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POPIS KORISTENIH KRATICA
2-AB — 2-aminobenzamid

ACN — acetonitril

AF — amonijev formijat

DMSO — dimetilsulfoksid

EtOH — etanol

FA — formijatna kiselina

Fab — fragment za vezanje antigena
Fc — kristalizabilni fragment
GIcNAc — N-acetilglukozamin

GPI — glikozilfosfatidil inozitol
HAc — ledena octena kiselina

HILIC — tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama
IgG — imunoglobulin G

LC-ESI-MS — tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrom masa koji ionizira
elektrorasprSivanjem

MALDI-TOF-MS — spektrometrija masa temeljena na matricom potpomognutoj ionizaciji
laserskom desorpcijom s analizatorom masa vremenom preleta

MeOH — metanol

MSPD - disperzija na ¢vrstom matriksu
PB — 2-pikolin boran

PBS — fosfatni slani pufer

PGC — porozni grafitni ugljik

SDS — natrijev dodecil sulfat

SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

SPME — mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi
TFA — trifluorooctena kiselina

UPLC-FLR - teku¢inska kromatografija vrlo visoke djelotvornosti s fluorescentnom
detekcijom

XCGE-LIF — multipleks kapilarna gel elektroforeza s laserom induciranom fluorescentnom
detekcijom



1. UvOD
1.1. Glikobiologija
1.1.1. Glikani

Uz proteine, nukleinske kiseline i lipide, glikani su najzastupljenija od Cetiri glavne
vrste bioloskih molekula u zivim organizmima (Stern i Jedrzejas, 2008). Glikani se nalaze
na povrsini svakog jednostani¢nog organizma, na povrSini svake stanice viSestanicnog
organizma, na povrsini virusa koji preuzimaju obrazac glikozilacije stanica domacina, na
povrsini sekretornih molekula te u izvanstanicnom matriksu. Zbog njihove raznolikosti i
fleksibilnosti, moze se re¢i da glikani predstavljaju granicu koja povezuje stanice s

izvanstani¢nim matriksom.
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Slika 1. Uloga glikana kao granice koja povezuje stanice s izvanstani¢nim matriksom. Preuzeto i
prilagodeno iz G. W. Hart, R. J. Copeland, Cell, 2010, 143, 672-676.




U eukariotskim stanicama vecina sekretornih proteina i proteina na povrsini stanice
kontranslacijski se translocira u endoplazmatski retikulum u kojem dolazi do njihova
smatanja, kontrole kvalitete i raznih modifikacija, ukljucujuc¢i glikozilaciju. Ti proteini
zatim prolaze Golgijev aparat i dolaze do svojeg ciljnog mjesta u stanici i organizmu
(Varki i sur., 2009). Proteini nakon glikozilacije, kao najcesée posttranslacijske
modifikacije (van Kooyk i Vallejo, 2013), mogu biti N-glikozilirani, O-glikozilirani,
modificirani  N-glikozilfosfatidil ~ inozitol ~ (GPI)  sidrima ili  modificirani
glikozaminoglikanskim lancima, nazivajuci se tada proteoglikanima. Proteoglikani se u
stanici recikliraju ograni¢enom proteolizom i otpustanjem s povrSine stanice, NO
recikliranje se ipak veéinom odvija endocitozom i zatim degradacijom u lizosomima.
Glikani se najprije kidaju endoglikozidazama, a zatim egzoglikozidazama u lizosomu, pri
¢emu se individualni monosaharidi mogu reciklirati vracanjem iz lizosoma u citoplazmu

(\Varki i sur., 2009).
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Slika 2. Mehanizam glikozilacije. Preuzeto i prilagodeno iz van Kooyk i Vallejo, 2013.




N-glikani u eukariotskim organizmima N-glikozidnom vezom kovalentno su vezani za
protein na asparaginskom ostatku. Sinteza N-glikana zapocinje poliizoprenoidom dolihol-
fosfatom i1 nakon sinteze oligosaharida koji sadrzi do 14 Secera, cijeli oligosaharid, odnosno
N-glikan, prenosi se na protein. Svi eukariotski N-glikani imaju jednaku strukturu srzi,
Manaol-3(Manal-6)Manf1-4GlcNAcB1-4GlcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr, a ovisno o dodatnim
glikanima koji se vezu na srZ dijele se u razli¢ite skupine. Oligomanozni glikani imaju samo
manozne ostatke dodane na osnovnu strukturu, kompleksni glikani imaju antene koje pocinju
N-acetilglukozaminom (GIcNAc), a kod hibridnih glikana na Manal-6 krak dodani su
manozni ostaci, dok su na Manal-3 krak dodane jedna ili dvije antene koje pocinju N-
acetilglukozaminom. Manji broj N-glikana nalazi se takoder i na glikokonjugatima koji se

nazivaju mucinima (Varki i sur., 2009).

1.1.2. N-glikom ljudske krvne plazme

Ljudska krvna plazma sastoji se od vise od 300 razli¢itih proteina, ukljucujuéi proteine iz
¢vrstih tkiva, imunoglobuline, ligande receptora i proteine otpuStene iz abnormalnih i
oboljelih tkiva kao $to su tumori (Anderson i Anderson, 2002). Veéina plazmatskih proteina
prisutnih u velikim koli¢inama posttranslacijski je modificirana N-glikanima koji utjeu na
njihovo smatanje, poluzivot, interakcije i imunoloske funkcije. Upravo proteini prisutni u
plazmi u najvecoj koli¢ini imaju i najveci utjecaj na ukupni glikozilacijski profil. Visoko
zastupljeni plazmatski proteini, kao $to su al-kiseli glikoprotein, a1-antitripsin, haptoglobin,
albumin, C-reaktivni protein te imunoglobulini A, G i M, pokazuju razli¢it glikozilacijski
profil u raznim bolestima i stanjima, npr. u trudno¢i (Ruhaak i sur., 2014). Najzastupljenije
strukture N-glikoma plazme odgovaraju 39 pikova na kromatogramu uzorka N-glikana

plazme, a prikazane su na Slici 3.
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Slika 3. Kromatogram uzorka N-glikana plazme sa strukturama najzastupljenijih N-glikana.

1.1.3. Imunoglobulin G

Imunoglobulin G (IgG) efektorski je glikoprotein i antitijelo koje povezuje prirodenu i
steCenu imunost. Ovisno o afinitetu za razlicite aktivirajuce ili inhibirajuée receptore
kristalizabilnog fragmenta i faktore komplementa, nakon prepoznavanja antigena 1gG
pokazuje proupalni ili antiupalni odgovor. IgG se danas Kkoristi kao intravenska terapija
kod ljudi koji boluju od imunodeficijencije (Russell i sur., 2018), ali takoder pokazuje

destruktivni efekt u bolestima kao $to je reumatoidni artritis (Malhotra i sur., 1995).

Sam protein sastoji se od dvaju identi¢nih lakih polipeptidnih lanaca i dvaju identi¢nih
teskih polipeptidnih lanaca, odnosno od ukupno cetiriju polipeptidnih lanaca povezanih
disulfidnim vezama. Funkcijom se razlikuju dvije razli¢ite domene. Domena
kristalizabilnog fragmenta (Fc) gradena je od konstantnih regija lanaca i odgovorna za
efektorske funkcije, dok se domena fragmenta za vezanje antigena (Fab) sastoji od
varijabilnih 1 konstantnih regija lanaca i odgovorna je za stvaranje veznog mjesta
antigena. Prepoznavanje specificnih antigena omogucuju varijabilne regije lanaca

(Russell i sur., 2018).



Na bioloSku aktivnost IgG-a velik utjecaj imaju N-glikani vezani za Fc domenu
(Huhn i sur., 2009). Dodatkom sijalinske kiseline na krajnji dio N-glikana 1gG poprima
antiupalna svojstva, dok se stupanj sijalinizacije smanjuje kod antigen specifi¢nog
imunosnog odgovora i IgG poprima proupalna svojstva (Kaneko i sur., 2006). Sli¢an
ucinak na promjenu iz antiupalnog u proupalno djelovanje IgG-a ima i smanjen stupanj
fukozilacije na glikanskoj srzi (Huhn 1 sur., 2009) te smanjen stupanj galaktozilacije

(Pasek i sur., 2006).

N-acetylglucosamine Wl

Mannose @
ne 7
ne 8 ..\..: Galactose QO
A e v
: Fucose
4 Eoomm
N-acetylneuraminic acid ’
4
¢OmS o um
e, Lo L
ne Laes S N
o gomm ome
A * 2 1
mpmm = ome
* L > 2 3 .\ A
e * EoEa
[ y 4 e
EpEE O Y A L
E}Il v

' mm ome_ |y
A o Lats & 4
Iy l>ll “.y" seom v
om v :.>Il
[

¥
[ ]
»a

*+ORE

GP 1 2 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Minutes

T T T T T
12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Slika 4. Kromatogram uzorka N-glikana imunoglobulina G sa strukturama najzastupljenijih N-
glikana.

