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1. UVOD

Hitin je B(1—4) polimer N-acetilglukozamina (GIcNACc) i nakon celuloze drugi je najzastupljeniji
biopolimer na Zemlji. To je netopivi i slabo reaktivni spoj strukturno sli¢an celulozi, ali umjesto
hidroksilne grupe na drugom ugljikovom atomu ima acetamidnu skupinu. U okoli$u ga susre¢emo
u tri kristalne strukture: o, B i y - hitin. Strukture se razlikuju po orijentacijama hitinskih lanaca,

slaganjima u kristalne reSetke i broju ostvarenih vodikovih veza.

Sposobnost hitina da se kristalizira u razli¢ite strukture i da tvori interakcije s drugim
makromolekulama rezultira u mnogobrojnim fizikalnim svojstvima poput elasti¢nosti, vodo
otpornosti, krutosti, refleksivnosti, visokom talistu i slicno. Radi tih moguc¢nosti hitin posjeduju
raznoliki organizmi poput gljiva, ¢lankonoZzaca, obli¢a, mekuSaca, spuzvi, Zarnjaka, prazivotinja i
kraljeznjaka. Evolucijska u¢inkovitost hitina moze se utvrditi i preko fosilnih nalaza koji datiraju
iz kambrija, gdje se prvi put hitin uoc¢ava kod prapovijesnih spuzvi (Elieh-Ali-Komi i Hamblin
2016; Moussian, 2019).

Hitin su mozda najbolje upotrijebili ¢lankonosci, za koje se procjenjuje da zauzimaju najvecu
zivotinjsku biomasu na Zemlji. Njima hitin izgraduje ne samo vanjske oklope, ve¢ i unutrasnje
povrsine disnog, sekrecijskog i probavnog sustava. Tako ih stiti od mehani¢kih ozljeda, isusenja
te naglih temperaturnih razlika. Daje njihovim krilima ¢vrstocu 1 fleksibilnost, a Stiti th od

nametnickih gljivica (Merzendorfer i Zimoch, 2003).

Gljive su hitin pak iskoristile tako da stvaraju mreze podzemnih hifa za kolonizaciju vlaznog tla u
kojem se hitin ne razgraduje. Hitin i njegovi derivati pronadeni su kod nekih kraljeznjaka poput
vodozemca aksolotla i riba, ali ne i kod biljaka. Kod njih su pronadeni proteini sa svojstvom
vezanja za hitinske molekule. Ti proteini imaju obrambene i razgradujuce svrhe. Takvi proteini su

primjerice hitinaze i lektini (Shen i Jacobs-Lorena, 1998; Tang i sur., 2015).



Hitinaze su enzimi koji razgraduju hitin i nalazimo ih u svim hitin sintetiziraju¢im organizmima.
Isto tako sva bi¢a koja upotrebljavaju hitin posjeduju hitin sintaze — transmembranske enzime koji
polimeriziraju Se¢erne podjedinice u lance. Kako se hitin ne bi mogao stvarati bez hitin sintaza
one ispisuju evolucijsku povijest hitina (Merzendorfer, 2011).

Hitin je slabo reaktivna i slabo topiva molekula, ali njegov deacetilirani oblik hitosan koji moze
varirati u stupnju deacetilacije topiv je u kiselim otopinama i vodenim medijima. K tome dobar je

adsorbens i pouzdan u izradi koloidnog sustava za prijenos lijekova i genetskih materijala.

U zadnjih nekoliko desetljeca hitin i njegovi derivati postali su fokus za istrazivanja zbog svojih
biorazgradivih i antimikrobialnih svojstava te lakoj dostupnosti. Istrazene su njihove koristi u
podrucju poljoprivrede, biomedicine i ekologije s uspjesnim rezultatima. Podupiranja za daljnja
istrazivanja o hitinu u buduénosti bi mogla otvoriti nove vidike u podru¢jima industrije 1

tehnologije (Khoushab i Yamabhai, 2010).

O biosintezi i evoluciji hitina te njegovoj primjeni u Zivom svijetu nije posveéena dovoljna paznja
Sto je primjetljivo uvidom u dostupnu znanstvenu literaturu. Upravo zato se ovim radom nastoji
pruziti prikaz o dosada$njim spoznajama o hitinu, njegovim derivatima te vaznost i moguénostima

primjene.



2. RAZRADA TEME

2.1. Povijest istrazivanja hitina

1799. godine engleski kemicar i mineralog Charles Hatchett primijetio je da prilikom uranjanja
ljustura morskih i slatkovodnih rakova u razrijedenu dusi¢nu kiselinu, ljusture reagiraju s otopinom
1 gube svoju Cvrstocu 1 krutost, ostavljaju¢i zu¢kastu, mekanu i elasti¢nu ljusturu koja je zadrzala

prijasnji oblik, a podsjeca na hrskavicu. Hatchett je prvi zabiljeZio karakteristike hitina.

