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1. UvOD

1.1. Imunoglobulin G

Uz T-limfocite, antitijela, odnosno imunoglobulini su temelj steCenog imunosnog odgovora.
Imunoglobulini su glikoproteini koji u ljudskom organizmu postoje u obliku receptora vezanih
na membranu B-limfocita te topljivih molekula izlucenih iz plazma stanica. Kontakt antigena s
receptorom na membrani B-limfocita uzrokuje aktivaciju stanice i diferencijaciju u plazma
stanicu koja zatim izlucuje antitijelo koje ¢e specifino vezati antigen koji je aktivirao B-

stanicu (Male i sur., 2012).

Antitijela imaju dvije glavne funkcije koje predstavljaju opre¢ne zahtjeve za strukturu. Prva
funkcija je prepoznavanje i vezanje razli¢itih stranih antigena $to uvjetuje veliku raznolikost
antitijela. Druga pak funkcija zahtjeva ograni¢enu raznolikost strukture antitijela buduéi se
vezu na ograni¢en broj liganada u svrhu izvrSavanja efektorskih funkcija s ciljem eliminacije
antigena. Karakteristi¢na struktura antitijela, prikazana na Slika 1., uspijeva udovoljiti objema
navedenim funkcijama (Delves i sur., 2011). Antitijela su gradena od dva laksa i dva teza lanca
koji Cine strukturu nalik slovu Y, a za otkrice kemijske strukture antitijela 1972. godine
urucena je Nobelova nagrada za fiziologiju 1 medicinu Geraldu M. Edelmanu i Rodneyu R.
Porteru (www.nobelprize.org). Molekula antitijela sastoji se od dva identi¢na dijela koji
zadrzavaju sposobnost vezanja antigena pa su nazvani Fab fragmentima (engl. fragment
antigen binding) te tre¢eg dijela koji nema sposobnost vezanja antigena, ali je primijec¢eno da
lako kristalizira pa je nazvan Fc (engl. fragment crystallizable) (Janeway i sur., 2001; Delves i
sur., 2011).

Razlikujemo 5 glavnih klasa imunoglobulina: Imunoglobulin A (IgA), imunoglobulin D (IgD),
imunoglobulin E (IgE), imunoglobulin G (IgG) i imunoglobulin M (IgM) odredeni teskim
lancima redom a, 6, €, w, i y. U humanom serumu se IgG nalazi u koncentraciji od 6 do 16 g/L
¢ine¢i 75 % imunoglobulina i 10-20 % svih plazmatskih proteina. IgG dalje moZemo podijeliti
na 4 podvrste, 19G1, 19G2, 1gG3 i 1gG4 navedene prema opadajucoj zastupljenosti (Roth i sur.,
2012). 1gG se sastoji od dvije vrste polipeptidnih lanaca koji su medusobno povezani
disulfidnim mostovima i nekovalentnim interakcijama (Slika 1.), lanca veli¢ine oko 55 kDa
nazvanog teSkim lancem (engl. heavy chain, H) te tzv. lakog lanca (engl. light chain, L)

veli¢ine oko 25 kDa (Janeway i sur., 2001).


http://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1972/edelman/facts/
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Slika 1. Shematski prikaz strukture imunoglobulina G1 (preuzeto i prilagodeno iz Male i
sur., 2012.)

U humoralnom imunosnom odgovoru IgG je uklju¢en u kljuéne procese poput reakcija
preosjetljivosti, neutralizacije, opsonizacije i fagocitoze antigena, aktivacije komplementa i
stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne 0 antitijelu (engl. Antibody-dependent cellular cytotoxicity,
ADCC) (Gudelj i sur., 2018). lako je struktura na razini aminokiselinskog slijeda vise od 90%
identi¢na, svaka podvrsta IgG jedinstvena je po pitanju vezanja antigena, formacije imunosnog
kompleksa i aktivacije efektorskih funkcija. Tako je, na primjer, pokazano da je sinteza IgG1 i
IgG3 uglavnom posljedica prisutnosti antigena proteinske grade, dok polisaharidni antigeni
poti¢u stvaranje IgG2 i IgG4. Nadalje, IgG1 najefikasnije aktivira klasicni put aktivacije
komplementa vezujuc¢i C1q komponentu komplementa, IgG2 i IgG3 to ¢ine manje uspjesno, a
IgG4 nema tu sposobnost. Osim toga, prilikom infekcije HIV-om, IgG3 antitijela su
ucinkovitija u neutralizaciji virusa nego IgG1 (zbog veée fleksibilnosti strukture antitijela i
moguce indukcije promjena oligomerne strukture virusa). Medu podvrstama postoje takoder i
razlike u afinitetu za pojedinu od tri vrste FcyR receptora pa se tako IgG1 i IgG3 vezu na sve tri
vrste receptora, 1gG4 na FcyRII i 111 (slabijim afinitetom nego IgG1), a IgG2 se veze iskljucivo
za FcyRII. Vezanje 1gG na FcyR receptore u glavnini slu¢ajeva podrzava prezentaciju antigena

te aktivaciju fagocitoze i ADCC. Nadalje, postoje razlike i u signalnim putevima



karakteristicnima za pojedinu vrstu FcyR receptora. Na primjer, FcyRI, FcyRIIA i FcyRITA
pokrecu aktivirajuéi signal posljedi¢no vezanju IgG-a, dok FcyRIIB Salje inhibirajuéi signal

(Schroeder i Cavacini, 2010; Vidarsson i sur., 2014).

Pokazano je da navedene razlike u efektorskim funkcijama pojedine vrste 1gG-a nisu posljedica
iskljucivo razlike u slijedu aminokiselina u polipeptidnom lancu, nego i prisutnosti razli¢itih

glikanskih struktura ¢iji je utjecaj na funkciju imunoglobulina G opisan u nastavku.

1.2. Glikozilacija

Budu¢i da sekvenciranjem cjelokupnog ljudskog genoma nije dobila odgovore na sva pitanja
kojima se nadala, znanstvena je zajednica promijenila pogled na proteine i gene Koji ih
kodiraju. Odgovori po pitanju raznolikosti organizama poceli su se traziti u kompleksnim
procesima posttranslacijskin modifikacija, epigenetici, nekodiraju¢im DNA i ostalim jo$
nedovoljno poznatim mehanizmima. Glikozilacija je wvrlo ucestala posttranslacijska
modifikacija, a znanstvena disciplina koja se bavi proucavanjem strukture, kemije, biosinteze i
bioloske funkcije glikana i njihovih derivata naziva se glikobiologija. Glikani su jedni od cetiri
temeljne makromolekule koje izgraduju stanicu i nuzni su za opstanak viSestani¢nog organizma
Sto potvrduje Cinjenica da je apsolutni nedostatak glikana smrtonosan za embrij (Marek i sur.,
1999). Glikani imaju kljuénu ulogu u mnogim molekularnim procesima poput pravilnog
smatanja proteina, stani¢noj adheziji, razvrstavanju i prijenosu molekula, endocitozi,
provodenju signala i modulaciji aktivnosti receptora (Ohtsubo i Marth, 2006). Obzirom da su
ukljueni u gotovo sve bioloske procese, od oplodnje i embriogeneze, preko stani¢ne
proliferacije, diferencijacije do imunosti i starenja, ne ¢udi da su u brojnim bolestima uoc¢eni
poremecaji u glikozilaciji proteina, kao ni da se mnogi specificni glikani koriste kao
dijagnosticki biomarkeri i terapeutske mete (Lauc i sur., 2016). Da je znacaj glikana prepoznat
u znanstvenoj zajednici, svjedoci izjava Nacional Academy-a da ¢e biti potrebna dodatna
saznanja iz podrucja glikoznanosti kako bi se mogli ostvariti ciljevi personalizirane medicine te
kako bi se moglo iskoristiti ono $to je dobiveno znatnim ulaganjem u istraZivanje ljudskog

genoma i proteoma, posebno vezano uz utjecaj na ljudsko zdravlje (Walt i sur., 2012).

Na polipeptidni lanac, glikanska struktura moze biti vezana amidnom vezom na bo¢ni ogranak
aminokiseline asparagina (N-glikozilacija) ili glikozidnom vezom preko bocnog lanca
aminokiselina serina/treonina (O-glikozilacija) (Moremen i sur., 2014). S obzirom da su gotovo

svi membranski, sekretorni i mnogobrojni intracelularni proteini ko- i post-translacijski



modificirani kovalentnom adicijom glikana, ne ¢udi da glikoproteini ¢ine vise od polovice
ukupnih proteina od kojih je znacajan dio (90%) N-glikoziliran. Budu¢i su najzastupljeniji, N-
glikani su do sada i najproucavanija vrsta ugljikohidratne modifikacije proteina (Cummings,
2009); Apweiler i sur., 1999)

1.2.1. Glikozilacija imunoglobulina G

Svih pet vrsta imunoglobulina su takoder glikoproteini, a udio ugljikohidratnog dijela moze biti
i do 15% mase antitijela, ovisno o vrsti (Arnold i sur., 2007). Svaki teski lanac IgG-a
kovalentno je modificiran glikanskom strukturom vezanom na visoko konzerviranu poziciju,
aminokiselinski ostatak asparagina na poziciji 297 u CH2 domeni Fc regije (Slika 2.). Osnovna
(srzna) struktura N-glikana IgG gradena je od N-acetilglukozamina (GICNAc) i manoze.
Vezanjem galaktoze, sijalinske kiseline, srzne fruktoze i rac¢vaju¢eg GlcNAc-a na osnovnu
strukturu u razli¢itim kombinacijama nastaje nekoliko desetaka razlicitih glikanskih struktura
(Vidarsson i sur., 2014). Procjenjuje se da 15 do 20 % IgG molekula sadrzi barem jedno
glikozilacijsko mjesto i u Fab regiji koje, za razliku od onog u Fc regiji, nije konzervirano. lako
su manje istrazivani, smatra se da utjeCu na stabilnost IgG-a, vrijeme poluzivota i vezanje
antigena. Razlika izmedu Fc i Fab glikana ocituje se u vecoj prisutnosti racvajuc¢eg GlcNAc-a
te vecoj razini galaktozilacije i sijalinizacije, ali manjoj razini fukozilacije Fab glikana
(Vidarsson i sur., 2014; Gudelj i sur., 2018).

Sastav glikoma 1gG-a (ukupnost svih glikana koji su vezani na IgG) pojedinca relativno je
stabilan tijekom kraceg vremena i u stanju homeostaze, a uo¢eno je da ovisi 0, izmedu ostalog,
dobi, spolnim hormonima i Zivotnim navikama. Znacajne promjene su uocene U raznim
upalnim i autoimunim bolestima te karcinomima (Slika 2.). Osim toga, varijacija sastava
glikoma unutar populacije uvjetovana je genetikom pojedinca te okoli§nim utjecajima kojima

je pojedinac bio izlozen tijekom zivotnog vijeka (Gudelj i sur., 2018).
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Slika 2. Promjene glikozilacije Fc domene imunoglobulina G u starenju i bolesti kod
odraslih (preuzeto i prilagodeno iz Gudelj i sur., 2018)

Male promjene u strukturi N-glikana 1gG-a imaju znatne posljedice po konformaciju Fc regije i
posljedi¢no utjecaj na efektorske funkcije 1gG-a (Gornik i sur., 2012). Na primjer, smanjena
galaktozilacija za posljedicu ima smanjenje imunosupresivnog potencijala 1gG-a, a opazena je
kod nekoliko upalnih i autoimunih bolesti poput reumatoidnog artritisa, upalnih bolesti crijeva i
sistemskog eritomatoznog lupusa. Smatra se da je galaktozilacija preduvjet za uspjeSnu
interakciju FcyRIIB i dektina-1 odgovornu za protuupalnu aktivnost IgG-a. Takoder,
pronadeno je da imunokompleksi bogati galaktozom inhibiraju proupalnu aktivnost C5a
komponente komplementa $to predstavlja jo§ jedan potencijalni mehanizam kojim smanjena

glikozilacija sudjeluje u patologiji navedenih stanja (Lauc i sur., 2016). Nadalje, vaZne



promjene u fizioloSkoj funkciji IgG-a uzrokuje i prisutnost terminalne sijalinske Kiseline.
Budu¢i sijalinizacija glikana IgG-a smanjuje sposobnost vezanja IgG-a na aktivirajuce, a
povecava sposobnost vezanja na inhibiraju¢e FcyRIIB receptore, ¢ini ga protuupalnim, umjesto
proupalnim agensom. lako vecina molekula IgG-a nije sijalizirana, smatra se kako je
protuupalna i imunosupresivna aktivnost visoko sijaliziranog 1gG-a klju¢na za odrzavanje
homeostaze imunosnog sustava (Kaneko i sur., 2001). Bitno je istaknuti i kako vise od 95%
cirkuliraju¢eg humanog 1gG-a sadrzi fukozu vezanu na prvi N-acetilglukozamin u srzi glikana,
tj. sadrzi takozvanu srznu fukozu (Puéi¢ i sur., 2011). Poznato je da o prisutnosti/odsutnosti
srzne fukoze ovisi sposobnost vezanja 1gG-a na FcyRIlla receptore, aktivirajuée Fc receptore
izrazene na povrsini stanica imunosnog sustava, poput makrofaga i NK stanica (engl. natural
killer). Nefukozilirana antitijela se puno jace vezu na receptor §to za posljedicu ima 100 puta
efikasniju inicijaciju ADCC (Shields i sur., 2002; Masuda i sur., 2007). Zato se smatra da
visoki udio fukoziliranog IgG-a predstavlja sigurnosni prekida¢ koji umanjuje potencijalno
Stetnu ADCC aktivnost (Scanlan i sur., 2008).

1.3. Metode analize N-glikana imunoglobulina G

Za uspostavljanje korelacije izmedu funkcionalnih znacajki i strukturnih parametara, potrebna
je detaljna analiza glikana. Metode koje se koriste za analizu glikana ukljucuju kromatografske
metode, spektrometriju masa, kapilarnu gel elektroforezu te koristenje lektina (Marifio i sur.,
2010). Navedenim metodama moguce je analizirati slobodne glikane i/ili glikopeptide.
Razjasnjavanje cjelovite strukture glikana podrazumijeva odredivanje ugljikohidratnog sastava,
sekvence, grananja monosaharida, intersaharidnih veza i anomerne konfiguracije $to zahtjeva
uzastopno koriStenje nekoliko razli€itih analitickih tehnika 1 iznimno znanje/stru¢nost (Morelle
1 Michalski, 2016). Osim odredivanja strukture glikana, metode za analizu glikana omogucuju

dobivanje informacije o zastupljenosti pojedinih glikanskih struktura.