1.1.4. Promjene u glikozilaciji

Promjena glikozilacijskog profila krvne plazme uocena je u ovisnosti o spolu, dobi,
indeksu tjelesne mase, krvnom tlaku i pusenju (Knezevi¢ i sur., 2010). Kod raznih bolesti
uocena je promjena glikozilacijskog profila IgG-a, koji je promijenjen kod karcinoma (Varki
i sur., 2009), dijabetesa (Lemmers i sur., 2017), reumatoidnog artritisa (Troelsen i sur., 2012)
i neuroloskih oboljenja kao Sto je Alzheimerova bolest (Kizuka i sur., 2017). Promjena samo
jednog monosaharida na N-glikanu moze uzrokovati konformacijsku promjenu koja

posljedi¢no mijenja sposobnost aktivacije i inhibicije te vezanja za receptor. Buduéi da je N-



glikom jedinstvena poveznica izmedu genske predispozicije za razvoj odredenih bolesti i
okoli$nih faktora kojima je organizam izlozen, danas se sve viSe prepoznaje njegov potencijal

kao biomarkera u preventivnoj i personaliziranoj medicini (Russell i sur., 2018).

1.2. Analiza glikana
1.2.1. Visokoproto¢ne metode za analizu glikana

Zbog povecéane svjesnosti o ulozi glikana u raznim stanjima i bolestima, zadnjih
nekoliko godina javila se potreba za razvojem brzih, detaljnih i osjetljivih metoda analize
glikana koji se pojavljuju na glikoproteinima i tkivima (Pabst i Altmann, 2008). Razvoj novih
robusnih visokoproto¢nih metoda takoder je potreban kako bi se izbjeglo pojavljivanje veceg

broja malih studija s lazno pozitivnim rezultatima.

Neke od visokoprotoénih metoda koje se najcesCe koriste su tekucinska
kromatografija vrlo visoke djelotvornosti s fluorescentnom detekcijom (UPLC-FLR),
spektrometrija masa temeljena na matricom potpomognutoj ionizaciji laserskom desorpcijom
s analizatorom masa vremenom preleta (MALDI-TOF-MS), tekucinska kromatografija
spregnuta sa spektrometrom masa koji ionizira elektrorasprSivanjem (LC-ESI-MS) te
multipleks kapilarna gel elektroforeza s laserom induciranom fluorescentnom detekcijom
(XCGE-LIF). Najvaznija razlika izmedu UPLC-FLR i XCGE-LIF u odnosu na metode
temeljene na spektrometriji masa je ta da UPLC-FLR i XCGE-LIF analiziraju glikozilaciju
samo na razini otpustenih glikana, a MALDI-TOF-MS i LC-ESI-MS obi¢no se koriste za
analizu glikopeptida, omogucujuc¢i mjerenje Fc glikozilacije specifi¢ne za subklasu. Iako
UPLC-FLR i XCGE-LIF ne pruzaju informaciju o originalnom mjestu vezanja glikana,
omogucuju dobivanje detaljne slike o strukturi glikana i imaju prednost u odnosu na metode
temeljene na spektrometriji masa jer pruzaju informaciju 0 3-kraku i 6-kraku kompleksnih
glikana te odgovaraju¢im glikanskim izomerima. UPLC-FLR i XCGE-LIF takoder su bolje u
pruzanju kvantitativnih informacija jer se detektira isklju¢ivo fluorescentna boja vezana za
reducirani kraj glikana. Budué¢i da se strukturna raznolikost obi¢no pojavljuje na
nereducirajué¢im krajevima, svaka struktura fluorescira jednakim kvantitativnim prinosom. To
nije slucaj kod metoda temeljenih na spektrometriji masa jer na signal, osim strukture

glikana, utjece takoder i struktura peptida koji eluiraju zajedno s glikanima.



UPLC-FLR je pokazala dodatnu prednost u odnosu na ostale metode u studiji gdje je

mjerena korelacija izmedu IgG glikozilacije i dobi, pokazujuéi najvece koeficijente korelacije

I najmanje p-vrijednosti od svih cetiriju ispitanih metoda. Takoder, usporedbom sposobnosti

ovih cetiriju metoda da pokazu asocijaciju izmedu relevantnog genskog lokusa i 1gG
glikozilacije, UPLC-FLR i LC-ESI-MS pokazale su se kao preciznije od MALDI-TOF-MS i

XCGE-LIF, a osim toga imale su i visu proto¢nost (Huffman i sur., 2014).

Huffman i sur., 2014.

Tablica 1. Usporedba Cdetiriju visokoprotocnih metoda koriStenih za analizu u glikomici i
glikoproteomici. Zadebljanim fontom oznacene su glavne prednosti UPLC-FLR metode zbog kojih se

ona najceS¢e koristi u kvantitativnoj analizi glikozilacije. Preuzeto i prevedeno na hrvatski jezik iz

USPOREDBA CETIRIJU VISOKOPROTOCNIH METODA KORISTENIH ZA
ANALIZU U GLIKOMICI | GLIKOPROTEOMICI

FREKVENCIJA
KORISTENJA

PROTOCNOST

POTREBNA RAZINA
STRUCNOSTI

REZOLUCIJA
RAZDVAJANJE
IZOMERA
KVANTIFIKACUA
CIUENA OPREME
CIJENA UZORKA U

VISOKOPROTOCNIM
ANALIZAMA

UPLC-FLR

cesto

srednja

srednja

visoka
dobro
jako dobra

40,000-70,000 €

visoka

XCGE-LIF

rijetko

visoka

srednja

visoka
jako dobro
dobra

100,000 €

niska

MALDI-
TOF-MS

cesto

visoka

visoka

jako visoka

srednja

100,000-
500,000 €

niska

LC-ESI-MS

umjereno

srednja

jako visoka

jako visoka
slabo

dobra

200,000-
500,000 €

jako visoka



PREDNOSTI U
GENETICKIM |
EPIDEMIOLOSKIM
STUDIJAMA

NEDOSTACI U
GENETICKIM |
EPIDEMIOLOSKIM
STUDIJAMA

PREDNOSTI U
ANALIZI IGG
GLIKOZILACIE

pouzdana
kvantifikacija,
robusnost

nemogucnost
analize
glikozilacije na
specificnom
mjestu, niska
protoc¢nost,
visoka cijena

razlikovanje
glikozilacije na
3- 1 6- kraku,
pouzdana
kvantifikacija
19G
sijalinizacije

nezahtjevna
priprema
uzoraka,
niska cijena,
visoka
robusnost i
protocnost,
pouzdana
relativna
kvantifikacija,
visoka
osjetljivost

nemogucnost
analize
glikozilacije
na
specificnom
mjestu,
relativno mala
baza podataka

razlikovanje
glikozilacije
na 3- i 6-
kraku,
pouzdana
kvantifikacija
IgG
sijalinizacije

1.2.2. Problem osjetljivosti prilikom analize glikana

niska cijena,
visoka
protocnost,
analiza
glikozilacije
na
specificnom
mjestu, visoka
osjetljivost,
omogucuje
odredivanje
strukture

nepouzdana
kvantifikacija
gubitak
sijalinske
Kiseline

razlikovanje
glikana na
razli¢itim IgG
subklasama,
analiza
iskljucivo Fc
glikana

relativna
kvantifikacija,
analiza
glikozilacije
na
specificnom
mjestu, visoka
osjetljivost,
omogucuje
odredivanje
strukture

visoka cijena

razlikovanje
glikana na
razli¢itim IgG
subklasama,
analiza
iskljucivo Fc
glikana,
pouzdana
kvantifikacija
19G
sijalinizacije

Identifikacija N-glikana jedno je od podrucja biokemijskog istrazivanja s najbrzim

razvojem, buduéi da se pokazalo da glikozilacija ima vaznu ulogu u dijagnozi raznih bolesti,

predvidanju imunoloSkog odgovora te odredivanju potentnosti i1 sigurnosti lijekova koji se

temelje na antitijelima. S obzirom na to da glikanske strukture pokazuju veliku heterogenost,

individualne glikoforme cesto su prisutne u vrlo niskim koncentracijama. Medutim, glikani

koji se pojavljuju u niskim koncentracijama ili tragovima, kao $to su kiseli anionski N-glikani

sa sijalinskim kiselinama, fosfatnim ili sulfatnim skupinama, imaju najvecu bioloSku vaznost



(Wang i sur., 2017). Tako IgG, ovisno o razini sijalinizacije N-glikana na Fc domeni, moze
imati proupalnu ili antiupalnu funkciju (Kaneko i sur., 2006). N-glikani IgG-a sa srznom
fukozom prisutni su u ve¢im koncentracijama I imaju manju biolosku vaznost te ve¢inom
sluze kao zastita koja onemogucuje aktivaciju stani¢ne toksi¢nosti ovisne o protutijelu

(Gornik i sur., 2012).

U slucajevima kada se analit u uzorku nalazi u tragovima, osobito u kompleksnim uzorcima s
vise komponenata, razli¢iti koraci ukoncentriravanja i separacije upotrebljavaju se prije same
analize. Potreba za ukoncentriravanjem analita u tragovima ovisi o kombinaciji raznih
faktora, kao Sto su volumen injektiranja pri analizi, priroda i koncentracija analita te
minimalna koncentracija koja se moze odrediti upotrebljenom metodom (Michel i
Buzsewski, 2009). Kako bi se postigla poveéana osjetljivost pri analizi N-glikana u
tragovima, osobito kiselih N-glikana, potrebno je razviti tehnike ukoncentriravanja na mikro
skali koje bi takoder omogucéile pouzdanu kvantifikaciju (Wang i sur., 2017). U obzir je
vazno uzeti i ¢injenicu da analizom svih glikana plazme otpustenih s razlicitih glikoproteina
dolazi do zamucenja signala glikozilacije specificne za odredeni protein (Huffman i sur.,

2014).

