT
paja

UMe 1 npesume ayTopa Tamapa Jankosuh
15/2018

Bpoj unpexca

CTyamjcKu Tporpam MeauunHcka Ouoxemuja

I'mukoOuoxeMujcKa KapakTepH3aIija MOJIEKyJICKHX o0pa3alia KOj! cajpike rama-IiIy TaMHII Tpaucdepasy
HacsioB pazia _y ekcrpanenyiapHuM BE3UKyJIaMa i COIly GHIIHOM Cy GIPOTEOMY CEMEHE ILIa3Me YOBeKa

npo¢ np Anekcanapa 3espkoBuh, peaoBHU npodecop

MeHnTop
ap Mupocnasa JaHkoBUN, HAYYHU CABETHHK

UsjaB/byjeM Ja je 1ITaMmMIaHa Bep3Wja MOr JOKTOPCKOI paZia MCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]j
BEp3UjU KOjy caM IMpejao/na pagd mNoxpawmuBama y [JUrMTa/IHOM peno3uTOpUjymMy
YuuBep3surera y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce oGjaBe MOjU JIMYHM IOJALM Be3aHHU 3a JobHjarbe aKaJeMCKOT Ha3HBa
JIOKTOpa HayKa, Kao ILITO Cy MMe U pe3HMe, TOIMHA U MeCTO pohera U JaTyM of6paHe paja.

OBHM JIMYHM NOJAALM MOTY Ce 06jaBUTH HAa MPEXHUM CTpaHULIAMa AUTUTaNHe OUOIHOTEKe, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y nybJyuKalMjaMa YHUuBep3uTeTa y beorpagy.

IloTnuc ayTopa

Y Beorpaay,




HUsjaBa o kopumhemy

OpsnaumhyjeM YHuBep3uTeTcKy 6ubsauoreky ,CBeto3ap MapkoBuh“ pa y /JlururanHu
peno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece MOjy JOKTOPCKY AUCEPTALUjy TMOZ,
HaCJIOBOM:

['mukoOnoxeMujcKa KapakTepu3aluja MOJEKYJICKUX o0pa3alla KOju caapike
rama-riyTaMmui TpaHcgepasy y ekcTpalenyapHiuM Be3UKyJiama 1

CONyOMIIHOM CyOnpOTEOMY CEMEHE MIa3Me YOBEKa

KOja je MOje ayTOpPCKO JieJio.

JucepTauujy ca CBUM NpPUJIO3MMa Npefao/ja caM y eJeKTPOHCKOM ¢popMaTy MOTOAHOM 3a
TPajHO apXUBUPaeE.

Mojy [OKTOpCKY AucepTalyjy NoXpameHy V JJUrUTaTHOM Peno3UTOPHjyMy YHUBEP3UTETA Y
Beorpazy 1 AOCTYIIHY y OTBOPEHOM IPUCTYIy MOTY /ia KOPUCTE CBU KOjU MOIUTYjy oApende
cajpkaHe y ofabpaHoM Tumy JuleHle KpeatuBHe 3ajeanune (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OAIJTy4HO/s1a.

1. AytopctBo (CC BY)

2. AytopctBo - HekoMmepuujaaHo (CC BY-NC)

3. AytopcTBo - HekoMep1MjanHo - 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUjATTHO — AEJUTH 1o ucTUM ycaoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo - 6e3 npepaza (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — fienuTHu noj uctuM ycaosuma (CC BY-SA)

(MosiuMo Aa 320KpYXKUTE CaMo jeJHy O, LIeCT MOHYH)eHUX JIUIEHIIH.
KpaTak onuc JiMLleHLIU je cacTaBHU /Jle0 OB€ HU3jaBe).

IloTnuc ayTopa

Y Beorpaay,