Prvi korak u analizi glikozilacije imunoglobulina G ukljucuje pro¢is¢avanje 1gG-a iz uzoraka
poput plazme ili seruma. Metoda procis¢avanja IgG-a anion-izmjenjivackom kromatografijom
nakon precipitacije amonijevim sulfatom danas je zamijenjena sofisticiranijim metodama koje
se temelje na principima afinitetne kromatografije. Najces¢e se u tu svrhu koriste protein A i
protein G imobilizirani na Cesticama sefaroze. Puci¢ i sur. (2011) opisali su metodu izolacije
I9gG-a iz plazme afinitetnom kromatografijom pomocéu proteina G vezanog na monolit, po

uzoru na Kkoju je razvijana metoda izolacije i u ovom radu. Alternativni pristup pro¢iséavanju



IgG-a iz plazme/seruma predstavlja uporaba SDS-poliakrilamidne gel elektroforeze na koju se
moze nastaviti deglikozilacija proteina u gelu. Ovisno o krajnjoj metodi analize glikanskog
profila, mogu biti potrebni dodatni koraci poput izmjene pufera i odsoljavanja (Huhn i sur.,
2009). N-glikani s 1gG-a najceS¢e se oslobadaju enzimskim djelovanjem glikoamidaza,
poglavito glikoamidaze F ([peptid-N-(N-acetil-pB-glukozaminil) asparagin amidaza F, PNGaza
F). PNGaza F kida vezu izmedu asparaginskog ostatka i srznog N-acetilglukozamina svih vrsta
N-glikana, osim onih koji sadrze fukozu a(1,3) vezanu na srzni GlcNAc (U tom slu¢aju enzim
izbora je PNGaza A) (Marifio i sur.,2010). Kako bi se smanjila stericka smetnja i povecala
dostupnost glikana enzimu, preporu¢a se denaturirati proteine, posebno ako se radi o velikim
proteinima ili malim koli¢inama proteina. Denaturacija 1gG-a moze biti postignuta pomocu
natrij-dodecil sulfata (SDS) i zagrijavanja, dok se istodobna denaturacija i samog enzima
sprjeCava dodatkom ne-ionskog deterdzenta poput Igepal-a (Huhn i sur., 2009; Morelle i
Michalski, 2016). Neke metode detekcije glikana zahtijevaju obiljeZzavaju bojama kako bi se
glikani mogli detektirati. Za potrebe kromatografskog profiliranja, najée$¢e se koriste 2-
aminopiridin (PA) i 2-amoni-benzamid (2-AB), dok se 2-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonska
kiselina (ANTS), 8-aminopiren-1,3,6-trisulfonat (APTS) i 2-aminobenzoi¢na kiselina (2-AA)
koriste za analizu kapilarnom elektroforezom visoke rezolucije (Geyer i Geyer, 2006). Visak
boje, soli i reduciraju¢ih reagensa potrebno je ukloniti buduci da ¢esto interferiraju s metodama
analize/detekcije koje slijede. Za procis¢avanje uzorka koriStene su razne metode poput gel
filtracije, precipitacije i ekstrakcije na ¢vrstu fazu. Metoda kromatografije hidrofilnih
interakcija-ekstrakcije na ¢vrstu fazu (engl. hydrophilic interaction chromatography-solid-
phase extraction, HILIC-SPE) pogodna je za proc¢i§¢avanje derivatiziranih glikana, a temelji se
na zadrzavanju glikana na stacionarnoj fazi hidrofilnim interakcijama, dok se viSak
obiljezivaca odstranjuje u organskoj/hidrofobnoj mobilnoj fazi uslijed niZe hidrofilnosti (Zhang

i sur., 2014).

U tekuéinskoj kromatografiji odvajanje oslobodenih N-glikana ovisi o vrsti kromatografije pa
se u anionsko-izmjenjivackoj kromatografiji glikani razdvajaju na temelju koli¢ine naboja, dok
separacija u normalno-faznoj kromatografiji ili kromatografiji koja se temelji na hidrofilnim
interakcijama (HILIC) ovisi o hidrofilnosti i veli¢ini glikana. Tekuéinska kromatografija
visoke/ultra visoke djelotvornosti moze se koristiti samostalno uz detekciju fluorescencije

.....

se znacajno povecava osjetljivost metode (Geyer i Geyer, 2006). Zbog mnogih prednosti poput



visoke razlucivosti, robusnosti i mogucnosti kvantifikacije tekuéinska kromatografija visoke

djelotvornosti s detekcijom fluorescencije u Sirokoj je uporabi (Huffman i sur., 2014).

Masena spektrometrija temelji se na ionizaciji, fragmentaciji i utvrdivanju mase fragmenata
glikana i omogucava osvjetljavanje strukture i sastava glikana te identifikaciju mjesta
glikozilacije glikoproteina (Roth i sur., 2012). Osjetljivija je od tekucinske kromatografije, ali
nema mogucénost odvajanja izomernih struktura, a kvantifikacija glikana je ponekad manje

pouzdana (Huffman i sur., 2014).

Kapilarna gel elektroforeza s detekcijom fluorescencije inducirane laserom (engl. capillary gel
electrophoresis with laser-induced fluorescence, CGE-LIF) se moze koristiti za brzu analizu
glikana oslobodenih sa glikoproteina. ObiljeZzavanje glikana APTS-om omogucava
razdvajajanje glikana u elektricnom polju 1 osjetljivu detekciju. Razdvajanje glikana
kapilarnom elektroforezom vrlo je efikasno, ali i cesto krace u odnosu na tekucinsku
kromatografiju (Marifio i sur., 2010). CGE-LIF analiza rezultira elektroferogramom, a izgled
profila glikozilacije 1gG-a izoliranog iz plazme prikazan je na slici 3. Callewarth i suradnici su
opisali metodu CGE-LIF analize glikana na multikapilarnim DNA-analizatorima koja
omogucava analizu N-glikana porijeklom od svega nekoliko pikomola glikoproteina
(Callewaert i sur., 2001). DNA analizatori, zastupljeni diljem laboratorija, koriste
poliakrilamidne gelove za razdvajanje glikana 1 laser za ekscitaciju fluorescentnog obiljeZivaca
za detekciju (Reusch i sur., 2014). Buduéi su dostupni u verzijama s viSe desetaka kapilara,
navedena metoda omogucuje Visoko-proto¢nu analizu glikana tehnicki, analiticki, vremenski i
financijski manje zahtjevnu od ostalih opisanih metoda. Povezivanje kapilarne elektroforeze i
masene spektrometrije znacajno povecava osjetljivost metode i predstavlja mocan alat u analizi
strukture glikana kao $to su pokazali Lageveen-Kammeijer i suradnici, 2019. Visoka
osjetljivost, moguénost pouzdane 1 relativne kvantifikacije te uspjesno razdvajanje izomernih

struktura prednosti su CGE-LIF metode glikoprofiliranja.
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Slika 3. Profil N-glikana ukupnog 1gG-a izoliranog iz plazme dobiven CGE-LIF metodom
(preuzeto i prilagodeno iz Huffman i sur., 2014). Crvenim strelicama oznaceni su pikovi koji ¢e
biti integrirani tijekom eksperimenta.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Od svih serumskih proteina, glikozilacija visoko zastupljenog proteina 1gG vjerojatno je
najproucavanija, osobito U kontekstu karakterizacije struktura glikana koji mogu biti vezani na
IgG, funkcionalne uloge istih te promjena u glikozilaciji u razli¢itim stanjima i bolestima, zbog
Cega IgG predstavlja odlican model glikoproteina. Ipak, za detaljnije razumijevanje
glikozilacije opc€enito, pa tako i glikozilacije 1gG-a, javlja se potreba za istraZivanjima koja
ukljucuju stani¢ne modele. Nerijetko stani¢ni modeli proizvode i izlu¢uju male koli¢ine IgG-a,
a osobito uslijed razli¢itih tretmana, stoga je potrebno uspostaviti stani¢ne kulture velikog
volumena (uzgoj velikog broja stanica u plastiénim bocama (flask-ovima) i odgovaraju¢im
(mililitarskim) volumen medija) kako bi se dobile mjerljive koli¢ine IgG-a u supernatantima

stani¢ne kulture.

Stoga je cilj ovog rada uspostaviti protokol za analizu N-glikozilacije 1gG-a iz pocetnih
uzoraka male koli¢ine IgG-a u velikom volumenu. Konkretnije, s obzirom da su postojece
metode za analizu glikozilacije 1gG-a uglavnom optimirane na uzorcima IgG-a izoliranom iz
seruma/plazme, cilj ovog rada je ustanoviti mogu li se postoje¢e metode uz manje modifikacije
I optimizacije koristiti za analizu glikozilacije 1gG-a u sluc¢aju kada pocetni uzorak sadrzi
mikrogramske koli¢ine (1-10 pg) IgG-a prisutne u volumenu od nekoliko desetaka mililitara
stani¢nog medija. S obzirom da se u ovom radu Zeli ispitati moguénost dobivanja profila IgG
glikana u slucajevima kada pocetni uzorak sadrzi ukupne koli¢ine IgG-a od svega 1-10 pg (te
prisutnih unutar velikog volumena), metoda analize N-glikana kapilarnom gel elektroforezom s
laserski potpomognutom fluorescencijom odabrana je jer je manje analitiCki zahtjevna i
osjetljivija. S obzirom da se metoda analize glikana kapilarnom gel elektroforezom odlikuje
visokom osjetljivoséu, uspostavljanje protokola za analizu malih koli¢ina IgG-a iz pocetnog
uzorka velikog volumena bazirat ¢e se na toj metodi. Nadalje, cilj ovog rada je odrediti granice

detekcije uspostavljenog protokola.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije

NAZIV
Acetonitril (ACN), HPLC c¢istoce

Amonijev hidrogenkarbonat (NH4HCO3)

APTS (8-aminopiren-1,3,6-trisulfonska kiselina

trinatrijeva sol)

Bio-Gel P-10 gel

Bromfenol plavo

Citratna kiselina

Dimetil sulfoksid (DMSO)

Etanol (EtOH)

Formijatna kiselina (FA)

GeneScan 500 LIZ Size Standard
Glicerol

Gliko N-glikanaza (PNGase F)
Hi-Di Formamid

Igepal CA-630

Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PQa)
Kalijev klorid (KCI)

Metanol

2-metilpiridin boran (PB)

Natrijev dodecil sulfat (SDS)
Natrijev hidrogen fosfat (Na2zHPO4)
Natrijev hidroksid (NaOH)

Natrijev klorid (NaCl)

PROIZVODAC
Panreac

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Honeywell Riedel-de Haén
Merck Millipore
Invitrogen

Gram-mol

Promega

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Acros organics

Gram-mol

Honeywell Riedel-de Haén
Sigma-Aldrich

Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Honeywell Fluka
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Octena kiselina (HA)
Opti-MEM |
Trietilamin (TEA)

Tris(hidroksimetil)-aminometan (TRIS)

3.2. Priprema otopina

Honeywell Fluka
Gibco, Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Tablica 1. Priprema otopina potrebnih za analizu glikozilacije 19G-a.

NAZIV OTOPINE

PRIPREMA

80% ACN

Za pripremu 500 mL ACN-a pomijesano je
400 mL ACN-a i 100 mL ultra ¢iste vode.

80% ACN + 100 mM TEA, pH 8,5

Pomijesano je 120 mL ACN-a i 10 mL ultra-
Ciste vode, dodano 2,1 mL TEA, a pH je
namjeSten na 8,5 pomocu octene kiseline i
nadopunjeno s ultra ¢istom vodom do

volumena od 150 mL.

1 M NH4HCOs

Za pripremu 100 mL 1 M NHsHCO3 otopljeno
je 7,906 g NH4HCOs u 100 mL ultra ciste

vode.

30 mM APTS u 3,6 M citratnoj kiselini

Prvo je pripremljena citratna Kkiselina
koncentracije 3,6 M otapanjem 1,38g citratne
kiseline u 2 mL ultra ciste kiseline. Koli¢ina
od 25 mg APTS-a je otopljena u 1,6 mL 3,6
M citratne Kkiseline. Pripremljena boja je
podijeljena na alikvote od 220 puL i

pohranjena na -20°C.

100 mg/ml Bio-Gel P-10 gel otopina u
vodi/EtOH/ACN (70/20/10%, v/v)

Za pripremu 200 mL suspenzije Bio-Gela P-
10 20 g Bio-Gela P-10 otopljeno je u 200 ml
smjese ultra ¢iste vode/EtOH/ACN u omjeru
70/20/10 (v/viv).

12




20% etanol u 20 mM TRIS + 0,1 M NacCl,
pH 7,4

200 mL etanola, 2,42 g TRIS-a i 5,844g NaCl
je otopljeno u 700 mL ultra ¢iste vode, a pH je
namjeSten na 7,4 titracijom s HCI. Smjesa je
nadopunjena ultra ¢istom vodom do volumena
od 1 L i filtrirana. Otopina je filtrirana kroz
0,2 um PES filtar

Scientific).

(Nalgene, Thermo

0,1 M formijatna kiselina, pH 2,5

Za pripremu 1 L 1 M formijatne kiseline
pomijeSano je 3,77 mL formijatne kiseline 1 1
L ultra ¢iste vode. Otopina je filtrirana kroz
0,2 wum PES filtar
Scientific).

(Nalgene, Thermo

4% Igepal

Za pripremu 100 mL 4% Igepal-a otopljeno je
4 mL lgepal-a u 80 mL ultra ¢iste vode uz
zagrijavanje na 65 °C. Otopina je nadopunjena
ultra ¢istom vodom do volumena od 100 mL

Pripremljena otopina ¢uva se na 4 °C.

0,1 M NaOH

U 0,5 L ultra ciste vode otopljeno je 2 g
NaOH.

IXPBS,pH 7,4

Za pripremu 1 L 1X PBS pomijesano je 100
mL 10X PBS i 900 mL ultra-¢iste vode, a pH

je namjesten na 7,4 titracijom s NaOH.

1,66X PBS

Za pripremu 3 mL 1,66X PBS pomijesano je 2
mL ultra ¢iste vode 1 1 mL 5X PBS-a.

5SX PBS

Za pripremu 200 mL 5X PBS pomijesano je
100 mL 10X PBS i 100 mL ultra ¢iste vode.