1.2.3. PGC

Porozni grafitni ugljik (eng. porous graphitic carbon, PGC) koristi se kao stacionarna
faza u analizi kompleksnih glikana, omogucavaju¢i razdvajanje izomera neutralnih te
monosijaliniziranih i disijaliniziranih glikana koji se pojavljuju na antitijelima (Pabst i
Altmann, 2008). PGC, za razliku od konvencionalnih normalno-faznih materijala, pruza
povecanu retenciju hidrofilnih analita zbog polarnog retencijskog efekta na grafitu (PREG), a
na njemu se zadrZavaju i reducirani glikani. Najmanju retenciju pokazuju glikani s visokim
sadrzajem manoze, dok se oni s visokim sadrzajem sijalinske kiseline snazno zadrzavaju na
PGC koloni, pri ¢emu se retencija povecava s brojem sijalinskih kiselina. Kod analize
glikana, PGC je obrnuto-fazna stacionarna faza sa snaznim zadrzavanjem pomocu
disperzijskih sila i dodatnim Coulombovim interakcijama s kiselim glikanima (Melmer i sur.,
2010). Stoga se moze zakljuciti da PGC ima jedinstvena svojstva retencije, ponasajuci se
istovremeno kao normalno-fazni materijal, obrnuto-fazni materijal i ionsko-izmjenjivacki
materijal (Michel i Buzsewski, 2009).



Nepolarni analiti reagiraju s PGC kolonom disperzijskim silama ¢ija jacina ovisi o
indukciji naboja mobilnom fazom odredene pH vrijednosti, dok se polarni zadrzavaju
vlastitom indukcijom naboja na polarizabilnoj povrsini PGC kolone. Kao preparativna
mobilna faza koristi se voda, koja dopusta vezanje analita za PGC kolonu. Kod eluacije se
koristi acetonitril kako bi se poremetili naboji inducirani vodom 1 doslo do kompeticije za

disperzijske sile na PGC koloni (Bapiro i sur., 2016).

Charge-induced dipole at
the graphite surface

Slika 5. Indukcija naboja na polarizabilnoj povrSini PGC kolone polarnim analitom. Preuzeto i prilagodeno

s Insung HypercarbColumns, http://www.insungcolumns.com/catgdown_bland.php?cmd=view&rno=85,

pristupljeno 8.4.2018.

Medutim, kod uporabe PGC kolone u vise radova javlja se problem detekcije visoko
sijaliniziranih glikana zbog njihova zaostajanja na koloni. Brojni faktori utjeu na detekciju i
eluaciju glikana s PGC kolone, no ionska jakost pokazala se kao faktor s najve¢im utjecajem
na eluaciju i oblik vrSaka glikana koji u svojoj strukturi sadrze vise sijalinskih kiselina. Pri
tome ne dolazi do utjecaja na glikane koji u svojoj strukturi nemaju sijalinske kiseline. Osim
povecanjem ionske jakosti, na smanjeno zadrzavanje sijaliniziranih glikana na koloni moze se
takoder utjecati pove¢anjem pH vrijednosti otapala, ali na taj se nain negativno utjee na
intenzitet vrSaka koji je jac¢i pri nizoj pH vrijednosti. Utjecaj na retenciju ima i udio
organskog otapala, koji prvenstveno utjeCe na intenzitet signala te temperatura, gdje je
retencija povecana pri vis§im temperaturama (Pabst i Altmann, 2008). Takoder je pokazano da
se visoko strukturirane i rigidne molekule manje zadrzavaju od fleksibilnih molekula iste

molekulske mase (Ross i Knox, 1997).
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Slika 6. Utjecaj koncentracije soli na eluaciju neutralnih (1) i tetrasijaliniziranih (6) glikana s PGC

kolone. Puferi su se sastojali od 0,1-0,5 % formijatne kiseline podeSene na pH 3,0 pomo¢u amonijaka.

Pozicije ostalih, sulfatiranih i hijaluronanskih glikana prikazane su strelicama uz oznake s brojevima.

Preuzeto iz Pabst i Altmann, 2008.
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Osim primjene kao stacionarne faze u kromatografskim kolonama, PGC takoder ima
mogucnost uporabe kao specificni adsorbens 1 materijal za selektivnu izolaciju 1
ukoncentriravanje analita iz kompleksnih matriksa pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE),
mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME) i disperzije na ¢vrstom matriksu (MSPD) kao
primijenjenih metoda (Michel i Buzsewski, 2009). lako nedavne publikacije pokazuju kako
tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama (HILIC) takoder mozZe biti
upotrebljena u jednake svrhe, PGC ima prednost zbog robusnosti, duljeg trajanja kolone i

kompatibilnosti sa $irokim podru¢jem pH vrijednosti (Jensen i sur., 2012).
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

Uz lipide, proteine i nukleinske kiseline, glikani su jedna od cetiri glavne vrste bioloskih
molekula u Zivim organizmima (Stern i Jedrzejas, 2008). Vec¢ina plazmatskih proteina
posttranslacijski je modificirana N-glikanima, koji utje¢u na njihovo smatanje, poluzivot,
interakcije i imunoloske funkcije (Ruhaak i sur., 2014). Budué¢i da N-glikom predstavlja
jedinstvenu poveznicu izmedu genskih predispozicija za nastanak odredenih bolesti i
okoli$nih faktora kojima se organizam izlaZe, danas se sve viSe naglaSava moguénost njegove
uporabe kao biomarkera u preventivnoj i personaliziranoj medicini (Russell i sur., 2018).
Zbog toga se zadnjih nekoliko godina javila potreba za razvojem brzih, detaljnih i osjetljivih
metoda analize glikana koji se pojavljuju na glikoproteinima i tkivima (Pabst i Altmann,
2008). Kao metoda izbora za kvantitativnu analizu odabrana je UPLC-FLR zbog prednosti
koje je pokazala u odnosu na ostale metode, osobito robusnosti, ucestalosti koristenja, cijene
te pouzdane kvantifikacije N-glikana, ukljucujuéi sijalinizirane N-glikane (Huffman i sur.,
2014). No zbog ¢injenice da glikanske strukture pokazuju veliku heterogenost, individualne
glikoforme obi¢no su prisutne u vrlo niskim koncentracijama. Imaju¢i na umu da upravo
glikani prisutni u niskim koncentracijama, kao $to su kiseli anionski N-glikani sa sijalinskim
kiselinama, fosfatnim ili sulfatnim skupinama, imaju najvecu biolosku vaznost (Wang i sur.,
2017), za pouzdanu kvantifikaciju potrebno je upotrijebiti i metodu za ukoncentriravanje N-
glikana. Kao materijal izbora uzet je PGC koji pruza povecanu retenciju hidrofilnih analita
zbog polarnog retencijskog efekta na grafitu i posljedicno omogucéava snazno zadrzavanje
sijaliniziranih N-glikana. Razvoj takve metode omoguéio bi pouzdanu kvantifikaciju N-
glikana prisutnih u uzorcima, ukljucuju¢i sijalinizirane N-glikane prisutne u niskim
koncentracijama, a koji imaju veliku vaznost u upalnim bolestima 1 stanjima (Kaneko 1 sur.,

2006).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uzorci

U procesu optimiziranja metode koriSteno je viSe razli¢itih uzoraka. Kombinirani

uzorci plazme (eng. pool) zdravih dobrovoljaca koriSteni su prilikom prilagodbe uvjeta

metode kako bi se obuhvatila analiza kompleksnih glikana. Nakon prilagodbe uvjeta, koristen

je 1gG prethodno izoliran iz uzoraka plazme te standardni 1gG (reagent grade, > 95 %,

essentially salt-free, lyophilized powder, Sigma-Aldrich) za daljnju optimizaciju i provjeru

sposobnosti metode da ukoncentrira uzorke glikana.

3.2. Materijali
KEMIKALIJE PROIZVOPAC
acetonitril hladni, 96 % Fluka
acetonitril HPLC cistoce (ACN) Avantor
2-aminobenzamid Sigma-Aldrich
amonijak (NHsOH) Emsure
dimetilsulfoksid (DMSO) Sigma-Aldrich
etanol (EtOH), 70 % Sigma-Aldrich
formijatna kiselina (FA), 98-100 % Emsure
Igepal CA-630 Sigma-Aldrich
ledena octena kiselina (HAc), 100 % Emsure
metanol (MeOH), > 99 % Sigma-Aldrich
natrijev dodecil sulfat (SDS) Sigma-Aldrich
2-pikolin boran (PB) Sigma-Aldrich
prokainamid hidroklorid Sigma-Aldrich
trifluorooctena kiselina (TFA), 99-100 % Sigma-Aldrich
ENZIMI PROIZVODAC
PNGaza F Prozyme
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OTOPINE | PUFERI

PROIZVODAC

amonijev formijat, 2M, pH 4,4

300 ml ultra Ciste vode procisc¢ene Milli-Q
sustavom za prociSéavanje ulije se u bocu
od 500 ml i doda se 37,75 ml FA. Otopina
se ohladi 1 uz mijeSanje se doda 75 ml
NH4sOH do pH 4,2. Nakon hladenja na
sobnu temperaturu doda se ostatak NH4OH
do pH 4,4. Ukupni volumen pufera iznosi
500 ml.