Dvanaest godina nakon Hatchettovog istrazivanja, francuski kemicar Henri Braconnot je tijekom
istrazivanja na gljivama opazio spoj netopljiv u vru¢im luzinama te mu dao naziv fongine (fungin).
Braconnot je zabiljezio neka fizikalna svojstva spoja te je zapisao kako je spoj mekan, hrskavicast
i nalik na pluto. Takoder je napomenuo da spoj ne nalikuje na drvenaste materijale jer sadrzi znatno
vise dusika, za razliku od celuloze koja ga uopée nema. Taj spoj je imao sli¢na fizikalna svojstva

kao 1 onaj koji je Hatchett pronasao u ljuSturama rakova.

17. kolovoza 1821. godine, deset godina nakon otkri¢a fungina, Auguste Odiere je prilikom
eksperimentiranja s pokriljem kukaca izolirao spoj svojstvima nalik na spoj kojeg je Braconnot
naSao u gljiva i Hatchett u rakova. Tom novootkrivenom spoju je dao naziv chitine prema grékoj
rijeci “chiton” §to znaci pokrivati. Kasnijim istraZivanjem na ljuSturama rakova i paukova Odiere
je dosao do sli¢nih zakljucaka te pretpostavio da su vanjski oklopi svih kukaca, rakova i paukova
izgradeni od istog spoja.

Daljnja istrazivanja hitina bila su usmjerena na njegovu strukturu, formulu i funkciju. U tim
istrazivanjima uocena je sli¢nost strukture hitina i celuloze, $to je upucivalo na prisutnost Secerne
osnovice u hitinu. Razvojem tehnologije X zraka u prvoj polovici 20. stolje¢a, radovima
Bergmanna, Hoffmana, Meyera i Zechmeistera konacno ¢e se utvrditi struktura i kemijska formula
hitina i njegovog derivata hitosana. Danas je uvrijezeno misljenje da je hitin polimer podjedinica

N-acetilglukozamina kovalentno povezanih B(1—4) glikozidnim vezama (Grégorio, 2019).



2.2. Rasprostranjenost

Hitin je glavna komponenta vanjskog kostura ¢lankonozaca, stani¢nih stijenki gljiva i trenice
mekusaca. Nalazimo ga i kod raznih ameba, trepetljikasa te alga kremenjasica. Nakon celuloze
drugi je naj¢es¢i polisaharid na planeti s barem 10 Gt procjene reciklaze godiSnje (Morozov i
Likhoshway, 2016). Takoder je naden u reflektivnim materijalima (iridofore), a postoji i jedan

nalaz koji potvrduje prisutnost hitina u kutikuli epiderme ribice Paralipophrys trigloides (slika 1).

U Kkukaca jos oblaze i povrSine respiratornog, sekrecijskog i probavnog sustava gdje sluzi kao
obrana od infekcija te kao zastita od fizickih ozljeda prilikom probave (Khoushab i Yamabhai,
2010). Ehrlich i suradnici (2013) su otkrili prisutnost hitina u morskih i slatkovodnih spuzvi koji
im sluzi prilikom vezivanja za podlogu. Isti autori navode prisutnost hitina u vrsti Zarnjaka

Myriothela cocksi. Njegova prisutnost je dokazana i u ljuskama jajeta oblica.

Hitin nije prisutan u visih biljaka, ali mnoge od njih sintetiziraju proteine koji imaju sposobnost
vezivanja za hitin u svrhu obrane. Tako primjerice prilikom infekcije patogenim gljivicama, biljke
sintetiziraju hitinaze koje imaju svojstvo vezivanja i hidrolize stranog hitina. Dok kod obrane od
kukaca, biljka proizvodi lektine koji se vezu na probavni trakt nametnika stvarajuci im probleme

s probavom (Shen i Jacobs-Lorena, 1998).

Slika 1. Ribica babica buljooka Paralipophrys trigloides (Valenciennes, 1836) (izvor:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Paralipophrys_trigloides_(Stefano_Guerrieri)-
testa_1.jpg)



2.3. Struktura i svojstva

Hitin (slika 2) je polimorfna tvar koja se u prirodi javlja u tri oblika: a-, - i y-hitin (slika 3). Glavne
razlike medu tim oblicima su u stupnju hidratacije, orijentaciji hitinskih lanaca i gusto¢i pakiranja
u kristalu. Unutar a strukture svi su lanci gusto sloZeni u antiparalelnu orijentaciju tvoreéi tako
mikrofibrile stabilizirane vodikovim vezama. Takva forma rezultira veéom ¢&vrstoom i
izdrzljivos¢u. a struktura je najzastupljenija u oklopima c¢lankonozaca. U f strukturi lanci su
postavljeni paralelno dok y struktura izmjenjuje dva seta paralelnih lanaca s jednim setom
antiparalelnih lanaca. Za razliku od o strukture, B i y oblici imaju rjede pakiranje i manji broj
ostvarenih vodikovih veza izmedu podjedinica, a povecani broj vodikovih veza s okolnim
molekulama vode. Visoki stupanj hidratacije i rjede slaganje hitinskih lanaca ocituje se

savitljivijom i mekanijom strukturom kao $to je to u kokonu leptira.