10X PBS, pH 6,6 - 6,8

Za pripremu 1 L 10X PBS otopljeno je 0,028
g NaCl, 13,832 g Na2HPO4, 2,964 g KH2POx4 i
1, 976 KCl u 1 L ultra Ciste vode. Otopina je
filtrirana kroz 0,2 um PES filtar (Nalgene,

Thermo Scientific).
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2% SDS Za pripremu 100 mL 2% SDS-a 2 g SDS-a
otopljeno je u 100 ml ultra diste vode.

Pripremljena otopina ¢uva se na 37 °C.

0,5 % SDS Za pripremu 4 mL 0,5 % otopine SDS-a
pomijeSano je 3 mL ultra Ciste vode 1 1 mL

2% SDS-a.

3.3. Uzorci

Uzorci velikog poéetnog volumena koji sadrze malu koli¢inu IgG-a pripremljeni su na nacin da
je u 50 mL Opti-MEM | medija za uzgoj stanica dodana koli¢ina IgG-a od 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15,
20150 pg. Uzorci su zatim filtrirani kroz sterilne filtere za Sprice veli¢ine pora 0,22 pm (Ultra
Cruz Syringe Filter PVDF 0,22 um 30 mm diameter, Santa Cruz Biotechnology) pomocéu

Sprice zapremnine 50 mL.

Uzorci koji oponaSaju (simuliraju) eluate IgG-a dobivene nakon izolacije 1gG iz velikog
volumena medija pomoéu AKTA avant 25 pripravljeni su na nacin da je u 700pL amonijeva

formijata dodana koli¢ina IgG-aod 1, 2, 3,5, 71 10 ug.

Za ispitivanje utjecaja volumena amonij formijat pufera u kojem se nalazi 1gG nakon izolacije
iz velikog pocetnog volumena, tj. utjecaja soli prisutnih nakon susenja IgG eluata na analizu
glikozilacije izoliranog 1gG-a, koristeni su uzorci pripremljeni dodatkom 1gG-a u koli¢ini od 1,
2,3,5,7110 pgub0, 100, 200, 300, 400, 500, 600 i 700 uL amonijeva formijata.

3.4. lzolacija imunoglobulina G

Procis¢avanje imunoglobulina G od ostalih komponenti matriksa uzorka provedeno je
afinitetnom kromatografijom na AKTA avant 25 (GE Healthcare) kromatografskom sustavu uz

primjenu CIM r-Protein G Disk monolitne kolone (BIA separations).

Princip: AKTA avant 25 je kromatografski sustav koji omoguéava brzo proé¢is¢avanje proteina,
peptida i nukleinskih kiselina u velikom rasponu koli¢ina/koncentracija. CIM® r-Protein G disk
se sastoji od monolitne stacionarne faze na koju je vezan rekombinantni protein G (proizveden

u E. coli), koji uklopljen u kuéiste &ini CIM® disk monolitnu kolonu (Slika 4.). Budu¢i protein
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G veze Fc fragment IgG-a, koristi se za brzo i ucinkovito procis¢avanje IgG-a metodom

afinitetne kromatografije.

Slika 4. CIM r-Protein G Disk monolitna kolona

Za kontrolu AKTA avant 25 kromatografskog sustava koristen je program UNICORN (GE
Helathcare). Metoda za izolaciju IgG-a (Tablica 2.) slozZena je u programu UNICORN koristeci
upute proizvoda¢a CIM Protein G disk monolitne kolone (BIA separations) te ve¢ prethodno
opisani postupak za izolaciju 19G-a iz uzoraka krvne plazme na protein G monolitnoj plocici
(Puci¢ i sur., 2011).

Tablica 2. Opis metode za izolaciju 1gG-a pomoé¢u CIM Protein G disk monolitne kolone

na kromatografskom uredaju AKTA avant 25.

. protok trajanje

Proces Otopina/pufer (mL/min) (min)

H20 3 3

1XPBS 3 3
Ispiranje

formijatna kiselina 3 3

10XPBS 3 3
Neutralizacija 1XPBS 3 5
Nanosenje uzorka uzorak 2 25
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Vezanje lgG-ana |,y g 2 8

kolonu i ispiranje

Eluiranje 1gG-a formijatna kiselina 1 4,2
formijatna kiselina 1 6
10XPBS 3 5

Regeneracija

diska/kolone 1XPBS 3 )
pufer za pohranu diska (20 % ethanol/ 3 5
0.1 M NaCl/ 20 mM Tris-HCI, pH 7.4)

Tijekom optimizacije izolacije 1gG na Protein G disk monolitnoj koloni 1gG je prvo eluiran u
frakcijama od 400 uL, a nakon optimizacije u frakcijama od 600 puL. Za neutralizaciju
formijatne kiseline dodano je 102 uL. amonijeva bikarbonata u tubice za prikupljanje frakcije
eluata od 600 pL. Tijek kromatografije pracen je u UNICORN programu pomoc¢u UV detektora

mjerenjem apsorbancije na 280 nm.

Nakon izolacije, frakcije eluata u kojima se nalazi IgG osuSene Su u vakuum centrifugi
(vakuum koncentrator miVac Quattro (GeneVac) s hladenom stupicom za paru Savant RVT400

(Thermo Scientific) i vakuum pumpom OFP400 (Thermo Scientific)).

3.5. SDS-PAGE

U svrhu provjere izolata 1gG-a provedena je SDS-elektroforeza na poliakrilamidnom gelu
(engl. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). 1z odredenih
frakcija eluata 1gG-a uzeti su alikvoti od 100 pl koji su zatim osuseni u vakuum-centrifugi.
Uzorci su pripremljeni resuspendiranjem osusenih uzoraka u 10 pl ultra Ciste vode i 5 pl 3x
koncentriranog pufera za nanoSenje uzorka (7,6 g/L Tris, 23 g/L. SDS, 0,5 g/L bromfenol plavo,
u 10% glicerolu, pH 6,8) nakon ¢ega je slijedila inkubacija od 5 min pri 95°C uz mijesanje

(Thermomixer comfort, Eppendorf).

Elektroforeza je provedena na 200 V, 35 min. Koristen je uredaj NuPAGE SureLock Mini cell
system (Thermo Fisher Scientific). Komercijalni gelovi (NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 4-12%,
I mm, 12 jazica, Thermo Fisher Scientific) su nakon elektroforeze tri puta isprani Milli-Q

vodom uz mijesanje. Svako je ispiranje trajalo 5 min. Gel je bojan bojom Gel Code Blue Safe
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Protein Stain (Thermo Fisher Scientific) 1h uz mijeSanje. Nakon bojanja gel je ispran malom

koli¢inom Milli-Q vode te stavljen na odbojavanje u 150 ml Milli-Q vode na 3h uz mijeSanje.

3.6. Odsoljavanje

Odsoljavanje lgG-a nakon izolacije provedeno je trima metodama i) pomoc¢u hladnog
metanola, ii) pomoc¢u sustava Amicon sustava za ultrafiltraciju, iii) pomo¢u MF-Millipore

membranskog filtra, a koje su opisane u nastavku.

3.6.1. Odsoljavanje hladnim metanolom

Princip: Metanol precipitira proteine koji se centrifugiranjem odvajaju na dno, dok u nadsloju

metanola ostaju otopljene soli.

Posusenim uzorcima dodano je po 1 mL metanola prethodno ohladenog na -20 °C i dobro
promije$ano pipetom. Plocica se zastitila prozirnom ljepljivom folijom (sprjeava isparavanje
metanola) i centrifugirala 15 minuta na 2200 g (Eppendorf centrifuga, model 5804). Nakon
centrifugiranja, 970 uL supernatanta paZzljivo je otklonjeno i odbaceno te se postupak ponovio

jos§ jednom. Uzorci su posuseni u vakuum centrifugi.

3.6.2. Odsoljavanje pomoc¢u sustava Amicon sustava za ultrafiltraciju Ultra Centrifugal

filtera

Princip: Amicon sustava za ultrafiltraciju (originalni naziv: Amicon® Ultra Centrifugal Filter)
komercijalno je dostupan sustav za jednokratnu uporabu koji omogucéava ultrafiltraciju,
odsoljavanje, izmjenu pufera i ukoncentriravanje raznih bioloskih uzoraka. Sustav se sastoji od
tubice za sakupljanje filtrata, tubice za sakupljanje koncentrata te filtriraju¢e naprave s okomito

polozenom membranom gradene od regenerirane celuloze.
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Slika 5. Amicon 10K sustav za ultrafiltraciju (preuzeto s www.merckmillipore.com)

Za potrebe ovog rada koriSten je Amicon 10K sustav za ultrafiltraciju za volumene do 2 mL s
granicom molekularne mase (engl. Nominal Molecular Weight Limit, NMWL) od 10 000 Da.
Budu¢i da membrana sadrzi tragove glicerina, preporuca se sustav isprati puferom ili ultra
Cistom vodom. Amicon sustav, koji je prethodno sastavljen prema uputama proizvodaca,
najprije je dva puta ispran s po 2 mL ultra Ciste vode koja se uklonila centrifugiranjem 30 min
na 4000 g (Eppendorf centrifuga, model 5804). Pojedini uzorak je iz jazice plo€ice pipetom
prenesen u tubicu zapremnine 2 mL te nadopunjen ultra ¢istom vodom do oznake volumena 2
mL. Cjelokupni volumen je zatim prenesen u Amicon sustav koji je ¢vrsto poklopljen tubicom
za sakupljanje koncentrata te centrifugiran 30 min na 4000 g. Filtrat je odbacen, a uzorku je
dodano jos 1,8 mL ultra ¢iste vode i ponovno je centrifugiran pri navedenim uvjetima. Nakon
Sto je filtrat odbac¢en, Amikon sustav je preokrenut tako da tubica za sakupljanje koncentrata
bude na dnu te je centrifugiran 2 min na 1000 g. Koncentrat je prenesen u predvidenu jazicu

plocice za skladiStenje uzoraka koja je pospremljena na -20 °C do daljnje analize.

3.6.3. Odsoljavanje pomo¢u MF-Millipore membranskog filtra

Princip: Primijenjena je tehnika ,.dijalize u kapljici (engl. drop dialysis) koja omogucéava
izmjenu pufera te uklanjanje viska soli iz uzoraka otopina proteina i nukleinskih kiselina malih
volumena (Marusyk i Sergeant, 1980). U ovom radu koristena je MF-Millipore™ Membrane
Filter hidrofilna membrana gradena od mjeSavine celuloznih estera s veli¢inom pora od 0,025

pm.
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Posuseni uzorci su resuspendirani u 50 pL ultra ¢iste vode. U pojedinu jazicu ploCice sa 6
jazica dodano je po 9 mL ultra ¢iste vode na ¢iju je povrSinu polozen membranski filtar u
obliku diska. Disk je ostavljen 5 min da se u potpunosti namoc¢i vodom. Cjelokupni volumen
uzorka pipetom je pazljivo nanesen na sredinu diska (Slika 6.), a ploc¢ica je poklopljena
odgovaraju¢im poklopcem i ostavljena stajati na sobnoj temperaturi 2 sata i 30 minuta. Nakon
isteka vremena, uzorak je sa povrsine diska pipetom prenesen u plocicu za sakupljanje uzoraka,
a mjesto nanoSenja na disku isprano je s dodatnih 20 pL ultra ¢iste vode. Plocica sa uzorcima

pospremljena je na -20 °C do daljnje analize.

Slika 6. Prikaz uzoraka postavljenih na MF-Millipore membranske filtre

3.7. Deglikozilacija

Princip: Sa glikoproteina se cjeloviti N-glikani mogu osloboditi enzimatskim djelovanjem
amidaze, tj. peptid N-glikozidaze F (engl. peptide N-glycosidase F, PNGase F). PNGaza F kida
vezu izmedu srznog N-acetilglukozamina i bo¢nog lanca asparaginskog ostatka proteina kod
svih N-glikana, osim onih koji sadrze srznu fukozu o(1,3) vezanu na srzni GIcNAc (Marifio i
sur., 2010). Oslobadanje N-glikana sa izoliranog i pro¢is¢enog imunoglobulina G iz uzorka

provedeno je pomo¢u PNGaze F kako je opisano u nastavku.

Uzorci rasporedeni u plocicu s 96 jazica i osuseni u vakuum centrifugi ponovno su otopljeni
dodatkom 3 pL 1,66X PBS resuspendirajuci pipetom. Protein je denaturiran dodatkom 4 uL
0,5 % SDS-a i inkubacijom 10 min na 65°C. Potom je dodano 2 pL 4% Igepala.
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Enzimska smjesa pripremljena je mijeSanjem 1 pL SX PBS 10,12 pL. PNG-aze F po uzorku. U
svaki uzorak dodan je 1 uL smjese, a plo€ica se zastitila Porvair Thermal folijom i inkubirala 3

sata na 37°C. Nakon inkubacije, uzorci su osuseni u vakuum centrifugi.

3.8. Obiljezavanje glikana

Princip: Za potrebe analize pomocu kapilarne gel elektroforeze s detekcijom fluorescencije
inducirane laserom, izolirane N-glikane potrebno je uciniti elektroforetski pokretljivima i
fluorescentnima derivatizacijom glikana s fluoroforom koja nosi negativni naboj, poput 9-
aminopiren-1,3,6-trusilfonske kiseline (engl. 9-aminopyrene-1,3,6-trisulfonic acid, APTS).
Reakcijom reduktivne aminacije APTS se vezuje na reducirajuce krajeve glikana (Reusch i
sur., 2014).

Otopina PB u DMSO (1,2 M 2-pikolin boran u DMSO) pripremljena je otapanjem 38.5 g PB u
300 uL DMSO (u digestoru) uz mijesanje na vortexu do potpunog otapanja PB. Za jednu
ploCicu sa 96 jazica pripremljeno je 210 uL APTS otopine za obiljezavanje (30 mM APTS u
3,6 M citratnoj kiselini), 300 uL otopine PB te 200 pL ultra Ciste vode.

U svaki je uzorak dodano 2 pL ultra ¢iste vode mijesajuci pipetom kako bi se otopio. Zatim je,
bez mijesanja, u pojedinu jazicu na uzorak dodano po 2 uL. APTS otopine za obiljezavanje te
potom 2 uL otopine PB. Plocica se zastitila Porvair Thermal folijom i ostavila mijesati 10 min

na 500 rpm na sobnoj mijeSalici. Plocica je kratko centrifugirana te inkubirana 16 sati na 37°C.

Reakcija obiljezavanja prekinuta je dodatkom 100 pL svjeze pripremljenog i ohladenog (2 - 8
°C) 80 % ACN-a u svaki uzorak. PloCica je zasti¢ena folijom i pospremljena u hladnjak na + 4
°C.