4 % lgepal

4 ml Igepala doda se u 80 ml ultra Ciste
vode procis¢ene Milli-Q sustavom za
prociS¢avanje te se otopi pri 65 °C uz
mijesanje. Nakon otapanja nadopuni se ultra
¢istom vodom do 100 ml, koliko iznosi

ukupni volumen otopine.

SXPBS

50 ml 10xPBS-a pomijesa se u menzuri s 50
ml ultra ciste vode procisS¢ene Milli-Q
sustavom za  prociS€avanje.  Ukupni

volumen otopine iznosi 100 ml.

30 % octena kiselina u DMSO-u

750 pl octene kiseline pomijesa se s 1750 pl
DMSO. Ukupni volumen otopine iznosi
2500 pl.

otopina 2-aminobenzamida (2-AB)

25 ul 30 % octene kiseline u DMSO-u doda
se u 0,48 mg 2-AB-a te se vorteksira do
potpunog otapanja. Zatim se doda 1,12 mg
2-pikolin borana i ponovno vorteksira do
potpunog otapanja. Volumen otopine

odgovara koli¢ini potrebnoj za jedan uzorak.

otopina prokainamida (ProA)

25 pl 30 % octene kiseline u DMSO-u doda
se u 096 mg ProA te vorteksira do
potpunog otapanja. Zatim se doda 1,12 mg
2-pikolin borana i ponovno vorteksira do

potpunog otapanja. Volumen otopine
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odgovara koli¢ini potrebnoj za jedan uzorak.

2 % SDS

2 g SDS-a otopi se u 100 ml vode, $to

odgovara kona¢nom volumenu otopine.

suspenzija grafita

500 mg grafita iz Extract-Clean™ SPE
Carbograph kolone pomijesa se s 10 ml
vode kako bi se dobila suspenzija
koncentracije 50 mg/ml.

3.3. Oprema
OPREMA PROIZVODAC
1 ml AcroPrep 96 GHP 0,2 um filter plocica Pall
ABgene PCR plocica Thermo Fisher
ABb54-S analiticka vaga Mettler Toledo
C18 nastavak za pipete Merck
Extract-Clean™ SPE Carbograph kolone Grace
5415 D centrifuga Eppendorf
Highland analiticka vaga ADAM
Milli-Q sistem za proc¢is¢avanje vode Merck
Obicne te multikanalne mikropipete i nastavci Ranin
1 ml polipropilenske plocice za 96 uzoraka Waters
Tresilica GFL
Vacuum Manifold vakuumska pumpa Pall
Waters Acquity UPLC instrument Waters

3.4. Metode

3.4.1. Priprema uzoraka

Uzorci glikana plazme i izolirani 1gG pripremljeni su na Zavodu za biokemiju i

molekularnu biologiju prije pocetka razvoja metode. Uzorci plazme pripremljeni su

vorteksiranjem i centrifugiranjem uzoraka 3 minute na 13400 rpm. Izolirani 1gG pripremljen

je koriStenjem Protein G Monolithic plocice.
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3.4.2. Denaturacija

2 % SDS, 4 % lgepal i 5xPBS izvade se iz hladnjaka na sobnu temperaturu. U svaki
uzorak plazme doda se 20 pl 2 % SDS-a, a u svaki uzorak IgG-a 30 ul 1,33 % SDS-a te se
uzorci promijeSaju pipetiranjem. PloCica s uzorcima prekrije se adhezivnom folijom 1
inkubira 10 minuta na 65 °C te zatim izvadi i ostavi hladiti 30 minuta na sobnoj temperaturi.
U svaki uzorak nakon toga se doda 10 pl 4 % Igepala i promijeSa pipetiranjem. Plocica se
ostavi na tresilici uz blago protresanje tijekom 15 minuta. U svim koracima koriste se

nastavci za pipete od 250 pl.
3.4.3. Deglikozilacija

Otopina enzima pripremi se mijeSanjem 10 pl 5xPBS-a s 0,12 pl PNGaze F po
uzorku. Koriste¢i nastavke za pipete od 250 pul, svakome se uzorku zatim doda 10 pl otopine
enzima i promijesa pipetiranjem. Plocica s uzorcima u potpunosti se prekrije adhezivnom

folijom 1 uzorci se inkubiraju 18 sati na 37 °C.
3.4.4. Priprema otopina 2-aminobenzamida i prokainamida

Otopina 2-AB za obiljezavanje jednog uzorka priprema se dodatkom 25 pl 30 %
octene kiseline u DMSO-u u 0,48 mg 2-AB-a te vorteksiranjem do potpunog otapanja. Zatim
se doda 1,12 mg 2-pikolin borana i ponovno vorteksira do potpunog otapanja. Otopina ProA
za obiljezavanje jednog uzorka priprema se dodatkom 25 pl 30 % octene kiseline u DMSO-u
u 0,96 mg ProA te vorteksiranjem do potpunog otapanja. Zatim se doda 1,12 mg 2-pikolin

borana i ponovno vorteksira do potpunog otapanja.
3.4.5. Obiljezavanje uzoraka

U svaki uzorak doda se 25 pl otopine 2-AB ili ProA i promije$a pipetiranjem. Plo¢ica
se prekrije adhezivnom folijom i trese 10 minuta na tresilici, a zatim inkubira 2 sata na 65 °C.
Nakon $to je inkubacija zavrSena, plocica se izvadi i ostavi hladiti 30 minuta na sobnoj
temperaturi sve dok uzorak nije spreman za nanosenje na 1 ml AcroPrep GHP 0,2 pm filter

plocicu.
3.4.6. Predpriprema GHP plocice

Koriste¢i nastavke za pipete od 300 pl, u svaku jazicu GHP ploéice pipetira se 200 pl
70 % etanola te se eluat vakuumira u otpad. Koriste¢i iste nastavke, u svaku jazicu GHP

plocice pipetira se 200 pl ultra Ciste vode te se eluat ponovno vakuumira u otpad. Postupak
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pipetiranja 200 ul u svaku jazicu GHP plocice te vakuumiranja eluata u otpad na kraju se

ponovi s hladnim 96 % ACN-om.
3.4.7. NanoSenje i pro¢iS¢avanje obiljezenih N-glikana na GHP plocici

U svaki uzorak, koriste¢i zasebni nastavak za pipete od 1 ml, dodaje se 700 pl
hladnog 100 % ACN-a. Uzorak se promijesa pipetiranjem i zatim se cijeli volumen istim
nastavkom pazljivo prebaci u jazicu GHP plocice. Plocica se inkubira 2 minute, a nakon toga
se vakuumira u otpad. U svaku jazicu GHP plocice zatim se pipetira 200 ul hladnog 96 %
ACN-a i vakuumira u otpad te se postupak ponovi jos 3 puta. GHP plocica postavi se na vrh
stalka 1 ml ili 2 ml plocice i pipetira se 200 pl hladnog 96 % ACN-a u svaku jazicu GHP

plocice. U zavrSnom koraku plocica se centrifugira 5 minuta na 1000 rpm.
3.4.8. Eluiranje oznacenih N-glikana

GHP plocica stavi se na vrh ¢iste ABgene PCR plocice. Koriste¢i nastavke za pipete
od 300 pl, u svaki se uzorak doda 90 pl ultra ¢iste vode te se plo¢ica 15 minuta trese na
tresilici. GHP plocica zatim se centrifugira 5 minuta na 1000 rpm da bi se sakupila prva
frakcija eluata u PCR plocicu. Cijeli postupak jos se jednom ponovi kako bi se sakupila druga
frakcija eluata u PCR ploc¢icu. Nakon toga provjeri se je li ukupan volumen eluata jednak 180
pl, odnosno je li eluacija potpuna, te se PCR plocica zatvori PCR poklopcem i spremi u

zamrzivac.
3.4.9. Ukoncentriravanje N-glikana PGC ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi

Ukoncentriravanje N-glikana PGC ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi provedeno je prema
postoje¢em protokolu, originalno koristenom za dodatno prociS¢avanje i zastitu kapilarne ili

nano kolone od Cestica zaostalih nakon ionske izmjene (Jensen i sur., 2012).