Sve tri kristalne modifikacije mozemo pronac¢i u kutikulama kukaca gdje je a struktura
najzastupljenija u oklopima ¢lankonozaca, a B i y U o¢ima, probavnom sustavu i kokonima
kukuljica (Merzendorfer i Zimoch, 2003). y struktura je najzastupljenija u gljivama, ali
pronalazimo je i u sipinoj kosti te tkivima mekusSaca. S obzirom na raznolikost kristalnih struktura,
hitin moZe imati razliCite temperature taljenja. One ovise o broju vodikovih veza. NajviSa

temperatura taljenja je za a strukturu (330°C), dok je najniza za [ strukturu (230°C).

CH,
OH O <NH OH
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O/éoﬂ/ 0 . To % HO 2
HO O HO 0
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0 < OH
CH,
- —In . —in

Slika 2. Hitin (lijevo) i hitosan (desno) (Izvor: Younes i Rinaudo 2015)



Na stabilnost hitina ukazuju i fosilni nalazi. Najstariji nalaz datira iz srednjeg kambrija prije
505 milijuna godina. Pronaden je u Skriljeveu Burgess shale u Kanadi, a pripada izumrloj vrsti
spuzve Vauxia gracilenta (slika 4) (Bernard Moussian, 2019). Zbog ostvarenih vodikovih veza i
nacina pakiranja hitin nije topiv u vodi, ali njegov deacetilirani derivat hitosan (slika 3) ima
sposobnost otapanja u vodenim otopinama. Unato¢ strukturnoj sli¢nosti s celulozom glavna razlika
je to sto hitin i njegov derivat hitosan sadrze dusik. Hitosan sadrzi nesto veéi postotak dusika od

hitina (Khoushab i Yamabhai, 2010).
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Slika 3. Tri hitinske modifikacije; o B 1y (Izvor: Rufato i sur., 2018)



Slika 4. Fosilni nalaz spuzve Vauxia gracilenta Walcott, 1920 (izvor: https://burgess-
shale.rom.on.ca/en/fossil-gallery/view-species.php?id=126&m=3&)

2.4. Biosinteza i razgradnja hitina

2.4.1. Biosinteza

Iza svih organizama kojima je svojstveno stvaranje hitina stoji evolucijski ofuvan stani¢ni
mehanizam Koji pretvara Secere u linearne hitinske lance koji se potom izlu¢uju van stanice i slazu
u mikrofibrile. Kod gljiva hitin sintetiziraju vegetativne i sporulativne stanice, a kod kukaca
epidermalne, trahealne i stanice srednjeg crijeva. Novonastali hitin gljive izlu¢uju na mjestima
rasta, a kukci na vanjsku povrsinu tijela ili unutragnju povr$inu probavnog trakta. Seéerno gorivo

za sintezu hitina je glukoza, uskladisteni glikogen ili trehaloza.

Biosinteza hitina u vecine organizama koji ga proizvode moze se podijeliti u tri koraka. Prvi korak
obiljezava reakcije koje dovode do nastajanja amino Sefera GIcNAc, drugi korak zavrSava

nastankom aktivnog Sec¢era UDP-N-acetilglukozamina (UDPGICNAC) i kona¢no tre¢i korak



ukljucuje polimerizaciju hitina koriste¢i UDP-GlcNAc kao aktivni Se¢erni donor. Prva dva koraka
odvijaju se u citoplazmi dok se tre¢i korak odvija na specijalnim domenama stani¢éne membrane
gdje se hitin talozi U izvanstani¢ni prostor. Posljednji korak polimerizacije hitinskih lanaca
predvode transmembranske hitin sintaze. Hitin sintaze pripadaju GT2 porodici polimerizirajucih
glikoziltransferaza koji uporabljuju mehanizam inverzije anomerske konfiguracije $e¢era donora
(Merzendorfer, 2011).

Ta skupina enzima se medusobno razlikuju po funkciji i katalitiCkoj aktivnosti, a veéina
organizama sadrzi viSe gena za hitin sintaze. Unato¢ tome izgleda da sve hitin sintaze imaju neka
zajednicka svojstva. Sve upotrebljavaju UDPGIcNAc kao supstrat za proizvodnju hitinskih niti,
ovisne su o prisutnosti divalentnih kationa Mg?*ili Mn?* te im je aktivnost povecana proteolizom.
Aktivnost sintaza moze se inhibirati strukturnim analozima UDPGIcNAc kao §to su nikomicin ili

polioksin (Merzendorfer i Zimoch 2003).

2.4.2. Hitosomi

U gljiva su proucene citoplazmatske mikorvezikule s aktivnoséu hitin sintaza koje zovemo
hitosomi. Izgleda da su u tim vezikulama hitin sintaze usidrene i nakupljene s agregatima proteina
ili ugljikohidrata kako bi se mogle lakSe transportirati na mjesto gdje je potrebna sinteza hitina.
Hitosomi nastaju na endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu, a regija hitin sintaze u
hitosomu predstavlja zimogen, odnosno mora do¢i do biokemijske promjene kako bi se enzim
aktivirao. Prilikom nekakvog signala hitosom se stapa s ciljanom regijom stani¢ne membrane, a
regija hitin sintaze se aktivira proteolizom. Insercija u membranu se odvija preko proteina
posrednika, ali potpuni mehanizam jo$ nije ustanovljen. Nakon insercije zapocinje sinteza. lako
su zabiljezene strukture nalik hitosomima u kukaca, nije jo§ potvrdeno imaju li one ulogu u sintezi

hitina (Elieh-Ali-Komi i Hamblin, 2016).