3.9. Prociséavanje

Princip: Visak APTS-a, reduciraju¢ih agensa i ostale necisto¢e uklonjene su metodom
ekstrakcije na ¢vrstu fazu temeljene na kromatografiji hidrofilnih interakcija (engl. Hydrophilic

Interaction Chromatography based Solid Phase Extraction, HILIC SPE).

Suspenzija Bio-Gel P-10 stavljena je na sobnu temperaturu i pripremljena cista 350 uL
AcroPrep GHP 0,2 pum filter ploc¢ica. U predvidene jazice 350 pL AcroPrep GHP 0,2 um filter

plocice odpipetirano je 200 puL Bio-Gel P-10 suspenzije. Otapalo je uklonjeno primjenom
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vakuuma. Pojedina je jazica isprana s 3 X 200 pL ultra Ciste vode koja je nakon inkubicije od 1
min uklonjena primjenom vakuuma. Jazice su zatim ekvilibrirane s 3 X 200 pL 80 % ACN-a
koji je takoder uklonjen vakuumom nakon jednominutne inkubacije. Ukupni volumen uzorka
pipetom je prenesen u odgovarajuce jazice GHP filter plocCice koja je ostavljena na mijesalici 5
min na 450 rpm. ViSak otapala uklonjen je primjenom vakuuma. Plo¢ica je zatim pet puta
isprana s po 200 uL svjeze pripremljenog 80% ACN-a koji sadrzi 100 mM trietilamina (TEA)
te s 3 X 200 uL 80 % ACN-a. Nakon dodatka otapala, pojedini korak ispiranja slijedila je
dvominutna inkubacija i uklanjanje otapala vakuumom. Plocica je stavljena iznad 1 mL ploCice
za sakupljanje te je u jazice dodano 100 uL i 2 X 200 uL ultra ¢iste vode pri ¢emu je svaki
korak dodavanja vode slijedila inkubacija 5 min na mijesalici pri 450 rpm. Eluat je primjenom
vakuuma prikupljan u plo¢icu za skladiStenje koja se zastitila Porvair Thermal folijom i

pospremila u zamrzivac.

TFTYVTTYRS
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Slika 7. Prikaz uzoraka nanesenih na AcroPrep GHP 0,2 pm filter plo¢icu

a) prije i b) poslije HILIC SPE procis¢avanja

3.10.  Priprema uzoraka za CGE-LIF analizu

Za pripremu uzoraka potrebno je pripremiti plocicu s uzorcima, formamid, kombinirani uzorak
APTS-om obiljezenih N-glikana 1gG-a te GeneScan 500 LIZ standard veli¢ine. LIZ standard je
razrijeden 1:50 s Hi-Di formamidom tako da je pomijesano 2 pL GeneScan 500 LIZ standarda

veli¢ine s 98 uL Hi-Di formamida.

U cistu MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate plo¢icu dodano je u svaku jazicu po 6 uL
Hi-Di formamida, 1 pL LIZ standarda razrijedenog 1:50 s Hi-Di formamidom te 3 uL uzorka

(ukupni volumen 10 pL). Za pripremu standarda u predvidenu je jazicu dodano 8 pL Hi-Di
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formamida, 1 pL kombiniranog uzorka N-glikana imunoglobulina G obiljezenih APTS-om te 1
uL LIZ standarda razrijedenog 1:50 s Hi-Di formamidom. Za pripremu slijepe probe u 8 uL
Hi-Di formamida i 1 uL LIZ standarda razrijedenog 1:50 s Hi-Di formamidom dodan je 1 uL
ultra ¢iste vode. Plocica s pripremljenim uzorcima je zatim zasti¢ena sa septom za plocicu s 96
jazica te kratko centrifugirana na 164 g kako bi se uklonili potencijalni mjehurié¢i zraka na dnu

jazica.

3.11. CGE-LIF analiza uzoraka

Analiza je izvedena na Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)
sa 4 kapilare duljine 50 cm ispunjene POP-7 polimerom. Metoda je slozena u 3130 Series Data
Collection programu. Uzorak je injektiran elektrokineticki pri naponu od 15 kV tijekom 5
sekundi, a eletroforeza je provodena 2800 sekundi, tj. 47 minuta pri naponu od 15 kV i

temperaturi od 30 °C.
3.11.1. Pregledavanje i obrada rezultata

Prikupljeni sirovi podaci preliminarno su pregledani u programu GeneMapper®, a zatim su
pomocu Data File Converter programa pretvoreni iz formata .csv u format .xml kako bi mogli
biti analizirani glyXtool alatom za analizu glikana. Automatizirana normalizacija migracijskih
vremena i integracija odabranih pikova (Slika 3.) dobivenih elektroferograma izvedena je u

programu glyXtool.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. 1zolacija 1gG-a iz uzorka velikog volumena pomocéu CIM protein G disk

monolitne kolone na instrumentu AKTA avant 25

Izolacija/procis¢avanje IgG-a iz pripremljenih uzoraka male koli¢ine IgG-a u velikom
volumenu provedena je afinitetnom kromatografijom uz CIM® r-Protein G disk monolitne
kolone na kromatografskom sustavu AKTA avant 25 kako je opisano u poglavlju 3.4 ,,Izolacija
imunoglobulina G“. U ovom radu male koli¢ine IgG-a odnose se na mikrogramske koli¢ine
IgG-a (1-10 pg), a kao otapalo/medij velikog volumena u kojem su se nalazile mikrogramske

koli¢ine IgG-a odabran je stani¢ni medij (Opti-mem, Gibco) volumena 50 mL.

Metode za analizu glikozilacije proteina 1gG uglavnom su optimirane na IgG-u izoliranom iz
uzorka plazme ili seruma. Ipak, metode koje se koriste za izolaciju 19G-a iz uzoraka plazme ili
seruma, poput izolacije IgG pomocu protein G zrna, proteina G monolitne ploc€ice ili drugih
sustava, bilo u obliku pojedina¢nih tubica/kolonica ili u formatu plocica, nisu pogodne za
izolaciju 1gG-a iz uzoraka velikih volumena iz nekoliko razloga. Prvo, ti su sustavi namijenjeni
za izolaciju uzoraka manjih volumena. Volumen koji mogu primiti jednim nanoSenjem obic¢no
iznosi do 2 mL pa bi uzorci velikih volumena, poput uzoraka od 50 mL koristenih u ovom
radu, morali biti naneseni u 25 frakcija po 2 mL, $to onda zahtjeva puno ru¢nog rada,
koncentracije, a pove¢ava mogucénost greSke. Nadalje, zbog viSekratnog pipetiranja moze doci
do veceg gubitka ionako male koli¢ine IgG-a iz uzorka. Osim volumena, problem predstavlja i
sastav uzorka. Tako na primjer, stani¢ni medij je gu$¢i, kompleksniji medij od uobic¢ajenih
otapala u kojima se uzorci nanose na ploCicu (uzorci razrijedeni u 1XPBS-u) pa prolazi
sporije/teze, a prolaskom velikih volumena medija kroz kolonu plo¢ice moze do¢i i do
zacepljenja kolona §to bi znatno usporilo ili ¢ak onemogucilo daljnji rad. Kako bi se izbjegli
problemi vezani uz preveliki broj manipulacija uzorcima koje mogu dovesti do greske i
produljuju vrijeme procesa izolacije te kako bi se osigurali bolji i brzi protoci uzoraka kroz
sustav za izolaciju 1gG-a, bilo je potrebno uspostaviti novi nacin za izolaciju IgG-a za slucajeve
kada se radi o uzorcima velikog pocetnog volumena. Stavljanje CIM Protein G disk monolitne
kolone na kromatografski sustav za pro¢i§éavanje proteina AKTA avant 25 omoguéilo je da se
proces izolacije 1gG-a iz pocetnih uzoraka velikih volumena gotovo u potpunosti automatizira
te da se osiguraju dobri protoci uzorka kroz kolonu te prihvatljivo vrijeme izolacije 1gG-a iz

uzorka. Proces izolacije 1gG-a pomoéu AKTA avant 25 kromatografskog sustava iz uzorka
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volumena 50 mL traje 1 sat i 15 min po uzorku. Uz odabrane brzine protoka, vrijeme trajanja

procesa najvise je uvjetovano volumenom uzorka.

CIM Protein G disk monolitna kolona je izabrana za izolaciju 1gG-a iz razloga §to se isti
princip izolacije 1gG-a (protein G vezan za monolit), ali u obliku plo¢ice ve¢ koristi za
izolaciju IgG-a za potrebe analize glikozilacije 1gG-a (Pucic¢ i sur., 2011), §to je izmedu ostalog
osiguralo da puferi koji se koriste pri eluiranju lgG-a i neutralizaciji eluata 1gG-a budu

prikladni za nizvodni dio procesa analize glikozilacije 19gG-a.

lako je metoda za izolaciju 1gG-a pomo¢u CIM Protein G disk monolitne kolone na AKTA
avant 25 instrumentu napravljena prema ve¢ postojecoj metodi za izolaciju IgG-a na protein G
monolitnoj ploc¢ici (Puci¢ i sur., 2011) i uputama proizvoda¢a CIM Protein G disk monolitne
kolone (BIA Separations), pojedine dijelove metode bilo je potrebno dodatno optimizirati. To
se posebno odnosilo na korak eluiranja IgG-a. Volumen frakcija eluata je optimiran na nacin da
se sva koli¢ina IgG-a eluira u jednoj frakciji kako bi kona¢ni volumen eluata bio $to manji, a
uzorak 1gG-a $to koncentriraniji. Prvo je IgG eluiran s kolone u frakcijama od 400 uL. mravlje
kiseline (Slika 8.) te je u tom slucaju bilo potrebno prikupiti barem dvije frakcije (frakcija broj
2 1 3) kako bi se prikupio sav 1gG. Ukupni volumen eluata IgG-a nakon neutralizacije sa 136

uL amonijeva bikarbonata iznosio je 936 pL.
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Slika 8. Prikaz eluacije 1gG-a iz po¢etnog uzorka koli¢ine 1 pg IgG-a u 50 mL medija-
graficki prikaz ovisnosti apsorpcije pri 280 nm o vremenu. VVolumen frakcija eluata iznosio
je 400 uL, a prve tri frakcije oznacene su brojevima 1, 2 i 3.

Zatim je metoda podeSena na nacin da je IgG eluiran u frakcijama od po 600 puL mravlje
kiseline. U tom slucaju bilo je moguce u jednoj frakciji (frakcija broj 2) prikupiti gotovo svu
koli¢inu IgG-a vezanu na kolonu (Slika 9.). Ukupni volumen eluata 1gG-a nakon neutralizacije

sa 102 pL amonijeva bikarbonata iznosio je 702 pL.
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Slika 9. Prikaz eluacije 1gG-a nakon optimizacije volumena frakcija iz po¢etnog uzorka
koli¢ine 3 pg IgG-a u 50 mL medija - graficki prikaz ovisnosti apsorpcije pri 280 nm o

vremenu. Volumen frakcija iznosio je 600 uL, a frakcija u kojoj je sakupljen eluirani 1gG
oznacena je s ,,2%.

Bitno je napomenuti da se i u slijepoj probi uzorka (50 mL medija bez dodatka IgG-a) ocitao
signal koji po vremenu eluiranja odgovara signalu ocitanom i u ostalim uzorcima (U istoj
frakciji), ali je manjeg intenziteta (Slika 10). Uoceno moze biti posljedica prisustva malih
koli¢ina IgG-a u samom mediju ili nespecificnog vezanja ostalih komponenti medija na kolonu
koje se eluiraju kada i 1gG. Osim toga, pracenjem eluacije nakon nanos$enja uzorka od 50 mL

1XPBS-a takoder je uocena pojava signala u identi¢noj frakciji, ali je intenzitet 10 puta manji

nego kada je na kolonu naneseno 50 mL stani¢nog medija (Slika 11).
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Slika 10. Prikaz eluacije slijepe probe uzorka (50 mL medija bez 1gG-a) - graficki prikaz
ovisnosti apsorpcije pri 280 nm o vremenu. Volumen frakcija iznosio je 600 pL, a frakcija u

kojoj je ocitan signal oznacena je s ,,2“. Oznacena frakcija odgovara frakciji u kojoj je
sakupljen eluirani 1gG u ostalim uzorcima.
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Slika 11. Prikaz eluacije nanon nanoSenja uzorka od 50 mL 1XPBS-a - graficki prikaz
ovisnosti apsorpcije pri 280 nm o vremenu. Volumen frakcija iznosio je 600 pL, a frakcija u

kojoj je ocitan signal oznacena je s ,,2“. OznaCena frakcija odgovara frakciji u kojoj je
sakupljen eluirani 1gG u ostalim uzorcima.
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CIM protein G disk sadrzi protein G vezan za monolit. Proizvoda¢ CIM protein G diska tvrdi
da isti ima kapacitet vezanja > 10 mg IgG/ mL monolita, $to bi znacilo da disk volumena 0,34
mL moze vezati ¢ak 3,4 mg IgG-a. Prilikom izolacije malih koli¢ina IgG-a (1 — 50 pg) na CIM
protein G disk monolitnoj koloni uocena je linearna ovisnost visine pika apsorbancije na 280
nm nakon eluiranja 1gG-a s kolone o koli¢ini imunoglobulina G u pocetnom uzorku §to

pokazuje kako je CIM protein G disk dobar i za izolaciju malih koli¢ina IgG-a (Slika 12.).
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Slika 12. Grafic¢ki prikaz ovisnosti izmjerene apsorbancije pri 280 nm nakon eluiranja
1gG-a s kolone o koli¢ini IgG-a u po¢etnom uzorku

Uspjesnost izolacije IgG-a, osim mjerenjem apsorbancije na 280 nm, pokazana je i SDS-
PAGE-om (Slika 13.). U frakcijama 2 i 3 dobivenim sakupljanjem frakcija od 400 uL uocene
su dvije vrpce, u visini markera velic¢ine 55 i 25 kDa koje odgovaraju teskom i lakom lancu
IgG-a (slika 13.a). U ostalim frakcijama, kao i u frakcijama dobivenim proc¢is¢avanjem cistog
medija (bez dodatka 1gG-a), nije bilo vidljivo prisustvo 1gG-a. U frakciji 2 dobivenoj
sakupljanjem frakcija volumena 600 uL dokazana je prisutnost IgG (slika 13.b). Rezultati
SDS-PAGE-a u skladu su i potvrduju rezultate uspjesnosti izolacije IgG-a praéene mjerenjem
apsorbancije nakon eluiranja 1gG-a. Objema metodama je, dakle, dokazano da se u odabranim
frakcijama nalazi izolirani 1gG.
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Slika 13. SDS-PAGE frakcija prikupljenih prilikom proc¢i§¢avanja IgG-a afinitetnom
kromatografijom pomoéu CIM r-Protein G disk monolitne kolone na kromatografskom
sustavu AKTA avant 25 a) alikvoti (100 pL) frakcija volumena 400 uL dobivenih
procis¢avanjem pocetnog uzorka koli¢ine IgG-a 40 pg; b) alikvoti frakcija (100 uL) volumena
600 uL dobivenih pro¢is¢avanjem pocetnog uzorka koli¢ine IgG-a 10 pg.
F = frakcija, MARKER=standard veli¢ine proteina (kDa)