U prvom koraku protokola (Jensen i sur., 2012) grafit se ukloni iz spremnika i prebaci
u epruvetu te se pripremi metanolna suspenzija koncentracije 50 mg/ml. 25 pl dobivene
suspenzije pipetira se u prazne C18 nastavke za pipete kako bi se dobila mala PGC kolona.
Nastavci se zatim stave u Eppendorf epruvete te se stave centrifugirati kako bi se formirale
kompaktne kolone i uklonile manje Cestice. Sadrzaj epruvete zatim se odbaci. Kolona se
ispire i centrifugira 3 puta s 50 pl acetonitrila koji sadrzi 0,1 % (vol/vol) TFA te 3 puta s 50
Ml vode koja sadrzi 0,1 % (vol/vol) TFA. Sadrzaj epruvete se odbaci. Zatim se na kolonu
nanese uzorak otopljen u 10 ul 0,1 % (vol/vol) TFA i ispere centrifugiranjem 3 puta s 50 pl

vode koja sadrzi 0,1 % (vol/vol) TFA. Sadrzaj epruvete Se nakon centrifugiranja odbaci.
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Glikani, koji su sada vezani za PGC kolonu, eluiraju se 2 puta s 10 pl 50 % acetonitrila koji
sadrzi 0,1 % (vol/vol) TFA. U zadnjem koraku eluirani se uzorak osu$i u SpeedVac

koncentratoru.

Prije pocetka eksperimenta pojedini su koraci navedenog protokola (Jensen i sur.,
2012) modificirani. Umjesto 25 ul suspenzije grafita u metanolu, u svaki se nastavak pipetira
50 pl. Ispiranje kolone acetonitrilom i vodom provodi se 2 puta sa 60 pl, a ispiranje uzorka 1

puta sa 60 pl. Glikani se s kolone eluiraju volumenom od 40 pl, a koristi se 75 % acetonitril.
3.4.10. Analiza izoliranih N-glikana HILIC-UPLC-FLR metodom

N-glikani proteina plazme te N-glikani 1gG-a analizirani su metodom HILIC-UPLC-
FLR na Waters Acquity UPLC instrumentu, uz koristenje HILIC kolone veli¢ine 2,1x150
mm 1 veli¢ine Cestica 1,7 um za analizu N-glikana ukupnih plazmatskih proteina te HILIC
kolone veli¢ine 2,1x100 mm i veli¢ine Cestica 1,7 um za analizu N-glikana 1gG-a. Koristena
je gradijentna eluacija, gdje je otapalo A 100 mM amonijev formijat pri pH 4,4, a otapalo B
ACN. Za postavljanje uvjeta koristen je softver Empower. Uvjeti analize bili su sljedeéi:
linearni gradijent acetonitrila 70-53 % (v/v) s brzinom protoka 0,561 ml/min tijekom 25
minuta za N-glikane ukupnih plazmatskih proteina te linearni gradijent acetonitrila 75-62 %

(v/v) s brzinom protoka 0,4 ml/min tijekom 27 minuta za N-glikane 1gG-a.

Fluorescentni detektor postavljen je na valnu duljinu od 250 nm za ekscitaciju i valnu
duljinu od 428 nm za emisiju za glikane obiljezene 2-aminobenzamidom te na valnu duljinu
od 310 nm za ekscitaciju i valnu duljinu od 370 nm za emisiju za glikane obiljezene
prokainamidom. Temperatura kolone postavljena je na 25 °C za analizu glikana ukupnih
plazmatskih proteina i 60 °C za analizu glikana IgG-a, a temperatura uzoraka na 15 °C.
Nakon zavrSetka svake od analiza podaci su obradeni u softveru Empower ru¢nom

integracijom povrsine vrSaka dobivenih kromatograma.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Prethodna istrazivanja provedena na Zavodu za biokemiju i molekularnu biologiju, na

izoliranom i standardnom IgG-u, ispitivala su suSenje glikana kao metodu za njihovo

ukoncentriravanje. Dobiveni rezultati tih eksperimenata prikazani su u Tablici 2 te na Slici 7.

Tablica 2. Utjecaj suSenja glikana na ponovljivost.

U tablici su prikazane vrijednosti koeficijenata varijacije (CV) povrSina glikanskih vrsaka normaliziranih na

ukupnu povrsinu, dobivenih UPLC analizom izoliranog i standardnog 1gG-a obiljeZenog 2-AB-om i ProA-om.

Kod racuna je koristeno 9 replikata za izolirani i standardni IgG obiljezen 2-AB-om, 15 replikata za izolirani

IgG obiljezen ProA-om te 11 replikata za standardni IgG obiljezen ProA-om. Sivom bojom oznaéeni su

koeficijenti varijacije veéi od 5 %.

izolirani standardni izolirani standardni
1gG/2-AB 19G/2-AB 1gG/ProA 1IgG/ProA

VRSAK cVv

GP1 20.0 % 32.0 % 41.0 % 19.0 %
GP2 10.5 % 18.4 % 23.7 % 15.5 %
GP3 11.7 % 26.6 % 56.2 % 56.3 %
GP4 8.7 % 9.2 % 16.4 % 10.5 %
GP5 20.5% 20.5% 53.7 % 12.1 %
GP6 6.1 % 5.8 % 9.1 % 5.9 %
GP7 10.5% 74 % 14.3 % 6.9 %
GP8 4.4% 2.9 % 5.2 % 3.0%
GP9 4.2 % 3.6 % 4.9 % 2.8 %
GP10 4.0% 24 % 4.2 % 3.0%
GP11 8.5% 2.9% 21.5% 15.3 %
GP12 5.9 % 4.6 % 9.5% 11.7 %
GP13 12.4 % 14.7 % 22.3% 16.1 %
GP14 8.2% 10.3% 12.3 % 9.6 %
GP15 10.7 % 8.9 % 15.2 % 12.6 %
GP16 11.3 % 12.6 % 22.1 % 12.7 %
GP17 20.3% 15.8 % 27.2% 17.1 %
GP18 22.7% 21.9% 31.1% 20.8 %
GP19 30.3% 21.7 % 37.4% 25.2 %
GP20 52.0 % 65.1 % 69.3 % 31.5%
GP21 33.3% 26.3 % 50.1 % 27.2%
GP22 36.2 % 55.4 % 62.4 % 30.8 %
GP23 42.6 % 32.0% 45.6 % 33.3%
GP24 47.3 % 32.4 % 48.8 % 35.7 %
Srednja vrijednost | 18.4 % 18.9 % 29.3 % 18.1 %
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Slika 7. Usporedba intenziteta glavnog vrska za neukoncentrirane glikane obiljezene 2-AB-om i
ProA-om (2-AB, ProA; zelena linija) i za glikane obiljezene 2-AB-om i ProA-om koji su
ukoncentrirani suSenjem (2-AB/suSenje, ProA/su$enje; plava linija) pri razli¢itim masama IgG

od kojih su glikani injektirani na kolonu.
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Provedeni eksperimenti pokazali su da suSenje nije prikladna metoda za
ukoncentriravanje glikana. Prihvatljiv koeficijent varijacije u ovom slucaju iznosio bi oko 5
%, dok je kod suSenja najmanja dobivena srednja vrijednost koeficijenta varijacije iznosila 18
%. Takoder, na Slici 7 usporedbom intenziteta glavnih vrsaka za neukoncentrirane glikane i
glikane ukoncentrirane suSenjem pri razli¢itim masama IgG od kojeg su se glikani injektirali

na kolonu, moze se uociti da se suSenjem nije postigao zeljeni efekt.

Problem osjetljivosti prilikom analize glikana zatim se nastojao rijeSiti metodom
ukoncentriravanja PGC ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi. Kao uzorak ovaj je put uzeta plazma
kako bi se proucio i utjecaj PGC-a na kompleksne glikane, s tri i Cetiri antene, Koji nisu
prisutni kod 1gG-a. Ekstrakcija se provela prema ranije navedenom protokolu (Jensen i sur.,
2012). Iz protokola je izuzet zadnji korak suSenja, a rezultati analize usporedivani su s

kromatogramom dobivenim analizom istog uzorka bez koristenja PGC-a na Slici 8.
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Slika 8. Usporedba kromatograma dobivenih UPLC analizom uzoraka pripremljenih bez
PGC-a (gornji kromatogram, w/o PGC) i s PGC-om uz dodatak TFA (donji kromatogram,
PGC protocol with TFA). Kod uzoraka pripremljenih PGC protokolom uz dodatak TFA doslo je
do Sirenja vrSaka, osobito na pocetnom dijelu kromatograma. Dodatak TFA takoder je utjecao na

retencijsko vrijeme.