2.4.3. Razlike i sli¢nosti u biosintezi hitina rakova i kukaca

Rakovi i kukci su sestrinske grupe koji dijele iste klju¢ne enzime prilikom biosinteze hitina (slika
5). U te enzime ubrajamo trehalazu, heksokinazu, glukoza-6-fosfat izomerazu, glutamin-fruktoza-
6-fosfat-aminotransferazu (GFAT), glukozamin-6-fosfat N-acetiltransferazu, pirofosforilazu i
hitin sintazu. Takoder obje skupine koriste trehalazu kao pocetni materijal za sintezu. Moguce je
da i glikogen bude pocetna sirovina za sintezu $to bi objasnilo gene za glikogen fosforilaze i
fosfoglukomutaze pronadene u rakova. Iako su navedeni enzimi pronadeni i u kukaca i u rakova,

samo neke vrste rakova posjeduju svih osam oc¢uvanih enzima.
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Neki enzimi dijele metabolizam sinteze hitina kukaca s metabolizmom rakova. Prvi i pocetni
enzim sinteze hitina i u kukaca i u rakova je trehalaza. To je enzim koji cijepa trehalozu - disaharid
koji ima stabiliziraju¢a membranska svojstva, a prirodno ga nalazimo u biljkama i zivotinjama
izuzev kraljeznjaka. U kukaca i rakova trehalozu nalazimo u hemolimfi gdje ona sluzi kao gorivo
za metaboli¢ke puteve glukoze. Uz prisutnost trehalaze, trehaloza se hidrolizira na dvije molekule

glukoze koje se potom dalje koriste ili kao energetsko gorivo ili za daljnje pretvorbe.

Drugi vazan enzim koji je ujedno i limitirajuéi enzim sinteze je GFAT. On limitira nastanak
heksamina, a osim §to sudjeluje u sintezi hitina sudjeluje i u drugim metabolickim putevima
ugljikohidrata. 1z tog razloga ovaj enzim je jako bitan za fizioloSka svojstva ¢lankonozaca jer
doprinosi sintezi hitina te proizvodnji energije. GFAT je visoko o¢uvan enzim kojeg moZemo
pronaci u bakterijama, kvascima, kukcima i sisavcima. U ljudi, miSeva, vinskih musSica 1 drugih
organizama geni za sintezu GFAT1 i GFAT2 smjesteni su na razli¢itim kromosomima. U rakova

GFAT je usko povezan s procesom presvlaéenja.

Kona¢ni enzim za sintezu hitina je svakako hitin sintaza koja je specifi¢na za hitin sintetizirajuce
organizme. Kukci posjeduju dva gena za hitin sintaze zvana CHS1 i CHS2 i oba su smjestena na
istom kromosomu. CHS1 je ekspresiran u ektodermalnim stanicama i ukljuéen je u formaciju
epiderme i trahealnog tkiva dok je CHS2 ekspresiran u tkivima probavila te zasluzan za sintezu
peritrofne matrice. U nekih rakova poput Daphnia magna i Lepeophtheirus salmonis prouceno je
vise od tri gena za hitin sintaze dok vecina deseteronozaca posjeduje samo jednu kopiju gena za

hitin sintazu. Kukci mogu imati od 1 do 6 gena za hitin sintaze.

Takvi podaci dovode u pitanje slicnosti metaboli¢kog puta sinteze hitina u rakova i u kukaca. Kao
dodatak tome, istrazivanje na Lepeophtheirus salmonis gdje je RNA interferencijom utisan gen za
hitin sintazu, rezultiralo je normalnim fenotipom ¢ime se zakljucuje da vrsta ima kompenzaciju za
put sinteze hitina. S druge strane inhibitori hitin sintaze poput diflubenzurona i lufenurona koji
djeluju kod kukaca djeluju i kod rakova. Dakle trenutni nalazi upucuju na to da bi sinteza hitina u
rakova i kukaca trebala pratiti slican metabolicki put, ali daljnja istrazivanja su potrebna kako bi

se mogla dokazati ta pretpostavka (Zhang, Yuan i sur., 2021).
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2.4.4. Razgradnja hitina

U organizmima koji proizvode hitin, hitinoliticki enzimi su od velike vaznosti prilikom razvoja i
odrzavanja zivotnih funkcija. Tako su oni zasluzni za pravilnu preobrazbu u kukaca ili diobu
stanica i sporulaciju kod gljiva. Ti enzimi su pronadeni i u otrovima opnokrilaca te Zelu¢anim
sokovima paukova. Za biljke i Zivotinje koje sadrZze hitinaze, ukljucujuci i makrofage ljudi,

predlozeno je da sluze u obrani od patogenih hitin sintetiziraju¢ih organizama.