4.2. Utjecaj soli na CGE-LIF analizu APTS-om obiljezenih glikana izoliranog IgG-a

S obzirom da se u ovom radu Zzeli ispitati moguénost dobivanja profila IgG glikana u
slucajevima kada pocetni uzorak sadrzi ukupne koli¢ine IgG-a od svega 1-10 pg (prisutnih
unutar velikog volumena), metoda analize N-glikana kapilarnom gel elektroforezom s laserski
potpomognutom fluorescencijom odabrana je jer je manje analiti¢ki zahtjevna 1 osjetljivija.
Odabrana metoda analize glikana izoliranog 1gG-a, kao i preparativni koraci koji joj prethode,
optimirani su na uzorcima IgG-a izoliranog iz seruma/plazme. Prosje¢na koncentracija 1gG-a
izoliranog iz plazme koriStenog u ovom radu iznosila je 0,6 mg/mL Sto zna¢i da je za
postizanje optimalne pocetne koli¢ine IgG za CGE-LIF analizu od 10 ug (prema Huffman i
sur., 2014) potrebno svega 16,7 uL 1gG-a izoliranog iz plazme, §to je vise od 40 puta manji
volumen od onog u kojem su se nalazili uzorci nakon izolacije na AKTI. Manji volumen,
naravno, podrazumijeva i manju koli¢inu soli u uzorku. S obzirom da se nakon izolacije na
AKTI IgG nalazio u 702 uL amonijevog formijata, bilo je potrebno provjeriti u¢inak soli na

nizvodne procese pripreme uzorka za analizu CGE-LIF-om i samu analizu uzoraka. Ispitivanje
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utjecaja prisutnosti soli na CGE-LIF analizu APTS-om obiljezenih glikana provedeno je na
uzorcima koji simuliraju eluate IgG-a dobivene nakon izolacije 1gG-a na AKTI, a koji su
pripremljeni na nacin da je u 700 uL amonijeva formijata dodana koli¢ina IgG-aod 1, 2, 3, 5, 7
i 10 pg. Talog soli uocen nakon susenja uzoraka (Slika 14.a) za potrebe daljnjih postupaka
(deglikozilacije, obiljezavanja glikana) ometa daljnju analizu budu¢i je toliku koli¢inu taloga
¢esto gotovo nemoguce otopiti u svega 3 pL 1XPBS-a (i 4 uL SDS-a ) ¢ime zapolinje

priprema uzorka za deglikozilaciju (Slika 14.).
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Slika 14. Prikaz uzoraka osusenih u vakuum centrifugi a) prije i b) poslije odsoljavanja
hladnim metanolom
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Ispitivanje utjecaja prisutnosti soli na CGE-LIF analizu APTS-om obiljeZzenih glikana
provedeno je na uzorcima koji simuliraju eluate 1gG-a dobivene nakon izolacije 1gG-a na
AKTI, a koji su pripravljeni na na¢in da je u 700 uL amonijeva formijata dodana koli¢ina IgG-
aod1,2,3,5 7110 pg.

Kako bi se vidjelo imaju li soli negativni utjecaj na nizvodne procese analize glikozilacije
izoliranog 1gG-a, proveden je eksperiment u kojem je usporedena kvaliteta elektroferograma
dobivenih analizom uzoraka koji nisu podvrgnuti odsoljavanju i onih koji su odsoljeni pomocéu
hladnog metanola, pomo¢u Amicon sustava za ultrafiltraciju i pomocéu MF-Millipore

membranskog filtra.

Dobiveni elektroferogrami uzoraka analiziranih u duplikatu medusobno su usporedeni prema
broju pikova koje je moguce vidjeti u profilu, pri ¢emu veci broj razlucenih pikova oznacava
bolji rezultat, tj. bolji profil glikana. Broj pikova koji su vidljivi u profilu odabran je kao kriterij
bolje osjetljivosti metode i1 za usporedbu kvalitete profila IgG glikana iz razloga $to je u dva
uzorka razli¢itog intenziteta bilo moguce vidjeti jednak broj pikova, zbog ¢ega se smatra da
sami intenziteti ne daju dovoljno informacija o osjetljivosti metode i kvaliteti elektroferograma.
Profil glikana 19G-a izoliranog iz plazme (Slika 3.) sadrzi 28 pikova od kojih je za usporedbu
uzoraka odabrano 20 najvisih pikova koji odgovaraju 20 najzastupljnijih glikanskih struktura u
profilu glikana 1gG-a. Za pojedini je uzorak zabiljezen broj pikova od navedenih 20 koji su
prisutni u elektroferogramu, a ukoliko su bili prisutni i ostali pikovi, broj prisutnih pikova u

uzorku je zabiljezen kao ,,>20 (Tablica 3).

Utvrdeno je da kod malih koncentracija 1gG-a (1, 2, 3, 5 pg), odsoljavanje donosi znacajno
poboljsanje u broju vidljivih pikova u elektroferogramu s razlikom od barem 5 dodatnih
vidljivih pikova. Iako je u uzorku s 10 pg IgG-a moguce dobiti 20 pikova i bez odsoljavanja,
uoceno je da se nasumi¢no u nekim neodsoljenim uzorcima s manjom koli¢inom 1gG-a
dogodio potpuni izostanak profila glikana (profili nalik na slijepu probu), sto nije uo¢eno kod
odsoljenih uzoraka. Moguénost dobivanja i kvaliteta dobivenog elektroferograma vjerojatno

ovisi 0 kombinaciji vise faktora, poput kombinacije koli¢ine analita u uzorku te koli¢ine soli.
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Tablica 3. Prosjeéni broj vidljivih pikova u elektroferogramima dobivenim analizom
uzoraka (koji simuliraju eluate 1gG-a dobivene nakon izolacije 1gG-a na AKTI) koji nisu
odsoljeni i uzoraka odsoljenih pomoc¢u hladnog metanola, pomoé¢u Amicon sustava za
ultrafiltraciju te pomo¢u MF-Millipore membranskog filtra. Uzorci su analizirani u
duplikatu, a brojevi navedeni u tablici prikazuju prosjecan (srednja vrijednost) broj pikova u
ovisnosti o koli¢ini IgG-a i tretmanu (neodsoljavanje i odsoljavanje).

Broj vidljivih pikova

Koli¢ina IgG u Neodsoljeni | Uzorci odsoljeni Uzorci odsoljeni Uzorci odsoljeni
700 puL uzorci hladnim metanolom | pomoc¢u Amicon pomocéu MF-
amonijeva sustava za Millipore
formijata/ pg ultrafiltraciju membranskog filtra

1 5 14 5 0

2 12 15 10 10

3 12 19 12 15

5 15 >20 15 18

7 20 >20 20 20

10 >20 >20 >20 >20

Metode odsoljavanja (hladnim metanolom, Amicon sustavom za ultrafiltraciju i MF-Millipore
membranskim filtrom) medusobno su usporedene prema broju pikova vidljivih u
elektroferogramu (Tablica 3.), tj. najmanjoj koli¢ini 1gG-a u pocetnom uzorku potrebnoj za
dobivanje elektroferograma koji sadrzi 20 pikova (Slika 15.). Ponajprije, uoceno je kako CGE-
LIF analiza koja je uslijedila nakon svake od metoda odsoljavanja, nije rezultirala
zadovoljavaju¢im rezultatima za poc¢etnu Koli¢inu 1gG-a od 1 ug pri ¢emu je najlosije rezultate
dala metoda odsoljavanja pomo¢u MF-Millipore membranskog filtra (0 razlu€ivih pikova).
Porastom kolic¢ine IgG-a raste i broj razlucivih pikova za svaku od metoda odsoljavanja, ali
razli¢itim trendom promjene. Moze se primijetiti kako pri koncentraciji od 10 pg IgG-a svaka
od metoda daje zadovoljavajuci elektroferogram sa vise od 20 prisutnih pikova. Kod primjene
metode odsoljavanja pomocu hladnog metanola moguce je dobiti zadovoljavajuéi
elektroferogram vec¢ sa 3 pg (19 vidljivih pikova), a vise od 20 pikova se sigurno moze dobiti
sa 5 pg. Nasuprot tome, zadovoljavajuci elektroferogram (20 vidljivih pikova) dobije se kod 7
ug, odnosno vise od 20 pikova tek kod 10 pg IgG-a za preostale dvije metode odsoljavanja
(Amicon sustav za ultrafiltraciju i MF-Millipore membranski filter). Manja osjetljivost moze
biti posljedica gubitka proteina iz uzorka uslijed nespecificnog vezanja na membranu
sustava. Usporeduju¢i metode broju prepoznatljivih pikova u

pojedinog prema

elektroferogramima prema koncentraciji IgG u po¢etnom uzorku vidljivo je kako odsoljavanje
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metanolom daje najbolje rezultate buduéi se zadovoljavajuéi profil glikana (20 vidljivih

pikova) dobije sa manjom koli¢inom IgG-a nego sa ostalim metodama.

30
® Odsoljeni pomoc¢u MF-Millipore membranskog filtra

25 H Odsoljeni pomo¢u Amicon sustava za ultrafiltraciju
= Odsoljeni hladnim metanolom
20
15
10
0
1 2 3 5 7 10

Kolicina IgG/ug

Broj pikova

Slika 15. Prosje¢ni broj pikova vidljivih u elektroferogramu za pojedinu metodu
odsoljavanja prema koli¢ini IgG-a u uzorku koji simulira eluat 1gG-a dobiven nakon
izolacije 1gG-a na AKTI.

Osim po broju pikova, metode odsoljavanja mozemo usporediti i po kvaliteti/Cisto¢i dobivenog
elektroferograma, kako medusobno, tako i sa standardom i slijepom probom. Za metodu
odsoljavanja pomoc¢u hladnog metanola ponovno je uoceno da eventualne male interferencije,
prisutne u prvom dijelu elektroferograma, prestaju biti uocljive/smetati ve¢ kod koli¢ine od 3
ug IgG-a. Elektroferogrami uzoraka pocetne koli¢ine IgG-a od 3, 5, 7 1 10 pg zadovoljavajuce
su kvalitete, intenziteta i broja pikova. Sli¢no, interferencije prisutne u prvim pikovima u
elektroferogramu  dobivenom analizom uzoraka odsoljenih pomocu MF-Millipore
membranskog filtra nisu jako izrazene i prestaju smetati kod koli¢ine IgG-a od 5 pg.
Elektroferogrami uzoraka pocetne koli¢ine IgG-a od 7 i 10 pg zadovoljavajuce su kvalitete,
intenziteta i broja pikova. Suprotno tome, u elektroferogramu dobivenom analizom uzoraka

odsoljenih pomo¢u Amicon sustava za ultrafiltraciju uocene su intenzivne interferencije,

33



poglavito u prvom dijelu elektroferograma (2., 3., 4., 12. piku), ali i u drugom dijelu (u 26.
piku) pri ¢emu je visina pika interferencije vec¢a od visine inae najveteg pika u
elektroferogramima za koli¢ine IgG-a 1, 2, 3 i 5 ug. Spomenute interferencije vidljive su i u
uzorku slijepe probe koji je proSao jednak tretman sustavom Amicon. Iako su po broju pikova
zadovoljavajuc¢i, u elektroferogramima dobivenima kod koli¢ine od 7 i 10 pg IgG-a
interferencije i dalje ometaju interpretaciju pikova mijenjajuéi udjele visine pikova. S obzirom
da je membrana Amicon sustava za ultra centrifugiranje gradena od regenerirane celuloze,
postoji mogucnost da vidljive interferencije potje¢u od celuloze iz membrane. Osim toga,
proizvodac upozorava na prisutnost ostataka glicina u sustavu te preporuc¢a da se sustav ispere
ultra-¢istom vodom prije daljnje analize, $to je i ucinjeno, ali nije imalo znacajan ucinak U

smislu smanjenja interferencija.

Budu¢i da rezultira zadovoljavaju¢im profilom glikana pri manjoj koli¢ini IgG-a te je
elektroferogram bolje kvalitete/Cistoce nego kod ostalih metoda, izabrana je metoda
odsoljavanja pomoc¢u hladnog metanola koja je primjenjivana dalje kroz eksperiment. Osim
toga $to daje najbolje profile glikana s obzirom na broj vidljivih pikova, odsoljavanje hladnim
metanolom metoda je izbora jer je jeftinija, pristupacnija, jednostavnija za izvodenje te manje

vremenski zahtjevna od preostalih ispitanih metoda.

Ako se usporede intenziteti pikova pojedinih uzoraka odsoljenih hladnim metanolom i
neodsoljenih uzoraka, uoceno je kako je intenzitet pikova u elektroferogramima uzoraka svih
koli¢ina IgG koji su odsoljeni barem tri puta veéi od intenziteta uzoraka koji nisu odsoljeni
(rezulatati nisu prikazani). Pritom treba naglasiti da su uzorci bili prisutni u duplikatu te
rasporedeni na plo¢icu na nacin da se uzorak odredene koli¢ine IgG, odsoljen ili neodsoljen,
uvijek vozi na istoj kapilari kako bi usporedivost intenziteta bila Sto veca. Nadalje, pracenjem
izgleda elektroferograma pojedinog uzorka usporedbom sa slijepom probom i standardom IgG
glikana, uocena je prisutnost interferencija (dodatnih pikova), poglavito u prvom dijelu
elektroferograma, do 10. pika. Osim toga, uoceno je kako su interferencije izrazenije kod
manjih koli¢ina IgG-a (vidljivije kod manjih intenziteta, kod vecih intenziteta puno manjim
udjelom sudjeluju u piku pa su i manje vidljive ili nisu vidljive) te ih je viSe zastupljeno kod
uzoraka koji nisu odsoljeni u odnosu na odsoljene. Kod neodsoljenih uzoraka, interferencije su
vidljive sve do koli¢ine IgG-a od 7 pg, dok kod odsoljenih uzoraka prisutne interferencije

prestaju smetati kod koli¢ine od 3 pg.