22



Preuzeti protokol uz dodatak TFA uzrokovao je Sirenje vrsaka, Sto se moze objasniti
¢injenicom da TFA nije prisutna u puferu za kromatografiju te zbog toga utjeCe na sam
proces kromatografije i retencijsko vrijeme. Isproban je modificirani protokol u kojem se
TFA izostavlja u zadnjem koraku eluacije te modificirani protokol u kojem se uopcée ne

koristi TFA, a dobiveni kromatogrami prikazani su na Slici 9.
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Slika 9. Kromatogrami dobiveni UPLC analizom uzoraka pripremljenih bez TFA u zadnjem koraku
protokola (gornji kromatogram, PGC protocol with TFA, elution in 75 % ACN w/o TFA) te analizom
uzoraka pripremljenih izostavljanjem TFA iz cijelog protokola (donji kromatogram, PGC w/o TFA).
Kod oba modificirana protokola doslo je do znacajnog Sirenja vrsaka. Kod uzoraka pripremljenih bez TFA u
zadnjem koraku protokola doslo je do gubitka dijela glikana koji u svojoj strukturi imaju dvije ili vise
sijalinske kiseline, a kod uzoraka pripremljenih izostavljanjem TFA iz cijelog protokola glikani koji imaju

dvije ili vise sijalinske kiseline uop¢e nisu vidljivi na kromatogramu.
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Budu¢i da su modificirani protokoli bez TFA rezultirali kromatogramima na kojima
dolazi do djelomi¢nog ili potpunog nestajanja glikana s dvije ili viSe sijalinske kiseline,
nuzno je prilagoditi protokol tako da se izbaci TFA, ali zadrzi njezina funkcija. Sukladno
¢injenici da glikani sa sijalinskom kiselinom sve vise izlaze s PGC kolone povecanjem ionske
jakosti (Pabst i Altmann, 2008), kao zamjena za TFA isproban je AF, pufer koriSten u HILIC-
UPLC analizi, te AF u razli¢itim koncentracijama uz dodatak FA, koja je koriStena u
spomenutom radu. Navedene zamjene takoder bi trebale potaknuti eluaciju glikana sa
sijalinskom kiselinom s PGC-a tijekom ekstrakcije na Cvrstoj fazi, a zbog sli¢nosti s
mobilnom fazom uklonio bi se negativan ucinak na proces kromatografije. Rezultati mjerenja
prikazani su u Tablici 3 i 4. U ovom eksperimentu takoder je ispitan intenzitet signala nakon

eluacije druge frakcije glikana s PGC-a, prikazan na Slici 10.

1100 2nd elution with 40ul 75% ACN,
100mM AF
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Slika 10. Intenzitet vrSaka nakon eluacije druge frakcije glikana (plave boje) u usporedbi s intenzitetom
vr§aka nakon eluacije prve frakcije (crne boje). Intenzitet vriaka nakon eluacije druge frakcije glikana

znatno je manji u odnosu na prvu eluaciju.

Zbog znatno manjeg intenziteta vrsaka dobivenih eluacijom druge frakcije glikana, ta
se frakcija u idu¢im eksperimentima zanemaruje 1 mjerenja se provode iskljuc¢ivo na prvoj

frakciji glikana.
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Tablica 3. Srednja vrijednost koeficijenata varijacije (CV) povrsina glikanskih vrsaka,
normaliziranih na ukupnu povrsinu, dobivenih UPLC analizom glikana plazme obiljezenih s 2-
AB te ukoncentriranih PGC ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi uz uvjete: 100 mM AF, 100 mM AF +
FA, 200 mmM AF + FA. Kod racuna je koristen triplikat. Sivom bojom oznaceni su koeficijenti

varijacije ve¢i od 5 %. Posebno je izracunata vrijednost za glikane sa sijalinskom kiselinom (SK).

100mM AF | 100 mM AF + FA | 200 mM AF + FA

VRSAK CV (2-AB)

GP1 1.5 % 1.5 % 0.6 %
GP2 3.5 % 2.2% 3.5 %
GP3 21.7 % 24.1 % 39.6 %
GP4 8.0 % 8.2 % 12.3 %
GP5 1.7 % 6.7 % 15.2 %
GP6 22.6 % 19.8 % 19.2 %
GP7 2.4 % 1.8% 4.2 %
GP8 1.0 % 2.0 % 13%
GP9 4.3% 4.2 % 22.4%
GP10 4.0 % 3.8% 4.5 %
GP11 13.5 % 8.3 % 15.4 %
GP12 15.3 % 23.6 % 14.5 %
GP13 8.5 % 9.8 % 8.1 %
GP14 1.0 % 1.0 % 0.6 %
GP15 2.9 % 5.2 % 12.4 %
GP16 0.2% 0.8 % 0.8 %
GP17 0.2% 0.5 % 0.2%
GP18 0.5 % 1.3 % 1.1%
GP19 3.6 % 3.5% 6.1 %
GP20 0.8 % 0.2% 0.4 %
GP21 14.8 % 4.2 % 5.0 %
GP22 0.8 % 0.5 % 2.0 %
GP23 2.3% 2.2% 4.2 %
GP24 2.6 % 2.4 % 1.1%
GP25 0.7 % 1.2% 0.9 %
GP26 1.4 % 0.7 % 13 %
GP27 4.7 % 8.4 % 4.2 %
GP28 18.2 % 7.7% 18.2 %
GP29 1.5 % 3.3% 1.2%
GP30 3.5 % 8.5 % 6.6 %
GP31 2.0 % 3.1% 2.3%
GP32 3.2% 2.5 % 1.5 %
GP33 8.2 % 2.2% 2.2%
GP34 5.2 % 2.7 % 2.7%
GP35 5.3 % 7.9% 4.1%
GP36 6.1 % 15.1 % 6.7 %
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GP37 1.9 % 7.7 % 2.5 %
GP38 1.5% 8.3 % 1.5%
Srednja vrijednost 5.3 % 5.7 % 6.6 %
Srednja vrijednost (SK) | 4.4 % 4.7 % 3.6 %

Tablica 4. Srednja vrijednost koeficijenata varijacije (CV) povrSina glikanskih vr$aka,
normaliziranih na ukupnu povrsinu, dobivenih UPLC analizom glikana plazme obiljeZenih s ProA te
ukoncentriranih PGC ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi uz uvjete: 100 mM AF, 100 mM AF + FA, 200
mmM AF + FA. Kod racuna je koristen triplikat. Sivom bojom oznaceni su koeficijenti varijacije ve¢i od 5

%. Posebno je izraCunata vrijednost za glikane sa sijalinskom kiselinom (SK).

100mM AF | 100 mM AF + FA | 200 mM AF + FA

VRSAK CV (ProA)

GP1 1.2 % 1.7 % 2.1 %
GP2 7.1% 4.8 % 2.6 %
GP3 19.9 % 30.2 % 33.1%
GP4 2.5 % 4.8 % 5.7 %
GP5 1.4 % 3.4 % 1.9 %
GP6 4.1 % 16.1 % 6.5 %
GP7 12.2 % 7.6 % 6.1 %
GPs8 5.4 % 0.4 % 1.5 %
GP9 14.3 % 0.0 % 7.5 %
GP10 2.0 % 0.4 % 3.0 %
GP11 3.1 % 9.0 % 5.0 %
GP12 1.3% 0.6 % 1.0 %
GP13 0.3 % 1.2 % 0.4 %
GP14 5.4 % 9.1 % 8.2 %
GP15 0.4 % 0.4 % 0.4 %
GP16 5.3 % 3.5 % 3.4 %
GP17 2.6 % 2.9 % 3.1%
GP18 0.9 % 1.0 % 0.4 %
GP19 4.1 % 2.1% 2.2 %
GP20 2.2 % 1.6 % 0.6 %
GP21 1.2 % 3.7% 5.0 %
GP22 1.2 % 0.7 % 1.1 %
GP23 2.2 % 1.1 % 1.7 %
GP24 3.5 % 2.1 % 2.9 %
GP25 3.8 % 4.1 % 3.9 %
GP26 12.7 % 19.7 % 6.7 %
GP27 1.3 % 3.2% 3.7%
GP28 3.2% 4.6 % 2.9 %
GP29 4.2 % 5.2 % 5.9 %
GP30 0.9 % 45 % 3.8 %
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GP31 3.4 % 4.5 % 3.6 %
GP32 4.2 % 6.7 % 6.8 %
GP33 2.3% 3.8% 4.4 %
GP34 1.5% 7.1% 7.6 %
GP35 3.6% 6.6 % 52%
GP36 2.9% 5.9% 6.9 %
Srednja vrijednost 4.1 % 5.1 % 4.6 %
Srednja vrijednost (SK) | 3.1 % 4.6 % 4.0 %

Sve tri isprobane zamjene pokazale su se jednako vrijednima za eluaciju glikana sa
sijalinskim kiselinama s PGC-a. Kao metoda izbora uzeta je ona koja sadrzi samo 100 mM AF,
kako bi eluat imao sastav identi¢an sastavu mobilne faze za kromatografiju. RijeSen je problem
utjecaja na retencijsko vrijeme, no i dalje preostaje problem Sirenja vrSaka na pocetnom dijelu

kromatograma. Sirenje vriaka na po¢etnom dijelu kromatograma vidljivo je na Slici 11.
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Slika 11. Usporedba kromatograma dobivenih mjerenjem uzorka N-glikana proteina plazme
obiljeZenog s 2-AB-om, priredenog bez koriStenja PGC-a i uzoraka N-glikana proteina plazme,
obiljeZenih s 2-AB-om i ukoncentriranih PGC-om te u zadnjem koraku eluiranih sa 100 mM AF, 100
mM AF + FA ili s 200 mM AF + FA. Vrsci pokazuju jednako retencijsko vrijeme. Na pocetnom dijelu

kromatograma vidljivo je Sirenje vrSaka.
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Sirenje vrsaka nakon korekcije svih ostalih uvjeta metode mozZe se objasniti prisustvom
prevelike koli¢ine vode u uzorku nakon eluacije. Kako bi se ta teorija provjerila, analizirani su

neukoncentrirani uzorci sa 75 % ACN-a i 50 % ACN-a, a rezultati su prikazani na Slici 12.
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Slika 12. Usporedba kromatograma dobivenih mjerenjem uzoraka N-glikana proteina plazme
obiljezenih 2-AB-om, priredenih bez koriStenja PGC-a sa 75 % i 50 % ACN-a. Uzorci s 50 %

ACN-a pokazuju jako Sirenje vrSaka na pocetnom dijelu kromatograma.