Enzimi koji obavljaju razgradnju hitina su hitinaze, glikanohidrolaze i 3-N-acetilglukozaminidaze.
Svi oni kataliziraju hidrolizu B(1—4) glikozidne veze hitinskih polimera i oligomera. Kako je hitin
teSko razgradiv, njegov raspad nadgleda viSe enzima. Prvo hitinaze cijepaju hitinski lanac u velike
hitinske - oligosaharide, a nakon toga [3-N-acetilglukozaminidaza stvara monomere hitina tako $to

cijepa N-acetilglukozaminske jedinice od strane ne reducirajuceg kraja.

U kukaca hitinoliti¢ki enzimi su neophodni za razvoj, pogotovo za vrijeme presvlacenja i pupacije.
Tada se hitinaze i proteaze sintetiziraju u epidermalnim stanicama i nakupljene u izlu¢evinama
izmedu epiderme i stare kutikule gdje pocinju razgradivati hitinski oklop kako bi napravili mjesta
za novi. Veéina razgradenih produkata kroz tijelo je transportirana preko izlu¢evina putem usta ili
analnog otvora do srednjeg crijeva gdje sluzi kao materijal za izradu nove kutikule i peritrofne
membrane. Neki kukci uz to pojedu i staru ljusturu ili adsorbiraju hitin preko epiderme
(Merzendorfer i Zimoch, 2003).

Iako kod rakova nije proucena razgradnja hitina, prepoznati su geni za enzime metabolickog puta.
Sli¢no kao i kod kukaca, hitinaze kod rakova imaju ulogu prilikom presvlacenja, razgradnje hrane
te obrane od patogena. Uoceno je kod rakova kako neka tkiva proizvode samo jednu vrstu hitinaze
dok druga tkiva mogu proizvesti viSe njih. Izgleda da su najveca ZariSta sinteze ovog enzima

crijeva i probavna zlijezda koje imaju ulogu u imunitetu i probavi.

Postoji i drugi metabolicki put razgradnje hitina Koji ukljucuje hitin deacetilaze gdje se hitin
prebaci u svoj deacetilirani oblik hitosan koji se potom razgradi do glukozamina pomocu
hitosanaze i glukozamidaze. Ovakva razgradnja je karakteristicna za mikroorganizme poput
gljivica i bakterija koje su zasluzne za to da se hitin ne nakuplja u okolisu (Zhang, Yuan i sur.,
2021).
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2.5. Evolucija i filogenija hitin sintaza

Hitin je produkt hitin sintaze, enzima za kojeg znamo vise o genima koji ga kodiraju nego za sami
protein. Iz toga razloga pratec¢i evoluciju hitin sintaze pratimo evoluciju hitina. Hitin sintaze su
transmembranski enzimi iz GT-2 porodice glikoziltransferaza i medusobno se razlikuju po broju i
poretku domena. Analizom sekvenci genoma raznih organizama ukazano je da gotovo sve gljive i
kvasci imaju viSe od jedne kopije gena za hitin sintazu, Zivotinje imaju od 1 do 6 dok alge
posjeduju od 2 do 8 gena. Nedostatak ili stetne mutacija gena za hitin sintazu kod gljiva i vecine
Clankonozaca je letalna. Evolucijska sila koja omogucuje toliku raznolikost u genima za hitin
sintazu je mehanizam duplikacije i rekombinacije gena domene. Kako se hitin sintaze razlikuju po
svojim domenama, svaka mutacija koja se zadrzi i prenese na potomke daje moguénost genu da
divergira u novu vrstu. lako razlika u domeni nije jedini parametar po kojemu se razlikuju hitin

sintaze, ostali ¢imbenici poput na¢ina ekspresije gena i rada domene nisu jo§ dovoljno istraZeni.

Usporedbom dostupnih gena za hitin sintazu razli¢itih organizama ukljucujuci gljive, zivotinje i
oomycete (algasice), Ruiz-Herrera i suradnici (2002) su izradili evolucijsko, odnosno filogenetsko
stablo gena za hitin sintazu (slika 6). Stablo je podijeljeno u dvije divizije koje su zatim podijeljene
u 5 klasa (I, Il, 111, 1V, V). Dobiveni rezultati ukazuju na ne poklapanja s taksonomskim grupama
gljiva te da polozaj gena za hitin sintazu algasica nije jasno ustanovljen. Stovise razlike u klasama
podupirane su razlikama u karakteristikama enzima. Tako je uoceno da su hitin sintaze u diviziji
1 fizi¢ki manje nego one u diviziji 2. K tome je kljuéna sekvenca enzima nesto vise pomaknuta

prema C-kraju kod hitin sintaza druge divizije.