Uzorci male koli¢ine IgG-a u 700 ul amonij formijata (koji odgovaraju uzorcima izoliranim na

AKTI) su nakon odsoljavanja hladnim metanolom prolazili kroz postupke (deglikozilacija,
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obiljezavanje APTS-om, analiza CGE-LIF-om) koji su zapravo optimizirani na uzorcima
dobivenim izolacijom 1gG-a iz plazme. Stoga su elektroferogrami dobiveni analizom uzoraka u
kojima se mala koli¢ina IgG-a (1-10 pg) nalazila u 700 pl amonij formijata te koji su odoljeni
hladnim metanolom usporedeni (prema broju vidljivih pikova) sa elektroferogramima
dobivenima analizom uzoraka koji su sadrzavali iste koli¢ine IgG-a (1-10 pg), ali koji su
zapravo predstavljali alikvot od uzorka 1gG-a izoliranog iz plazme i koncentracije od oko 0,6
pg/uL (Tablica 4.). Tako je na primjer profil glikana dobiven analizom 1 pg IgG-a u 700 ul
amonij formijata i koji je odsoljen hladnim metanolom usporeden sa 1 pg IgG-a koji se nalazio
u volumenu od 1,7 pl amonij formijata 1 koji nije odsoljen. Vidljivo je kako je iz IgG-a
izoliranog iz plazme moguce dobiti zadovoljavajuci elektroferogram (20 vidljivih pikova) sa
pocetnom koli¢inom IgG-a od 1 pg, dok je u uzorcima nakon odsoljavanja metanola
zadovoljavajuéi elektroferogram mogucée dobiti sa 3-5 ug. Nadalje, kada se elektroferogrami
usporede prema intenzitetu signala, uocCeno je da je za istu pocetnu koli¢inu IgG-a u
elektroferogramima uzoraka 1gG-a izoliranog iz plazme intenzitet otprilike 3 puta veci od

intenziteta u elektroferogramima uzoraka odsoljenih metanolom.

Tablica 4. Broj vidljivih pikova u elektroferogramima dobivenim analizom uzoraka (koji
simuliraju eluate 1gG-a dobivene nakon izolacije 1gG-a na AKTI) odsoljenih pomocu
hladnog metanola (u duplikatu) i uzorka lgG-a izoliranog iz plazme.

Broj vidljivih pikova
Pocetna koli¢ina IgG/ ug | Uzorci odsoljeni hladnim metanolom | Uzorci IgG-a izolirani iz plazme
1 14 20
2 15 20
3 19 >20
5 >20 >20
7 >20 >20
10 >20 >20

U elektroferogramima dobivenim analizom duplikata uzoraka odsoljenih metanolom i
kombiniranih uzoraka IgG-a izoliranog iz plazme provedena je integracija 14 zajednickih
pikova kako bi se okarakterizirala usporedivost dobivenih profila glikana ovisno o pocetnoj
koli¢ini IgG-a. U uzorcima odsoljenim metanolom uocene su velike varijacije u relativnim
udjelima visine pojedinih pikova u ovisnosti o pocetnoj koli¢ini IgG-a (Slika 16.). U

pripadaju¢im elektroferogramima uzoraka malih koli¢ina IgG-a relativni udio malih pikova
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vedi je od onog u elektroferogramima koji odgovaraju uzorcima vecih kolic¢ina 1gG-a. Takoder,
kod analize malih koli¢ina 1gG-a, tj. glikana, signal bazne linije moZe ometati interpretaciju
malih pikova. Vidljivo je da se visina manjih pikova smanjuje, a visina veéih pikova povecava
s povecanjem pocetne koli¢ine IgG-a. Varijacija profila uzoraka razliCite koli¢ine IgG-a
odsoljenih metanolom manja je u drugom dijelu elektroferograma, odnosno u pikovima 19. —
28. Takoder, moze se primijetiti kako je varijacija u relativnim udjelima visine pojedinih
pikova profila uzoraka s 5, 71 10 pg vrlo mala, tj. da je ponovljivost profila dobra pa izgled

profila u tom slucaju ne ovisi o koli¢ini IgG-a.
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Slika 16. Grafic¢ki prikaz relativnih udjela visine pojedinog pika u elektroferogramima
dobivenih CGE-LIF analizom uzoraka koji simuliraju eluate 1gG-a dobivene nakon
izolacije 1gG-a na AKTI nakon odsoljavanja metanolom. Uzorci svake odgovarajuée

koli¢ine IgG-a su analizirani u duplikatu te su prikazane srednje vrijednosti za svaki duplikat.

U elektroferogramima dobivenima uzoraka 19G-a izoliranih iz plazme razliitih pocetnih
koli¢ina moze se, generalno, uociti bolja medusobna usporedivost nego u uzorcima odsoljenim

metanolom (Prilog 2.).

Nadalje, medusobnom usporedbom relativnih udjela visine pojedinih glikanskih pikova

dobivenih CGE-LIF analizom duplikata uzoraka 1gG-a pocetne koli¢ine 1, 2, 3,5, 71 10 ugu
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700 uL amonijeva formijata nakon odsoljavanja metanolom, uoceno je da veéina pikova (njih
10) ima koeficijent varijacije (CV) relativnog udjela visine pika manji od 10 % (Prilog 1.).
Pritom 5 pikova ima CV manji od 5 % §to odgovara prethodno opisanom grafickom prikazu.
Koeficijent varijacije vec¢u od 15% imaju svega tri pika, od kojih 1. i 13. pik imaju relativni
udio visine pika manji od 1 %. U prilog bolje medusobne usporedivosti profila unutar uzoraka
IgG-a izoliranih iz plazme nego unutar uzoraka odsoljenih metanolom govore i izraCunati
koeficijenti varijacija relativnih udjela visine pika 14 integriranih pikova (Prilog 3.). Vidljivo je
da vecina pikova profila dobivena iz uzoraka IgG-a izoliranog iz plazme ima CV manji od 5%,
¢ak njih 9 u odnosu na 4 kod uzoraka odsoljenih metanolom. Samo jedan pik, 1. pik, ima CV
veci od 15% $to sveukupno ukazuje na vrlo dobro slaganje profila glikana ovisno o pocetnoj

koli¢ini IgG-a u uzorcima IgG-a izoliranog iz plazme.

Kako bi se dodatno ispitao utjecaj volumena pufera amonijevog formijata u kojem se nalazi
IgG nakon izolacije, tj. utjecaj soli prisutnih nakon suSenja eluata IgG-a, proveden je
eksperiment u kojem su se koli¢ine IgG-a od 1-10 pg nalazile u razli¢itom volumenu
amonijevog formijata (50 — 700 pL). U ovom eksperimentu uzorci nakon suSenja nisu
odsoljavani. Nakon analize kapilarnom gel elektroforezom, dobiveni elektroferogrami
usporedeni su po kriteriju broja vidljivih pikova (Tablica 5.). Uoceno je da volumen amonijeva
formijata i soli preostale nakon odsoljavanja utjecu na kvalitetu elektroferograma i to na nacin
da se povecanjem udjela soli u uzorku smanjuje broj pikova vidljivih u elektroferogramu, ali i
kvaliteta/Cistoca elektroferograma. Vidljivo je da je pri ve¢im koli¢inama IgG-a negativni
utjecaj prisutnih soli na kvalitetu elektroferograma manji, dok je pri nizim koli¢inama IgG-a
negativni utjecaj veoma izrazen i moze rezultirati upola manjim brojem vidljivih pikova u
odnosu na istu koli¢inu IgG-a u prisutnosti manje koli¢ine soli. Na primjer, elektroferogram sa
>20 vidljivih pikova moguce je dobiti iz uzoraka koji sadrze 5 pg IgG-a u 50 1 100 pLL amonij
formijat pufera, dok to nije moguce u uzorcima jednake koli¢ine IgG-a, a veceg volumena
amonijeva formijata. Osim smanjenja broja pikova, problem predstavlja i porast u
koli¢ini/intenzitetu interferencija s porastom udjela soli u uzorku koje ometaju interpretaciju
poglavito prvog dijela elektroferograma i znacajno utjeCu na relativni udio visine pikova,

narocito onih manjih.
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Tablica 5. Broj pikova vidljivih u elektroferogramima uzoraka koji sadrze 1, 2, 3,5, 711 10
ng IgG-a u 50 — 700 pLL amonij formijata odsoljenih hladnim metanolom u ovisnosti o
volumenu amonijeva formijata.

Koli¢ina IgG-a/pg

}g?l';l‘gig /3’{‘0”” 1 2 3 5 7 10
50 12 12 15 >20 >20 >20
100 12 12 15 >20 >20 >20

200 8 12 12 15 >20 20

300 8 8 8 15 15 20
400 8 5 12 20 20 >20

500 12 12 15 20 20 20

600 8 8 12 15 15 20

700 8 8 8 15 20 20

4.3. U¢inak koncentriranja uzoraka na analizu

Nakon procesa HILIC SPE procis¢avanja, IgG glikani se nalaze u 400-500 pL ultra Ciste vode
od Cega se alikvot od svega 3 uL uzima za analizu glikana kapilarnom gel elektroforezom. To
zna¢i da su u daljnju analizu uzeti glikani sa svega 7,5 ng, 15,0 ng, 22,5 ng i 37,5 ng 19gG-a iz
uzorka pocetne koncentracije 1, 2, 3 1 5 pg. Prema Huffman i sur., 2014 preporucena pocetna
koli¢ina IgG-a iznosi 10 pg, Sto u alikvotu od 3 pL odgovara koli¢ini glikana sa 75 ng 1gG-a.
Budu¢i da u vecini slucajeva analiza alikvota od 3 pL kod uzoraka pocetne kolicine IgG od 1, 2
i 3 pg nije rezultirala zadovoljavaju¢im elektroferogramom, uzorci su ukoncentrirani 10 i 100
puta. S obzirom da su kolicine od 5 1 7 pg IgG-a rezultirale zadovoljavaju¢im
elektroferogramom, koncentrirani su samo 10, ne i 100 puta, dok uzorke od 10 pg IgG-a nije
bilo potrebe ukoncentriravati. Dobiveni elektroferogrami usporedeni su unutar pojedine

koncentracije prema intenzitetu i broju pikova (Tablica 6).
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Tablica 6. Maksimalni intenzitet i broj vidljivih pikova elektroferograma pojedinog
izvornog uzorka koji simulira eluat 1gG-a dobiven nakon izolacije 1gG-a na AKTI te istog
uzorka ukoncentriranog 10 i 100 puta.

1x 10x 100x

Koli¢ina I\/_Iaksimalni I_3roj I\/_Iaksimalni I_3roj I\/_Iaksimalni Broj pikova
IgG/ng intenzitet pikova intenzitet pikova intenzitet

1 50 14 250 18 350 18

2 100 15 500 19 660 20

3 200 19 850 >20 1000 >20

5 500 >20 1500 >20

7 800 >20 2900 >20

Uoceno je kako se ukoncentriravanjem prvotnih uzoraka 10 puta maksimalni intenzitet pikova
u svakom od uzoraka povec¢a 4 do 5 puta. Ukoncentriravanje uzoraka ¢ak 100 puta ne rezultira
povecanjem intenziteta ni priblizno onom ocekivanom od 100 puta, nego povecanje iznosi
svega 5 do 7 puta. Nadalje, razlu€ivost pikova ukoncentriravanjem takoder raste pa se 20
pikova moze dobiti s 3 pg IgG pri koncentriranju 10 puta, odnosno pri 2 ug prilikom
koncentriranja 100 puta. Ukoliko se usporedi povecanje intenziteta koncentriranjem uzoraka 10
puta u odnosu na 100 puta primjecuje se kako unato¢ desetorostrukoj razlici faktora
ukoncentriravanja, razlika u povecanju intenziteta je svega 1 do 2 puta viSe prilikom
ukoncentriravanja 100 puta u odnosu na 10 puta. Osim toga, vidljivo je kako ukoncentriravanje
100 puta ne rezultira znatno vec¢im brojem razlucivih pikova u odnosu na koncentriranje 10
puta, ve¢ nasuprot, broj pikova ostaje isti ili se poveca za svega jedan. Nadalje, primijeéeno je
da ukoncentriravanjem od 100 puta nasumi¢no dolazi do pogreske u putovanju standarda
GeneScan 500 LIZ (razvuceni pikovi standarda LIZ ili potpuni izostanak standarda LIZ) koji
je potreban za normalizaciju migracijskih vremena i integraciju pikova dobivenih profila
vjerojatno zbog nagomilavanja soli i ostalih interferencija prilikom viSestrukog
ukoncentriravanja uzoraka koje ometaju analizu. 1z navedenih razloga ukoncentriravanje
uzorka pripremljenih glikana 1gG-a od 10 puta pokazalo se u¢inkovitije od ukoncentriravanja
od 100 puta.

Usporedbom relativnih udjela visine pikova elektroferograma dobivenih analizom prvotnih i
10x koncentriranih uzoraka iste pocetne koli¢ine IgG-a (Slika 17.) uo¢ena je zadovoljavajuca

podudarnost medu profilima ne- i koncentriranih uzoraka iste pocetne koli¢ine IgG-a.
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz udjela povrsine glikanskih pikova dobivenih CGE-LIF analizom
uzoraka (koji simuliraju eluat 1gG-a dobiven nakon izolacije 1gG-a na AKTI) nakon
odsoljavanja hladnim metanolom te 10 puta ukoncentriranih istih uzoraka. a) Uzorak
koli¢ine 1 pg IgG, b) uzorak koli¢ine 2 pg IgG, ¢) uzorak koli¢ine 3 ug IgG, d) uzorak koli¢ine
7 uglgG

4.4. Analiza uzoraka male koli¢ine IgG-a u velikom volumenu CGE-LIF metodom

prema uspostavljenom protokolu

Nakon provedenih eksperimenata i optimiranja pojedinih segmenata protokola, uspostavljeni
protokol u cijelosti je testiran na uzorcima IgG-a izoliranog iz uzoraka pocetne koli¢ine od 1, 2,
3,5,7,10, 15, 20 i 50 pg IgG-a u 50 mL Opti-MEM | medija i dobiveni rezulati su usporedeni
s rezulatima dobivenim analizom uzoraka od 1, 2, 3, 5, 7 i 10 pg IgG-a izoliranog iz plazme.
Dobiveni elektroferogrami uzoraka medusobno su usporedeni prema broju pikova koje je

moguce vidjeti u profilu (Tablica 7.).
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Uoceno je da najmanja pocetna koli¢ina IgG-a u uzorku medija koja je potrebna za ocitanje
signala razli¢itog od signala slijepe probe iznosi 3 pg. U ovom slu¢aju, jednaka koli¢ina je
dovoljna i za dobivanje elektroferograma sa 20 odabranih glikanskih pikova. Analizom istih
koli¢ina IgG-a izoliranog iz plazme, signal razlicit od slijepe probe detektiran je i kod najmanje
pocetne koli¢ine IgG-a od 1 pg. Elektroferogram u kojem je vidljivo vise od 20 pikova moguée
je dobiti analizom 1gG-a izoliranog iz plazme pocetne koli¢ine od 3 ng te uzorka 1gG-a
izoliranog iz 50 mL medija pocetne koli¢ine 7 ug 1gG-a. Obzirom da se alikvot od svega 3 pL
obiljezenih glikana uzima za CGE-LIF analizu, ¢ini se kako je za dobivanje profila N-glikana,
koji kvalitetom odgovara onom dobivenog iz uzorka plazme/seruma, dovoljna koli¢ina glikana
koja potjece od 50 ng izoliranog IgG-a. Pritom treba naglasiti da se ne radi od pocetnoj koli¢ini

IgG-a od 50 ng, nego o alikvotu 1gG-a izoliranog iz uzorka vece pocetne koli¢ine (3 ug) 1gG-a.