Uzorak s 50 % ACN-a, u odnosu na uzorak sa 75 % ACN-a, pokazuje znacajnije Sirenje
vrSaka na pocéetku kromatograma, koje odgovara Sirenju vr$aka u prethodnim uzorcima. Takav
rezultat potvrduje teoriju da je do efekta Sirenja vrSaka dosSlo zbog prisustva prevelike koli¢ine
vode u eluiranom uzorku glikana. U svrhu daljnjeg razjasnjenja problema, analizirali su se uzorci
glikana plazme ukoncentrirani PGC-om i eluirani sa 75 % ACN-a, 80 % ACN-a i 85 % ACN-a te
se pratilo kako povecanje udjela ACN-a, a smanjenje udjela vode utjeCe na izgled vrSaka.

Rezultati mjerenja prikazani su na Slici 13.
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Slika 13. Usporedba kromatograma dobivenih mjerenjem uzoraka N-glikana proteina plazme
oznadenih 2-AB-om i priredenih ukoncentriravanjem PGC-om sa 75 % ACN-a, 80 % ACN-a i 85
% ACN-a.

Iz dobivenih kromatograma vidljivo je da povecanje udjela ACN-a u smjesi za eluaciju
nema zeljeni u€inak na Sirenje vrSaka. Budu¢i da je ranije dokazano da je povecani udio vode u
eluatu glikana uzrok problema, stvara se pretpostavka da se dio ACN-a gubi na ¢vrstoj fazi,
odnosno PGC-u. U tom slu¢aju, umjesto povecanja udjela ACN-a u smjesi za eluaciju, odredena
koli¢ina ACN-a dodala bi se naknadno. U eluat glikana plazme dodano je 10 pul ACN-a, 20 pl
ACN-a, 30 pl ACN-a i 40 pl ACN-a te je provedena kromatografska analiza, ¢iji su rezultati
prikazani na Slici 14.
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Slika 14. Usporedba kromatograma dobivenih mjerenjem uzoraka N-glikana proteina plazme
obiljeZenih 2-AB-om i priredenih ukoncentriravanjem PGC-om te naknadnim dodavanjem 10

pl ACN-a, 20 pul ACN-a, 30 ul ACN-a i 40 pl ACN-a u eluat. Postignut je normalan kromatografski
profil.

Naknadnim dodatkom ACN-a u eluat postignut je kromatografski profil bez Sirenja
vrSaka na pocetnom dijelu kromatograma. Intenzitet vrSaka smanjivao se s povecanjem

koli¢ine dodanog ACN-a, §to je vidljivo na Slici 15. Ostali rezultati mjerenja prikazani su u
Tablici 5.
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Intenzitet GP20
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8000000 -

6000000 -

4000000 -

2000000 -

Plazma (2-AB)  Plazma (2-AB) + Plazma (2-AB)+ Plazma (2-AB)+ Plazma (2-AB) +

PGC+10ul ACN PGC+20ulACN PGC+30ulACN PGC+40 ul ACN

Slika 15. Usporedba intenziteta glavnog vrika dobivenih mjerenjem uzoraka N-glikana proteina
plazme obiljezenih 2-AB-om i priredenih ukoncentriravanjem PGC-om te naknadnim dodatkom
10 pl ACN-a, 20 pl ACN-a, 30 pl ACN-a i 40 pul ACN-a u eluat. Dodatkom vece koli¢ine ACN-a

smanjuje se intenzitet vrska.

Tablica 5. Srednja vrijednost Kkoeficijenata varijacije (CV) povrsina glikanskih vrsaka
normaliziranih na ukupnu povrsinu, dobivenih UPLC analizom glikana plazme obiljeZenih 2-AB-
om, ukoncentriranih PGC ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi uz eluaciju 100 mM AF-om i naknadnim
dodatkom 10 pl ACN-a, 20 pl ACN-a, 30 pl ACN-a i 40 pl ACN-a u eluat. Kod racuna je koriSten

triplikat. Sivom bojom oznaceni su koeficijenti varijacije veci od 5 %.

10pl ACN | 20p1 ACN | 30p1 ACN | 40pl ACN

VRSAK CV (2-AB)

GP1 1.4 % 2.7 % 5.7 % 7.8%
GP2 1.5 % 2.4 % 6.2 % 8.0 %
GP3 6.9 % 13.3 % 19.2 % 34.6 %
GP4 1.7 % 2.5 % 5.3 % 6.4 %
GP5 0.2 % 1.8 % 3.9% 5.0 %
GP6 1.4 % 3.2% 4.7 % 7.3%
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GP7 1.4 % 2.9 % 5.8% 7.3%
GP8 1.2 % 2.2 % 4.6 % 6.3 %
GP9 16.1 % 19.7 % 23.1% 29.5 %
GP10 1.8 % 2.3% 39% 55%
GP11 0.9% 1.9% 35% 2.9%
GP12 1.2% 3.2% 4.4 % 18.3 %
GP13 1.3% 1.7% 2.8% 2.8%
GP14 0.6 % 1.0% 1.8% 3.8%
GP15 13.2 % 7.3% 10.3 % 275 %
GP16 0.6 % 0.5% 0.5% 2.1 %
GP17 1.7 % 1.4 % 1.4 % 2.0 %
GP18 0.5% 0.7% 1.1% 1.1%
GP19 0.0% 1.1% 2.8 % 4.9 %
GP20 0.9% 1.9% 3.2% 1.7 %
GP21 9.7 % 12.1 % 13.0 % 14.9 %
GP22 1.8 % 2.3% 4.3 % 4.5 %
GP23 0.0% 1.4 % 3.1% 35%
GP24 1.5% 2.0% 2.7 % 7.3%
GP25 1.2% 1.5% 2.6 % 8.5%
GP26 2.6 % 25 % 3.8% 10.9 %
GP27 2.2% 3.6 % 6.1 % 15.1%
GP28 4.2 % 4.2 % 12.1% 12.1%
GP29 1.7 % 3.3% 6.7 % 17.0 %
GP30 4.7 % 35% 9.8% 19.8 %
GP31 0.6 % 2.6 % 6.8 % 18.6 %
GP32 2.1 % 3.2% 8.4 % 21.7 %
GP33 2.2 % 2.2 % 6.7 % 21.7%
GP34 2.7% 2.7 % 7.4 % 19.6 %
GP35 3.1% 15% 9.6 % 22.3%
GP36 2.8% 2.8% 12.8 % 30.8 %
GP37 3.7% 2.8% 13.9% 314 %
GP38 2.9% 2.9 % 16.0 % 39.0 %
Srednja vrijednost | 2.7 % 3.4 % 6.8 % 13.2 %

Dodatkom samo 10 pul ACN-a u eluat, postignut je adekvatan kromatografski profil bez
Sirenja vrSaka na pocetnom dijelu kromatograma, uz prisutnost svih glikana sa sijalinskom
kiselinom 1 uz prihvatljiv koeficijent varijacije. Sljedec¢i korak bio je primijeniti optimiziranu
metodu za analizu izoliranog i standardnog 1gG-a u razli¢itim koncentracijama, oznacenog 2-AB-

om i ProA-om, kako bi se kvantitativno odredila sposobnost ukoncentriravanja.
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Tablica 6. Srednja vrijednost koeficijenata varijacije (CV) povrsina glikanskih vr§aka normaliziranih

na ukupnu povrsinu, dobivenih UPLC analizom glikana izoliranog i standardnog IgG obiljezenih 2-

AB-om i ProA-om te ukoncentriranih PGC-om. Sivom bojom oznaceni su koeficijenti varijacije ve¢i od 5

%. Glikanski vr§ak 5 izostavljen je za ProA jer se ne pojavljuje na kromatogramu. U eksperimentu gdje su

glikani obiljezeni 2-AB-om isprobane su koncentracije od 1 pg, 5 pug, 10 pg i 25 pg izoliranog i standardnog

1gG-a, a u eskperimentu gdje su obiljeZeni ProA-om isprobane su koncentracije od 0,1 pg, 0,5 ug, 1 pg i 5

g izoliranog i standardnog 1gG-a. Kod racuna je koristen triplikat.