Prilikom analiziranja evolucije hitin sintaza mora se uzeti u obzir da se geni za enzim ne nalaze
samo u gljiva ve¢ i u beskraljeznjaka, algasica, algi i nekih praZivotinja. Treba uoditi i bitnu razliku
u genima hitin sintaze kod gljiva za kojih generalno ima mnogo u vrsti nasuprot gena kod zivotinja,
alga i algasica gdje se nalazi mali broj gena u jedinki, ali su sli¢ne strukture. Kona¢no, mora se
sagledati Cinjenica da ne postoji podudaranje u evolucijskom stablu gena hitin sintaze s

taksonomskim grupama gljiva.
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Slika 6. Evolucijsko stablo gena za hitin sintazu napravljeno usporedbom genoma gljiva,
Zivotinja i algasSica (izvor: Ruiz-Herrera | sur., 2002)

Prema podijeli eukariota na carstva Fungi, Plantae, Animalia, Alveolates i Stramenopiles, algasice
vise ne pripadaju carstvu Fungi ve¢ Stramenopiles. Takva podjela ukazuje na to da je zajednicki
predak algasica i gljiva vjerojatno imao gene za sintezu hitina. Stovise kako su biljke jedina bi¢a

koja nemaju predstavnike s genima za hitin sintazu, pretka s mogu¢noscu sinteze hitina mozemo
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potraziti u organizmima Kkoji su zivjeli prije razdiobe i divergencije biljnog carstva. Ova ideja moze
se poduprijeti ¢injenicom da biljke imaju celulozu — strukturni analog hitinu. To bi znacilo da je
prije milijardu godina doslo do evolucijskog nastanka prvih hitin sintaza u nekih primordijalnih
eukariotskih stanica dok se u drugih pocela koristiti celuloza. Analizom ribosomske RNA
dokazano je kako su zivotinje i gljive srodnije jedne drugima nego $to je i jedno od ta dva carstva
s biljkama. Takoder je uoceno kako su gljive brze evoluirale i divergirale od Zivotinja i to je
ojac¢ano Cinjenicom kako gljive imaju viSe gena za hitin sintaze dok Zivotinje imaju manje i

strukturno sli¢nije (Ruiz-Herrera i sur., 2002; Morozov i Likhoshway, 2016).

2.6. Hitin - vezujuéi proteini

Za razliku od hitina, proteini koji imaju svojstvo vezivanja za hitin rasireni su kroz sva carstva
zivih bic¢a. Karakteristika tih proteina je da imaju jednu ili vise domena koje se vezu za hitinske
strukture te omogucavaju enzimsku razgradnju, odstranjivanje ili uporabu hitina. Takvi proteini
pronadeni su u krvi potkoviCastih rakova, u cistama nekih prazivotinja poput Entamoeba
histolytica, u raznim insektima te podancima kopriva. Kod biljaka najc¢es¢i proteini sa svojstvima
vezanja hitina su lektini, koje biljka izlu¢uje prilikom obrane od nametnika. Prilikom toga lektini
ulaze s hranom u probavni sustav kukaca gdje se vezu za proteine koji oblazu unutrasnju Supljinu
¢ime onemoguéavaju daljnju probavu hrane. Zbog toga se kukac povlaci s biljke i odustaje od
daljnjeg hranjenja. Protein s hitin - vezuju¢im svojstvom pronaden je i kod bakterije Streptomyces
tendae gdje je opazeno njegovo antifungalno djelovanje. Ovaj se protein prilikom dodira s
klijaju¢im konidijama ili vrthovima hifa veze za hitin i mijenja smjer rasta gljive suprotno polozaju
bakterijske kolonije (Khoushab i Yamabhai, 2010).

Protein s hitin - vezuju¢im sposobnostima pronaden je i kod virusa nuklearne poliedroze. Taj virus
parazitira na leptirima i moljcima, a njegovi proteini posjeduju jednu domenu za vezanje na hitin.
Zanimljivo je da taj protein ima sli¢nu hitin - vezuju¢u domenu kao i oni proteini u ostalih
beskraljeznjaka. 1zgleda da se posjedovanjem takvog proteina virus moze lakSe vezati za hitinske
strukture domacina. U hitin - vezujuce proteine ubrajamo i proteine peritrofne membrane
beskraljeznjaka koji imaju od 2 do 5 domena za vezanje hitina te sve postojece hitinaze koje mogu

imati jednu ili viSe domena za vezanje hitina. Interesantno je kako tachycitin u krvi potkovicastih
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rakova (slika 7) ima jednu domenu vezanja za hitin, a ne spada u proteine peritrofne membrane ili

u hitinaze.

Analize domena biljnih proteina sa svojstvima vezanja hitina ukazuju na sli¢nosti u strukturi.
Biljne hitinaze sadrZe jednu domenu za vezivanje hitina dok lektini imaju dvije ili viSe. Unato¢
tome sve domene za vezanje hitina u biljnim proteinima imaju isti strukturni motiv. Svaka domena
sadrzi od 30 do 43 aminokiseline s osam ocuvanih cisteina, tri aromatska ostatka i nekoliko
o¢uvanih molekula glicina. Ti podaci upucuju na jednog zajednickog genskog pretka svih biljnih
hitin - vezujuéih proteina. On je vjerojatno kodirao protein s jednom domenom za vezanje hitina

iz kojeg su evolucijski divergirali i ostali biljni proteini.