Kada su uzorci glikana obiljezenih APTS-om 1gG-a izoliranog iz 50 mL medija deseterostruko
ukoncentrirani, signal razli¢it od slijepe probe detektiran je u pocetnoj koli¢ini 1 pg 19G-a, ali
intenziteti signala su bili niski i pikovi su se samo nazirali u profilu, dok je zadovoljavajuci

profil glikana (20 vidljivih pikova) dobiven iz uzorka pocetne koli¢ine 3 pg 1gG-a.

Tablica 7. Broj pikova vidljivih u elektroferogramima dobivenima CGE-LIF analizom
uzoraka male koli¢ine IgG-a u velikom pocetnom volumenu medija izoliranih na AKTI
(A) i deseterostruko ukoncentriranih istih (B), uzoraka koji simuliraju eluate 1gG-a
dobivene nakon izolacije 1gG-a na AKTI odsoljenih pomoéu hladnog metanola (C) te
uzoraka 1gG-a izoliranog iz plazme (D).

Broj vidljivih pikova
Koli¢ina IgG/ pg A B C D
1 0 4 14 20
2 0 11 15 20
3 20 20 19 >20
5 19 20 >20 >20
7 >20 >20 >20 >20
10 >20 >20 >20 >20

Uvidom u elektroferograme dobivene CGE-LIF analizom uzoraka male koli¢ine IgG-a u
velikom pogetnom volumenu medija izoliranih na AKTI utvrdena je prisutnost interferencije
koja ometa interpretaciju prvog dijela elektroferograma. Buduéi je uoCena smetnja

najintenzivnija u 1., 2., 3., 4. i 10. piku, navedeni pikovi nisu uvrSteni u integraciju (udjeli
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visine ovih pikova nisu usporedivani medu uzorcima). Pri malim koli¢inama IgG-a, 1 do 5 pg,
intenzitet pika interferencije bio je veéi od inace najveceg glikanskog pika u elektroferogramu
dobivenom CGE-LIF analizom. Da je interferencija porijeklom iz medija dokazano je
propustanjem 50 mL 1XPBS i 50 mL Opti-MEM | medija kromatografskim sustavom AKTA
avant 25 i CGE-LIF analizom eluata. Usporedbom dobivenih elektroferograma s profilom 1gG
standarda (Slika 18.) uocena je pojava signala/pika u profilu eluata medija na mjestima koji
odgovaraju 1, 3, 4, i 10 piku 1gG standarda, dok u elektroferogramu eluata 1XPBS-a nije

uocena pojava signala.
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Slika 18. Elektroferogrami APTS-om obiljeZenih N-glikana 1gG-a dobivenih CGE-LIF
analizom uzorka lIgG-standarda (crno), eluata uzorka od 50 mL 1XPBS-a (plavo) i eluata
uzorka od 50 mL Opti-MEM | medija (zeleno). Crvenom strelicom oznaéeni su pikovi u
elektroferogramu Opti-MEM medija koji ometaju interpretaciju profila N-glikana izoliranog
19G-a.

U elektroferogramima dobivenim analizom uzoraka malih koli¢ina IgG-a u 50 mL Opti-MEM
medija i uzoraka IgG-a izoliranog iz plazme provedena je integracija 14 zajednickih pikova u
svrhu provjere usporedivosti dobivenih profila glikana ovisno o pocetnoj koli¢ini IgG-a u
uzorku te vrsti uzorka. U uzorcima koli¢ina IgG-a u 50 mL Opti-MEM medija uocena je dobra
ponovljivost u vecini pikova (Prilog 4.), pri ¢emu je izraunati koeficijent varijacije manji od
10 % za 11 pikova od kojih 5 ima CV manji od 5 % (Prilog 5.). Koeficijent varijacije
relativnog udjela visine pika je za samo jedan pik veci od 15 %, a pritom valja naglasiti da se

radio o piku sa relativnim udjelom visine pika manjim od 1 %. Ponovljivost profila u uzorcima
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IgG-a izoliranog iz plazme (Prilog 6.) vrlo je dobra medu uzorcima razlicite koli¢ine (1, 2, 3, 5,
7110 pg) i bolja nego medu uzorcima IgG-a izoliranog iz 50 mL medija. Uo¢eno potvrduje i
Cinjenica da ¢ak 10 od integriranih 14 pikova ima CV relativnog udjela visine pika manji od 5
%, odnosno 2,5 % (Prilog 7.).

U prvom dijelu profila vidljive su glikanske strukture koje sadrze jednu ili dvije sijalinske
kiseline u svojim granama, pri ¢emu se izomerne strukture uspje$no odvajaju. UocCena veca
varijacija u prvom dijelu elektroferograma moze biti posljedica i nestabilnosti/osjetljivosti
takvih struktura. Osim toga, buduci se pretezno radi o manjim pikovima, potencijalne
interferencije imaju veci utjecaj na njihov izgled te otezavaju interpretaciju. U drugom dijelu
elektroferograma razdvajaju se inace neutralne glikanske strukture, od jednostavnijih prema

sloZenijima.

U profilu dobivenom analizom uzorka pocetne koli¢ine 3 pg IgG-a u 50 mL medija uoc€eno je
20 pikova koji odgovaraju odredenim glikanskim strukturama (Slika 19.). Prisutnost
interferencijau 1., 2., 3., 4. 1 10. piku onemogucava interpretaciju navedenih pikova. S obzirom
da se radi o manjoj koli¢ini IgG-a, bazna linija je intenzivnija zbog ¢ega Cesto nije moguce

razlikovati pikove male visine od razine Suma.
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Slika 19. Profil glikana dobiven CGE-LIF analizom APTS-om obiljeZenih N-glikana 1gG-
a izoliranog iz uzorka pocetne koli¢ine 3 pg 1gG-a u 50 mL Opti-MEM medija
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Suprotno, u uzorcima pocetne kolic¢ine IgG-a vece od 7 pg, bazna linija nije izraZena te se
manji pikovi uspjesno raspoznaju od Suma. U profilu vecih pocetnih koli¢ina IgG-a, a najmanje
7 ng 19G-a, vidljivo je vise od 20 pikova (Slika 20.). U elektroferogramima vecih koli¢ina IgG-
a, posebno koli¢inama veé¢im od 10 pg, bazna linija je oStrija, pikovi oStri i1 pravilni, a signal
intenzivniji 1 utjecaj potencijalnih interferencija manji te je stoga moguce detektirati i manje

pikove tj. manje zastupljene glikane 1gG-a.
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Slika 20. Profil glikana dobiven CGE-LIF analizom APTS-om obiljeZenih N-glikana
1gG-a izoliranog iz uzorka pocetne kolicine 7 pg 1gG-a u 50 mL Opti-MEM medija

S obzirom da se koli¢ine IgG-a od 1 ug u nalaze ispod ili na samoj granici detekcije ovdje
opisanog protokola te uzimajuc¢i u obzir ¢injenicu da se u ovdje opisanom protokolu od
pocetnog uzorka koli¢ine nekoliko mikrograma IgG-a za analizu glikozilacije na kraju iskoristi
samo manje od 1% pocetnog uzorka (injektiranje uzorka na instumentu za CGE-LIF) postoji i
potreba i moguénost kako bi se osjetljivost ove metode mogla povecati. Na primjer, odabirom
druge, efikasnije metode odsoljavanja ili ponavljanjem koraka odsoljavanja, uporabom drugih
obiljezivaca 1 metode detekcije derivatiziranih glikana, dodatnog (ili efikasnijeg) proc¢is¢avanja
glikana te moguénosti iskoriStenja cijele pocetne koli¢ine uzorka za analizu. Tako su
kombinacijom derivatizacije glikana s hidrazidom GirP (engl. Girard's reagent P, 1-
carboxymethyl-pyridium chloride hydrazide), separacije kapilarnom elektroforezom i detekcije
masenom spektrometrijom Lageveen-Kammeijer i suradnici razvijenom CE-ESI-MS metodom

omogucili analizu atomolarnih koli¢ina IgG-a (Lageveen-Kammeijer i sur., 2019).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih pokusa i prikazanih rezultata zakljucuje se:

Uspostavljen je protokol koji omogucuje analizu glikozilacije IgG-a iz pocetnog uzorka
koji sadrzi koli¢ine IgG-a od nekoliko mikrograma u volumenu od nekoliko desetaka

mililitara.

Uspostavljeni protokol ukljucuje izolaciju malih koli¢ine IgG-a iz pocetnog uzorka
velikog volumena afinitetnom kromatografijom na AKTA avant 25 kromatografskom
sustavu uz primjenu CIM r-Protein G Disk monolitne kolone, medukorak odsoljavanja
eluiranog 1gG-a hladnim metanolom, cijepanje glikana 1gG-a PNGazom F te analizu

glikana obiljeZzenih APTS bojom metodom kapilarne gel elektroforeze.

Granica detekcije uspostavljenog protokola ustanovljena je na razini pocetnog uzorka 1
iznosi 3 ug 19G-a u slucaju kada se IgG nalazi u 50 mL medija za stani¢nu kulturu

(Opti-mem).

Dobivena informacija o granici detekcije uspostavljene metode kojom je moguce
analizirati male koli¢ine IgG-a iz velikog pocetnog volumena stani¢nog medija biti ¢e
korisna laboratoriju u kojem je izraden ovaj diplomski rad prilikom dizajna pokusa s

ciljem razumijevanja glikozilacije 1gG-a, a koji ukljucuju stani¢ne modele.

Dodatna optimizacija ovdje uspostavljenog protokola je moguca i potrebna kako bi se

poboljsala granica detekcije.
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7. SAZETAK

Glikozilacija je klju¢na posttranslacijska modifikacija €iji je utjecaj na funkciju proteina
vjerojatno najbolje pokazan na primjeru imunoglobulina G (IgG). Budu¢i je najzastupnije
antitijelo u serumu i time lako dostupan, glikozilacija 1gG-a vrlo je dobro opisana, kao i
promjene u zastupljenosti pojedinih N-glikana 19gG-a u raznim stanjima i bolestima, zbog ¢ega
IgG predstavlja odlican model glikoproteina. U svrhu daljnjeg rasvjetljavanja glikozilacije,
razvijene su brojne metode koje omogucuju analizu slobodnih glikana te glikopeptida. Veliki
izazov predstavlja prilagodavanje postoje¢ih metoda uzorcima male koli¢ine glikoproteina za
Ciju je analizu potrebno razviti osjetljivije metode. Uzorci supernatanta stani¢nih kultura koje
se ponekad koriste u istrazivanju glikozilacije Cesto sadrze vrlo male koli¢ine IgG-a u velikim
volumenima medija jer su stani¢ni modeli nerijetko lo8i proizvodaci IgG-a. Obzirom da su
postojece metode za analizu glikozilacije 1gG-a uglavnom optimizirane za uzorak
plazme/seruma, bilo je potrebno uspostaviti protokol za analizu N-glikozilacije lgG-a iz
pocetnih uzoraka male koli¢ine IgG-a u velikom volumenu, to¢nije, provjeriti mogu li se
postojeCe metode, uz manje modifikacije i optimizacije, Koristiti u navedene svrhe.
Optimiranjem pojedinih koraka uspostavljen je protokol koji se sastoji od izolacije 1gG-a
afinitetnom kromatografijom na AKTA Avant 25 sustavu uz CIM r-Protein G disk monolitnu
kolonu, odsoljavanja eluiranog 1gG-a hladnim metanolom, deglikozilacije izoliranog 1gG-a
pomoc¢u PNGaze F, obiljezavanje oslobodenih glikana APTS-om, proc¢is¢avanja glikana na
Bio-gel P-10 te analize glikana kapilarnom gel elektroforezom. Analizom uzoraka male
koli¢ine IgG-a (1 — 10 pg) u volumenu od nekoliko desetaka mililitara stani¢nog medija
ustanovljeno je da je osjetljivost uspostavljene metode dovoljna za analizu profila glikana
porijeklom 1gG-a koli¢ine od 3 pg. Za postizanje osjetljivosti dovoljne za analizu i manjh
koli¢ina IgG-a (nanogramskih), potrebne su vece modifikacije metode poput odabira druge
tehnike odsoljavanja proteina te dodatnog prociS¢avanja i mogucnosti ukoncentriravanja

obiljezenih glikana.