izolirani standardni izolirani standardni

1gG/2-AB 1gG/2-AB IgG/ProA IgG/ProA
VRSAK CcVv
GP1 6.3 % 6.8 % 9.2 % 13.7 %
GP2 4.0 % 1.4 % 8.2 % 3.2%
GP4 0.6 % 0.2% 1.9% 1.2 %
GP5 7.5 % 4.0 % - -
GP6 1.1% 0.4 % 0.3% 1.1%
GP7 14.3 % 3.4 % 9.9 % 1.5 %
GP8 3.9% 0.5% 1.5% 2.8%
GP9 7.6 % 0.3% 1.1% 2.3%
GP10 1.5% 0.2 % 2.2 % 3.6 %
GP11 7.0% 1.3% 1.5% 4.3 %
GP12 5.8 % 2.6 % 3.6 % 3.1%
GP13 10.8 % 7.8 % 7.3% 5.4 %
GP14 0.9 % 0.7% 2.5 % 3.9%
GP15 1.7 % 1.5% 2.0 % 2.8 %
GP16 1.5% 2.3% 3.2% 10.7 %
GP17 6.6 % 3.3% 4.1 % 6.1 %
GP18 0.8 % 0.5% 2.3% 9.3%
GP19 1.5% 2.6 % 3.2% 9.3%
GP20 7.4 % 71% 11.0 % 19.6 %
GP21 7.0% 4.6 % 3.6% 11.3 %
GP22 9.9 % 7.4 % 2.6 % 8.5 %
GP23 2.3% 2.6 % 3.6 % 11.4 %
GP24 2.8 % 3.6 % 3.3% 11.4 %
Srednja vrijednost | 4.9 % 2.8 % 4.0 % 6.7 %
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Slika 16. Srednja vrijednost povr$ine vr$aka, normaliziranih na ukupnu povrsinu, za razlidite
koncentracije neukoncentriranih (w/o PGC; Zuta boja) i PGC-om ukoncentriranih (PGC; plava

boja) glikana izoliranog i standardnog 1gG-a, oznacenih 2-AB-om ili ProA-om.
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Slika 17. Povrsina glavnog vrka izoliranog IgG ¢iji su glikani obiljeZeni 2-AB-om i ProA-om te
ukoncentriranog PGC-om (PGC; plava boja) u odnosu na povrsinu vr$aka neukoncentriranog
izoliranog IgG (w/o PGC; Zuta boja) ¢iji su glikani obiljeZeni istim bojama. Za 2-AB prikazane su
izmjerene povrsine vrSaka za pocetnu koncentraciju IgG-a od 5 pg, a za ProA za pocetnu koncentraciju

IgG-aod 1 ug.
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Slika 18. Usporedba intenziteta glavnog vrska za neukoncentrirane glikane obiljeZene 2-
AB-om i ProA-om (2-AB, ProA; plava boja) i za glikane obiljeZene 2-AB-om i ProA-om te
ukoncentrirane PGC-om (PGC; siva boja) pri razli¢itim masama IgG od Kkojih su glikani

injektirani na kolonu.
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Rezultati kvantitativnog odredivanja sposobnosti PGC metode da ukoncentrira uzorak
prikazani su u Tablici 6 te na Slici 16, Slici 17 i Slici 18. U eksperimentu gdje su glikani
obiljezeni 2-AB-om isprobane su koncentracije od 1 pg, 5 pg, 10 pg i 25 pg izoliranog i
standardnog 1gG-a, a u eskperimentu gdje su obiljezeni ProA-om isprobane su koncentracije
od 0,1 pg, 0,5 g, 1 pg i 5 pg izoliranog i standardnog 1gG-a. Zbog prevelikih koeficijenata
varijacije koncentracije od 1 ug za IgG ¢iji su glikani obiljezeni 2-AB-om te od 0,1 pg za IgG

¢iji su glikani obiljezeni ProA-om izostavljene su iz daljnjih analiza i rauna.

Metoda je, kao i kod optimizacije na uzorcima plazme, pokazala prihvatljive
koeficijente varijacije koji su u svim slu¢ajevima, 0sim kod standardnog 1gG-a obiljeZenog s
ProA, iznosili manje od 5 %. Srednje vrijednosti povrsine vr$aka, normaliziranih na ukupnu
povrsinu, dobivenih ukoncentriravanjem PGC-om takoder su se usporedile sa srednjim
vrijednostima vrsaka neukoncentriranih glikana kako bi se provjerilo podudaranje (Slika 16).
Za koncentraciju od 5 pg za glikane obiljezene 2-AB-om te za koncentraciju od 1 ug za glikane
obiljezene ProA-om usporedeni su intenziteti glavnog vrska, gdje je ukoncentriravanjem PGC-om
u prosjeku postignut oko 5x veci intenzitet od onog neukoncentriranih uzoraka (Slika 17).
Usporedbom intenziteta glavnog vrska za neukoncentrirane glikane obiljezene 2-AB-om i
ProA-om i za glikane obiljezene 2-AB-om i ProA-om te ukoncentrirane PGC-om pri
razli¢itim masama IgG od kojih su glikani injektirani na kolonu takoder je postignut mnogo
bolji profil od onog dobivenog susenjem (Slika 18). U odnosu na prijasnju metodu bez PGC
ekstrakcije na ¢vrstoj fazi kojom je bilo moguée odrediti glikane s 25 pg 1gG-a za glikane
obiljeZzene 2-AB-om i s 5 pg IgG-a za glikane obiljeZzene ProA-om, ovom je metodom moguce
mjeriti glikane od 5 pg 1gG-a za glikane obiljeZene s 2-AB, odnosno od 1 pg 1gG-a za glikane

obiljezene s ProA.
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5. ZAKLJUCCI

Razvijena metoda ukoncentriravanja glikana PGC ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi, za
razliku od suSenja, pokazala se uspjeSnom za ukoncentriravanje glikana prilikom njihove
analize. Kako bi se dobio odgovaraju¢i kromatografski profil, potrebno je pripaziti na
kompatibilnost reagensa s mobilnom fazom za kromatografsku analizu, ionsku jakost
prilikom eluacije glikana s PGC-a te udio vode u eluatu glikana. Modifikacijom preuzetog
protokola (Jensen 1 sur., 2012) moguce je uspjesno odrediti 5x manje koncentracije glikana u

odnosu na prijasnje metode bez PGC ekstrakcije na ¢vrstoj fazi.
PROTOKOL (~10 minuta po uzorku)

1| Grafit se ukloni iz spremnika i prebaci u epruvetu te se pripremi metanolna suspenzija

koncentracije 50 mg/ml.

2| U Epppendorf epruvete stave se prazni C18 nastavci za pipete te se u svaki nastavak

pipetira 50 pul dobivene suspenzije kako bi se dobila mala PGC kolona.

3| Epruvete se centrifugiraju kako bi se formirale kompaktne kolone i uklonile manje Cestice.

Sadrzaj epruvete se odbaci.

4| Kolona se ispire i centrifugira 2 puta sa 60 pl 100 % acetonitrila. Sadrzaj epruvete se

odbaci.

5| Kolona se ispire i centrifugira 2 puta sa 60 pul vode. Sadrzaj epruvete se odbaci.
6| Na kolonu se nanese uzorak te se centrifugira.

7| Uzorak se ispere i centrifugira 1 puta sa 60 pl vode. Sadrzaj epruvete se odbaci.

8| Glikani, koji su sada vezani za PGC kolonu, eluiraju se 1 puta s 40 pl 75 % acetonitrila sa

100 mM amonijevim formijatom.
9| Eluat se prebaci u viale za UPLC analizu i u svaku se doda 10 pl 100 % acetonitrila.

Centrifugiranje se provodi 30 sekundi na 2000 G.
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7. SAZETAK/SUMMARY
7.1. Sazetak

N-glikom predstavlja jedinstvenu poveznicu izmedu genskih predispozicija za razvoj
pojedinih bolesti i okoliSnih faktora kojima je organizam izloZen te je stoga moguca njegova
uporaba kao biomarkera u preventivnoj i personaliziranoj medicini. Jedan je od glavnih
ciljeva moderne glikobiologije razviti brze i osjetljive metode za analizu N-glikana u
tragovima. Razvijenom metodom za ukoncentriravanje N-glikana PGC ekstrakcijom na
¢vrstoj fazi moguce je pomocu HILIC-UPLC-FLR kvantitativno odrediti 5x manje
koncentracije N-glikana u odnosnu na prijasnju metodu. Kako bi kromatografski profil bio
prihvatljiv, tijekom analize potrebno je pripaziti na kompatibilnost reagensa s mobilnom
fazom za kromatografsku analizu, ionsku jakost prilikom eluacije glikana s PGC-a i udio
vode u eluatu glikana. Razvijena metoda ima potencijal koristenja u istrazivanjima razli¢itih
stanja i bolesti kod kojih dolazi do promjene glikozilacijskog profila, a u kojima je potrebna

veca osjetljivost zbog male koli¢ine glikana u uzorku.

7.2. Summary

N-glycome represents a unique connection between the genetic predisposition for the
development of certain diseases and the environmental exposure of the organism, making it a
potential biomarker in preventive and personalised medicine. Consequently, the development
of fast and sensitive methods for the analysis of trace N-glycans is one of the main goals in
the field. By using the newly developed PGC SPE method for the enrichment of N-glycans,
followed by HILIC-UPLC-FLR, it is possible to quantitatively measure 5x lower
concentrations of N-glycans than with previous methods. During the analysis, it is important
to adjust the compatibility of the reagents with the mobile phase used in chromatography,
ionic strength for eluation of the N-glycans from PGC and the amount of water in the N-
glycan eluate. The method can be used in research of different conditions and diseases which

are known to have an altered glycosylation profile, as well as in molecular diagnostics.
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