Pronaden je protein hevein koji ima jednu domenu vezanja za hitin i za njega se smatra da je

najblizi analog pretka svih biljnih proteina s hitin - vezuju¢im svojstvima.

S druge strane, domene iste funkcije kod beskraljeznjaka takoder pokazuju medusobne sli¢nosti.
Istrazivanja peritrofnog proteina peritrofin - 44 vrste Lucilia cuprina koji se spaja s hitinom tvoreci
tako peritrofnu matricu kukaca pronadeno je da posjeduje pet domena za vezanje hitina. Daljnjim
izucavanjima ustanovljeno je da sve domene peritrofnih proteina i hitinaza imaju ocuvanih Sest
cisteina i dva aromatska ostatka. Kao i kod biljnih proteina ovi podaci upucuju na zajednickog

pretka iz kojeg su divergirali ostali proteini s domenama za vezanje hitina.

......

od istog pretka. Uistinu, biljne i zivotinjske hitinaze posjeduju visoku strukturnu sli¢nost u
domenama. Isto tako strukturni motivi lektina podsje¢aju na strukturne motive proteina peritrofne
matrice kukaca. Medutim, unato¢ sli¢nosti u strukturi i funkciji domena, postoji znacajna razlika
u poretku aminokiselina. BeskraljeZnjaci imaju domene dugacke oko 65 aminokiselina dok biljke
imaju od 30 do 43 aminokiseline. Takoder smjestaj disulfidnih veza je drugaciji. Unato¢ tim
razlikama i zivotinjske i biljne domene proteina koje vezuju hitin ostvaraju prostornu strukturu
preko cistein - disulfidnih veza i sve imaju oCuvane aromatske ostatke koji omogucéuju vezanje
Secera. Zbog toga se ¢ini da biljni i zivotinjski hitin - vezujuéi proteini nemaju zajedni¢kog pretka
ve¢ prikazuju dvije proteinske obitelji s razliCitim postankom. Ovo je primjer konvergentne
evolucije gdje razli¢ite molekule evoluiraju sli¢nu strukturu radi iste funkcije (Shen i Jacobs-
Lorena, 1998).

15



Slika 7. Potkovicasti rak Lymulus polyphemus Linnaeus, 1758 (izvor:

https://pixnio.com/hr/zivotinje/rak-jastog/potkovicasti-rakovi/potkovica-rakovica-pijesak)

2.7. Primjene

2.7.1. Hitin 1 hitosan u medicini

Hitin i njegov derivat hitosan su zbog svojih antioksidativnih, biorazgradivih i neotrovnih
svojstava pronasli $iroku primjenu u podru¢jima medicine, farmacije i nutricionizma. Tako je
primjerice dokazano da hitin i hitosan pomazu u regulaciji kolesterola i kontroli prekomjerne
tezine u ljudi. Lako se preraduju u razne proizvode, ukljuc¢ujuéi hidrogelne membrane,
mikro/nanocestice, spuzve te preparate za regeneraciju i popravak tkiva. Takvi preparati imaju

visoku poroznost, strukturni integritet, predvidivo vrijeme razgradnje i biokompatibilnost.

U farmaceutskoj industriji zbog svoje jeftine proizvodnje sve vise se primjenjuju derivati hitina i
sustavi koloidnog hitosana u izradi kapsula za lijekove. Hitin je uspjesno koristen u genskoj terapiji
kao prenositelj velikih dijelova DNA, dok hitosan moze kondenzirati DNA i nac¢initi manje Cestice
u danim uvjetima. ZabiljeZeni su i nalazi gdje hitin pospjesSuje zacjeljivanju rana te sprjecava
inflamaciju tkiva, a hitosan je koriSten u cjepivima protiv patogenih mikroorganizama kao pojacalo

imunosnog odgovora.
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Depolimerizirani hitosan izlu¢en iz sipinih kostiju zbog svojih antimikrobnih, elasti¢nih i
polariziraju¢ih svojstava koristi se u optici pri izradi kontaktnih le¢a. Hitosan je takoder nasao
primjenu kao antimikrobni i antifugalni agens. Pomocu svoje kationske amino skupine veze se za
povrsinu nekih mikroba poput Escherichia coli i Fusarium oxysporum sprjecavajuci tako njihovo
daljnje razmnozavanje. Poluvodicki nanokristali premazani hitosanom uspjesno su koriSteni cak

prilikom dijagnosticiranja raka.

Svoju primjenu u podrucju farmakologije pronasle su i hitinaze. Zbog mogucnosti da razgrade
hitin stani¢nih stijenki gljiva 1 oklopa kukaca postale su kandidati za razne antimikrobne i
insekticidne agense. Tako se hitinaza koristi u proizvodima protiv komaraca i nametnika stoke te
prilikom izrade fungalnih preparata. K tome idealne su za pretvorbu hitina u farmakoloski aktivne
produkte kao $to su N-acetilglukozamidi i hito - oligosaharide. Upotreba hitinaze za dobivanje
derivata hitina viSe je prigodna za odrzavanje okoliSa nego koriStenje skupocjenih kemikalija

(Elieh-Ali-Komi i Hamblin, 2016; Khoushab i Yamabhai, 2010).