50



SUMMARY

Glycosylation is the key posttranslational modification whose impact on the function of
proteins is probably best described on the example of immunoglobulin G (IgG). Since it is the
most abundant antibody in human serum, and therefore easily accessible, glycosylation of IgG
is very well described, just as presence of different N-glycans in various states and diseases, all
of which makes 1gG an excellent model glycoprotein. Fast progress in glycoscience requires
establishment of high-throughput technologies for analysis of N-glycans, few of which have
been developed recently. One of the challenges is adaption of existing technologies to low-
abundance glycoprotein samples, for whose analysis development of more sensitive methods is
needed. Since cell models sometimes used for the purpose of glycosylation research are often
poor producers of 1gG, samples of cell culture supernatants contain scarce amounts of 1gG in
big volumes of media. Considering that existing methods are optimized for the analysis of
plasma/serum samples, it was necessary to establish a protocol for the 1gG N-glycosylation
analysis from initial large-volume samples with small quantity of IgG. To be more precise, the
aim was to verify whether the existing methods, with minor modifications and optimization,
could be used for analysis of samples containing 1-10 pg of IgG in initial volumes of tens of
millilitres. Following optimization of mainly the isolation and desalting steps, APTS labelled
N-glycans released form IgG isolated by affinity chromatography were analysed by capillary
gel electrophoresis. Established protocol is proved sensitive enough for analysis of glycans
derived from 3 pg of IgG. Major modifications, such as selection of another desalting
technique, adding additional purification steps and concentration of labelled glycans samples
could result in greater sensitivity increase needed for analysis of smaller amounts (nanograms)
of 1gG.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Tablica vrijednosti relativnih udjela visine pojedinog pika u elektroferogramima dobivenih CGE-LIF analizom uzoraka koji
simuliraju eluate 1gG-a dobivene nakon izolacije 1gG-a na AKTI nakon odsoljavanja metanolom. Uzorci svake odgovarajuée koli¢ine IgG-
a su analizirani u duplikatu te su prikazane srednje vrijednosti za svaki duplikat. Zutom bojom oznaceni su pikovi &iji je relativni udio visine
pika manji od 1 %, a zelenom bojom oznaceni su koeficijenti varijacije manji od 5 %.

Prosjecni relativni udio visine pika

E‘gi_‘;i/nsg 1 3 4 8 12 13 14 16 19 22 23 24 27 28
1 188 | 312 | 379 | 355 | 1168 | 1,83 | 2,83 | 21,40 | 623 | 1504 | 929 | 540 | 11,94 | 2,03
2 075 | 1,99 | 359 | 354 | 1123 | 097 | 324 | 2301 | 6,61 | 1514 | 983 | 540 | 1261 | 2,08
3 081 | 237 | 374 | 393 | 1061 | 088 | 291 | 22,96 | 682 | 1522 | 987 | 556 | 12,16 | 2,16
5 048 | 1,87 | 314 | 333 | 1006 | 0,78 | 297 | 2482 | 7,03 | 1585 | 969 | 577 | 1242 | 1,79
7 050 | 1,73 | 293 | 330 | 993 | 074 | 289 | 2478 | 7,08 | 1609 | 981 | 58 | 1256 | 1,80
10 038 | 1,73 | 294 | 330 | 98 | 068 | 283 | 2509 | 7,14 | 1616 | 969 | 58 | 1255 | 1,80
CV/ % 69,32 | 2518 | 11,86 | 699 | 7,10 | 4378 | 522 | 617 | 511 | 325 | 219 | 38 | 216 | 854

Broj pikovasaCV <5%: 4

Broj pikovasaCV5-10%:6

Broj pikovasaCV 10-15%: 2

Broj pikovasaCV >15%:3
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Prilog 2. Graficki prikaz relativnih udjela visine pojedinog pika u elektroferogramima dobivenih CGE-LIF analizom uzorka 1gG-a
izoliranog iz plazme razlicite pocetne koli¢ine (1, 2, 3, 5, 7 i 10 pg).
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Prilog 3. Tablica relativnih udjela visine 14 odabranih glikanskih pikova dobivenih CGE-LIF analizom uzoraka 1gG-a izoliranog iz
plazme pocetne Koli¢ine 1, 2, 3, 5, 7 i 10 pg. Zutom bojom oznadeni su pikovi &iji je relativni udio visine pika manji od 1 %, a zelenom bojom
oznaceni su koeficijenti varijacije manji od 5 %.

Relativni udio visine pika
:;(él.?/njg 1 3 4 8 12 13 14 16 19 22 23 24 27 28
1 0,84 | 249 | 408 | 379 | 11,80 | 0,70 | 335 | 22,11 | 641 | 1549 | 894 | 533 | 12,67 | 2,00
2 059 | 228 | 388 | 355 | 1123 | 050 | 311 | 2357 | 6,83 | 1563 | 900 | 555 | 1252 | 1,75
3 060 | 232 | 390 | 365 | 1127 | 058 | 304 | 2338 | 682 | 1576 | 912 | 568 | 1221 | 1,69
5 055 | 2,00 | 330 | 346 | 11,10 | 0,69 | 311 | 2350 | 6,89 | 1607 | 935 | 580 | 1241 | 1,77
7 060 | 211 | 353 | 353 | 11,14 | 063 | 307 | 2310 | 678 | 1588 | 931 | 577 | 12,76 | 1,79
10 061 | 222 | 364 | 353 | 11,35 | 0,70 | 327 | 22,61 | 6,74 | 1566 | 929 | 585 | 12,72 | 1,82
CVi% | 1617 | 7,58 | 7.68 | 329 | 224 | 1265 | 383 | 251 | 256 | 129 | 1,90 | 342 | 169 | 6,00

Broj pikovasaCV<5%:9

Broj pikovasaCV5-10%:3

Broj pikovasaCV 10-15%:1

Broj pikovasaCV >15%:1
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Prilog 4. Grafi¢ki prikaz relativnih udjela visine pojedinog profila dobivenih CGE-LIF analizom uzoraka pocetne koli¢ine IgG-a od 3, 5,

7,10, 15, 20 i 50 pg
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Prilog 5. Tablica relativnih udjela visine i pripadajuci koeficijenti varijacije relativnog udjela visine pikova profila uzoraka pocetne

koli¢ine IgG-a od 3, 5, 7, 10, 15, 20 i 50 pg dobivenih CGE-LIF analizom prema uspostavljenom protokolu. Zutom bojom oznaéeni su

pikovi €iji je relativni udio visine pika manji od 1 %, a zelenom bojom oznaceni su koeficijenti varijacije manji od 5 %.

Relativni udio visine pojedinog glikanskog pika

Koli¢ina

10G-a/g 8 12 13 14 15 16 17 19 22 23 24 25 27 28

3 382 | 12,74 | 0,76 | 385 | 0,73 | 2395 | 081 | 6,00 | 16,30 9,84 540 | 091 | 12,99 | 1,90
5 356 | 1162 | 0,76 | 327 | 083 | 2494 | 084 | 641 | 16,62 9,68 528 | 090 | 13,36 | 1,94
7 366 | 1202 | 086 | 354 | 065 | 2444 | 096 | 6,69 | 16,78 8,95 569 | 088 | 13,13 | 1,74
10 354 | 11,71 | 068 | 332 | 054 | 2481 | 081 | 6,80 | 16,77 9,65 568 | 0,76 | 13,12 | 1,80
15 370 | 1220 | 056 | 3,18 | 051 | 2413 | 068 | 6,71 | 16,88 9,60 565 | 0,72 | 13,67 | 1,79
20 359 | 11,88 | 064 | 313 | 042 | 2341 | 0,75 | 660 | 16,93 | 1001 | 591 | 074 | 1407 | 191
50 321 | 10,17 | 0,72 | 285 | 042 | 2518 | 0,75 | 7,29 | 17,16 | 1003 | 6,25 | 0,78 | 1328 | 188
X 358 | 11,76 | 0,71 | 331 | 059 | 2441 | 080 | 6,64 | 16,78 9,68 569 | 081 | 13,37 | 1,85
SD 0,19 | 0,80 0,09 | 032 | 0,15 0,62 0,09 | 0,39 0,27 0,36 0,32 | 0,08 0,37 0,07
CV/I% 533 | 6,77 | 1352 | 9,69 | 2642 | 255 | 10,83 | 5,89 1,61 3,75 561 | 9,81 2,80 3,98

Broj pikovasaCV<5%:5

Broj pikovasaCV5-10%:6

Broj pikovasaCV 10-15%: 2

Broj pikovasaCV>15%:1
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Prilog 6. Grafi¢ki prikaz relativnih udjela visine pojedinog od 14 pikova nakon integracije elektroferograma dobivenih CGE-LIF

analizom kombiniranog uzorka 1gG-a izoliranog iz plazme razli¢ite pocetne koli¢ine (1, 2, 3, 5, 7 i 10 pg).
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Prilog 7. Tablica relativnih udjela visine i pripadajuéi koeficijenti varijacije relativnog udjela visine pikova profila uzoraka pocetne

koli¢ine IgG-a od 1, 2, 3, 5, 7, 10 ng dobivenih CGE-LIF analizom prema uspostavljenom protokolu. Zutom bojom ozna&eni su pikovi &iji

je relativni udio visine pika manji od 1 %, a zelenom bojom oznaceni su koeficijenti varijacije manji od 5 %.

Relativni udio visine pojedinog glikanskog pika

Kolicina 8 12 13 | 14 | 15 16 17 | 19 22 23 24 | 25 27 28
19G-a/pg

1 4,00 | 12,44 0,74 | 3,53 0,76 23,31 0,78 6,75 16,33 9,42 5,62 0,85 13,36 2,11
2 3,74 | 11,83 0,53 3,27 0,38 24,82 0,64 7,20 16,46 9,48 5,85 0,78 13,18 1,84
3 3,84 | 11,85 0,61 3,20 0,45 24,60 0,70 7,17 16,58 9,59 5,97 0,81 12,84 1,78
5 3,60 | 11,54 0,72 3,23 0,53 24,45 0,74 7,17 16,72 9,73 6,04 0,77 12,91 1,84
7 3,69 | 11,65 0,66 3,21 0,41 24,15 0,80 7,08 16,60 9,73 6,03 0,77 13,34 1,87
10 3,70 | 11,89 0,73 3,42 0,41 23,69 0,77 7,06 16,41 9,74 6,13 0,79 13,33 1,91
X 3,76 | 11,87 0,67 3,31 0,49 24,17 0,74 7,07 16,52 9,62 5,94 0,80 13,16 1,89
SD 0,14 0,31 0,08 0,13 0,14 0,58 0,06 0,17 0,14 0,14 0,18 0,03 0,23 0,12
CV/% 3,69 2,61 12,48 | 4,04 | 28,72 2,39 8,09 2,34 0,85 1,46 3,06 3,67 1,74 6,18

Broj pikovasa CV <5%: 10

Broj pikovasaCV5-10%: 2

Broj pikovasaCV 10-15%:1

Broj pikovasaCV >15%:1
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IMUNOGLOBULINA G IZ POCETNOG UZORKA VELIKOG VOLUMENA
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SAZETAK

Glikozilacija je klju¢na posttranslacijska modifikacija ¢iji je utjecaj na funkciju proteina vjerojatno
najbolje pokazan na primjeru imunoglobulina G (IgG). Budu¢i je najzastupnije antitijelo u serumu
i time lako dostupan, glikozilacija 19gG-a vrlo je dobro opisana, kao i promjene u zastupljenosti
pojedinih N-glikana 1gG-a u raznim stanjima i bolestima, zbog ¢ega IgG predstavlja odlican model
glikoproteina. U svrhu daljnjeg rasvjetljavanja glikozilacije, razvijene su brojne metode koje
omogucuju analizu slobodnih glikana te glikopeptida. Veliki izazov predstavlja prilagodavanje
postojec¢ih metoda uzorcima male koliCine glikoproteina za ¢iju je analizu potrebno razviti
osjetljivije metode. Uzorci supernatanta stanicnih kultura koje se ponekad koriste u istrazivanju
glikozilacije Cesto sadrze vrlo male koli¢ine IgG-a u velikim volumenima medija jer su stanic¢ni
modeli nerijetko 1osi proizvodaci IgG-a. Obzirom da su postojec¢e metode za analizu glikozilacije
IgG-a uglavnom optimizirane za uzorak plazme/seruma, bilo je potrebno uspostaviti protokol za
analizu N-glikozilacije 1gG-a iz pocetnih uzoraka male koli¢ine IgG-a u velikom volumenu,
tocnije, provjeriti mogu li se postoje¢e metode, uz manje modifikacije i optimizacije, koristiti u
navedene svrhe. Optimiranjem pojedinih koraka uspostavljen je protokol koji se sastoji od
izolacije 1gG-a afinitetnom kromatografijom na AKTA Avant 25 sustavu uz CIM r-Protein G disk
monolitnu kolonu, odsoljavanja eluiranog 1gG-a hladnim metanolom, deglikozilacije izoliranog
IgG-a pomocu PNGaze F, obiljezavanje oslobodenih glikana APTS-om, procis¢avanja glikana na
Bio-gel P-10 te analize glikana kapilarnom gel elektroforezom. Analizom uzoraka male koli¢ine
lIgG-a (1 — 10 pg) u volumenu od nekoliko desetaka mililitara stani¢nog medija ustanovljeno je da
je osjetljivost uspostavljene metode dovoljna za analizu profila glikana porijeklom 1gG-a koli¢ine
od 3 pg. Za postizanje osjetljivosti dovoljne za analizu i manjh koli¢ina IgG-a (nanogramskih),
potrebne su vece modifikacije metode poput odabira druge tehnike odsoljavanja proteina te
dodatnog procis¢avanja i moguénosti ukoncentriravanja obiljeZenih glikana.
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SUMMARY

Glycosylation is the key posttranslational modification whose impact on the function of proteins
is probably best described on the example of immunoglobulin G (IgG). Since it is the most
abundant antibody in human serum, and therefore easily accessible, glycosylation of 1gG is very
well described, just as presence of different N-glycans in various states and diseases, all of which
makes 1gG an excellent model glycoprotein. Fast progress in glycoscience requires establishment
of high-throughput technologies for analysis of N-glycans, few of which have been developed
recently. One of the challenges is adaption of existing technologies to low-abundance
glycoprotein samples, for whose analysis development of more sensitive methods is needed.
Since cell models sometimes used for the purpose of glycosylation research are often poor
producers of 1gG, samples of cell culture supernatants contain scarce amounts of IgG in big
volumes of media. Considering that existing methods are optimized for the analysis of
plasma/serum samples, it was necessary to establish a protocol for the 1gG N-glycosylation
analysis from initial large-volume samples with small quantity of IgG. To be more precise, the
aim was to verify whether the existing methods, with minor modifications and optimization,
could be used for analysis of samples containing 1-10 pg of IgG in initial volumes of tens of
millilitres. Following optimization of mainly the isolation and desalting steps, APTS labelled N-
glycans released form IgG isolated by affinity chromatography were analysed by capillary gel
electrophoresis. Established protocol is proved sensitive enough for analysis of glycans derived
from 3 pg of IgG. Major modifications, such as selection of another desalting technique, adding
additional purification steps and concentration of labelled glycans samples could result in greater
sensitivity increase needed for analysis of smaller amounts (nanograms) of I1gG.
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