2.7.2. Uklanjanje teskih metala hitinom i njegovim derivatima

Industrijalizacijom se povecava koncentracija teSkih metala u okoliSu ¢ime se narusavaju
ekosistemi. Studije ukazuju na sposobnost hitina i njegovih derivata pri uklanjanju teskih metala i
zagadivaca okolisa. Dokazano je da hitin i hitosan imaju svojstvo adsorpcije bakrenih, kromovih,
Zeljeznih i olovnih iona u vodenim medijima. Stovise istraZeno je da u prisustvu vodene otopine
natrijevog karbonata, hitin fosfat moze uklanjati i uranij. S obzirom na cijenu, rasprostranjenost i
efikasnost, hitin 1 njegovi derivati mogu otvoriti nove mogucnosti u detoksikaciji okoliSa

(Khoushab i Yamabhai, 2010).

2.7.3. Nove metode suzbijanja kukaca nametnika u poljoprivredi

Suzbijanje insekata nametnika u poljoprivredi postao je izazov zadnjih nekoliko desetljeca zbog
sve vece otpornosti Kukaca na insekticide. Otpor kukaca na insekticide potice potragu za novim
rjesenjima. Kako su dijelovi kukaca gradeni od hitina, nove metode obrane od kukaca usmjerene

su na sprjecavanje njegova stvaranja. Biosinteza i razgradnja hitina u kukaca ukljucuje Cetiri velike
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skupine enzima — hitin sintaze, hitin deacetilaze, hitinaze i N-acetilglukozamidaze. Inhibicija ovih
metaboli¢kih enzima dovodi do preuranjene smrti kukaca, problema s rastom i razvojem,
poteskoca s presvlacenjem, nemogucnosti izlazenja iz jajasca te deformacije odraslih jedinki.
Istrazeni su spojevi sa svojstvima inhibicije metabolickih enzima kukaca i danas se koriste kao

insekticidi. Primjena takvih insekticida nije joS rasirena (Tetreau i Wang, 2019).

2.7.4. Hitin u obli¢ima i primjene

Obli¢i su koljeno crvolikih zivotinja od kojih mali udio parazitira na biljkama, zivotinjama ili
gljivama. U sredi$njem sloju jajasaca nekih parazitskih obli¢a pronadeni su tragovi hitina. Sinteza
hitina u jajascu Caenorhabditis elegans je inicirana prilikom fertilizacije te je hitin uskladiSten
prije nego zigota napusti reproduktivni trakt. Hitinski sloj oko jajaSca sprjeava prodiranje vise
spermija u jednu jajnu stanicu te je neophodan za razvoj embrija. Tragovi hitina takoder su
veliku gospodarsku i ekonomsku Stetu te njihovo odstranjivanje predstavlja izazov za buduénost
poljoprivrede. Istrazivanja su ukazala da navedeni obli¢i imaju gene za hitin sintaze i gene za
hitinaze koji su aktivirani prilikom nastajanja ljusture jajasaca te njihove razgradnje. Tretiranje
nezrelih jajasaca hitinazom rezultiralo je razgradnjom hitinskog sloja te sprjeCavanjem razvoja
embrija. Iz tog razloga kao novi nacin kontrole oblic¢a biljnih nametnika u gospodarstvu zapoceto
je koristenje hitina i hitosana. Posipanjem zemlje oko koje rastu biljke hitinom i hitosanom dolazi
do razvijanja mikroorganizama koji razgraduju hitin kao hranu. Prilikom razvijanja
mikroorganizama napadnuta su i jajaSca obli¢a koja se nalaze u zemlji blizu korijena. Uz navedenu
korist, posipanje biljaka hitinom i hitosanom aktivira se biljni imunitet koji pocinje stvarati
hitinaze. One mogu biti fatalne za obli¢e koji su ve¢ probili biljnu koru i ucahurili se u korijenje
(Chen i Peng 2019).
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SAZETAK

Od Odierovog otkri¢a hitina prosla su dva stoljeca. U tom vremenskom rasponu hitin i hitinske
tvorevine opazene su u gotovo svim oblicima zivota. Ispitana su strukturna, fizikalna i kemijska
svojstva te postavljeni postulati njegove biosinteze i razgradnje u okolisu. Proucena je primjena
hitina u zivom svijetu, a njegova evolucijska povijest sagledana je kroz visoko o¢uvane anti¢ke
enzime zasluzne za njegovo svakidasnje stvaranje. Iza tih ispisanih ¢injenica stoji ljudski razum
koji je nakon dugo izucavanja tek nedavno poceo upotrebljavati hitin u podru¢jima medicine,
gospodarstva i ekologije. Cini se da ¢e pro¢i jo§ neko vrijeme dok se ovaj spoj U potpunosti ne

realizira u korist ¢ovjecanstva.
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