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1. Uvod

1.1. Glikani, glikom i glikozilacija

Glikani su molekule sastavljene od Secernih jedinica povezanih glikozidnom vezom u
razgranate strukture (Cohen 1 Varki, 2014). Na povrSini stanica sisavaca sastoje se od 10 vrsta
monosaharida: glukoze (Glc), galaktoze (Gal), manoze (Man), fukoze (Fuc), N-
acetilglukozamina (GIcNAc), N-acetilgalaktozamina (GalNAc), ksiloze (Xyl), glukuronske
kiseline (GlcA), iduronske kiseline (IdA) i sijalinske kiseline (SiA) (Sharma i sur., 2020).
Ukljuceni su u osnovne funkcije stanice i organizma, kao §to su medustanicne interakcije
posredovane receptorima, a pokrivaju povrsSine svih stanica u prirodi, tvore¢i gusti 1 sloZeni sloj
poznat kao glikokaliks. Glikani su takoder mnogobrojni na sekretornim proteinima i u

izvanstani¢cnom matriksu (Cohen i Varki, 2014; Smith i Bertozzi, 2021).

Glikom se sastoji od ugljikohidratnih lanaca (tj. glikana) koji mogu biti slobodni (npr.
hijaluronan) ili kovalentno povezani na molekulu proteina (glikoproteini i proteoglikani) ili
lipida (glikolipidi) (Cohen i Varki, 2014; Reily i sur., 2019). Svaka poznata stanica prekrivena
je glikanima $to sugerira da je glikom bitan za zivot jednako kao genom, transkriptom, proteom,

lipidom ili metabolom (Cohen i Varki, 2014).

Adicija oligosaharidnog lanca (glikana), tj. glikozilacija jedna je od najbrojnijih
kotranslacijskih 1 posttranslacijskih modifikacija (Keser i sur., 2021). Reakcije glikozilacije
dogadaju se kod cijelog spektra zZivih bica, od arheja i eubakterija do eukariota (Spiro, 2002).
Glikokonjugati se razlikuju u sekvencama glikana te njihovim vezama i duljinom. Razli¢itosti
glikokonjugata doprinose razlicite preferencije enzimatskih mjesta te stereokemija alfa i beta

konjugacija (Reily 1 sur., 2019).

Glikozilacija je najcesSc¢a posttranslacijska modifikacija proteina. Proteinska glikozilacija
doprinosi strukturnoj raznolikosti molekula 1 utjeCe na funkciju proteina. Osim proteina,
glikozilacija se dogada na razli¢itim biomolekulama te tako nastaju glikoproteini,
proteoglikani, glikosfingolipidi. Takoder postoje i slobodni oligosaharidi, glikozaminoglikani i
glikozilirana ribonukleinska kiselina (RNA). Najznacajniji 1 najistrazivaniji su glikoproteini
(Trbojevic-Akmaci¢, 2022). Glikozilacija lipida 1 proteina dogada se u endoplazmatskom
retikulumu (ER) 1 Golgijevom aparatu (GA). U procesu sudjeluju glikoziltransferaze 1
glikozidaze u nizu koraka koji su kontrolirani slobodno$¢u supstrata, enzimskom aktivnoscu,

nivou genske transkripcije i enzimskom lokacijom. Zapravo, glikom odredene stanice odrazava



njezin jedinstveni obrazac ekspresije gena, koji kontrolira razine enzima odgovornih za
glikokonjugaciju. Za razliku od genoma, egzoma ili proteoma, glikom se ne proizvodi na
Sablonski nacin te je slozeno kontroliran na viSe razina u ER i GA. Proteinska glikozilacija
ukljucuje dodavanje N-vezanih i O-vezanih glikana, fosforiliranih glikana, glikozaminoglikana
1 glikozilfosfatidilinozitol (GPI) sidra na peptidnu kost, takoder i C-manozilaciju triptofanskih
ostataka. Glikolipidi ukljucuju glikosfingolipide (Reily i sur., 2019).

1.1.1. Struktura i sinteza glikoproteina

Glikoproteine mozemo podijeliti na N-glikozilirane (Secer povezan preko atoma dusika)
1 O-glikozilirane glikoproteine. N-glikozilacija se dogada kod specificne sekvence
aminokiselina: asparagin-X-serin/treonin (Asn-X-Ser/Thr), gdje X moze biti bilo koja
aminokiselina (AK) osim prolina (Pro). Kod O-glikozilacije ne postoji specifi¢na sekvenca AK.
Jedino je bitno da je glikan povezan za Ser ili Thr. Glikoprotein moZe imati vise glikozilacijskih
mjesta (makroheterogenija) 1 viSe glikanskih vrsta na jednom mjestu (mikroheterogenija)
(Trbojevié-Akmaci¢, 2022). Medutim, ne moraju sva glikozilacijska mjesta biti u potpunosti
zauzeta. Neke sekvence aminokiselina mogu ostati neprepoznate od strane mehanizma
glikozilacije, budu¢i da je proces glikozilacije slozen i pod utjecajem razli¢itih stani¢nih

¢imbenika i stanja (Hou 1 sur., 2023).

N-glikozilacija opisuje vezanje N-acetilglukozamina (GlcNAc) na atom duSika bo¢nog
lanca asparagina (Asn) putem B-IN veze. Glikokonjugati povezani s Asn sadrze jezgru
GlcNAc: 1 3 manoze (Man), kojoj se moze dodati ili ukloniti razlic¢iti broj drugih monosaharida.
Tako moZze do¢i do galaktolizacije, GIcNAcilacije, sijalinizacije te fukozilacije (Reily 1 sur.,
2019). Biosinteza N-glikana odvija se u dvije faze i u dva odjeljka eukariotskih stanica, ER 1
GA (prikazano na Slici 1). Prva faza je visoko ocuvani put koji zapocinje na membrani ER na
lipidnom nosacu dolikol-fosfatu (Dol-P). Dolazi do formiranja prekursora lipida u kojem
GlcNAc 1 Man tvore razgranatu strukturu ugljikohidrata koja je vezana za Dol-P na
citoplazmatskoj strani ER. Ovaj prekursor lipida zatim se okre¢e prema lumenu ER, gdje se
dodaju Man i jedinice glukoze da formiraju strukturu od 14 se¢era — Glec3Man9GIcNAc2. Uz
pomo¢ oligosahariltransferaze, oligosaharid sastavljen na Dol-P prenosi se na Asn u odabranim
Asn-X-Ser/Thr (u kojem X oznacava bilo koju AK osim Pro) sekvencama sekretornih i1
membranskih proteina tijekom njihove translokacije u ER. Druga faza zapocinje procesiranjem
N-glikana pomocu glikozidaza i glikoziltransferaza u lumenu ER-a te dolazi do cijepanja triju
jedinica glukoze pomocu a-glukozidaza (I i II) i jedne jedinice manoze uz pomo¢ ER a-

manozidaze. Faza se nastavlja u GA na nacin specifi¢an za vrstu, tip stanice, protein, pa ¢ak 1
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mjesto. Mnoge od glikozidaza 1 glikoziltransferaza razli¢ito su izrazene 1 njihova je aktivnost
izrazito osjetljiva na fiziolosko stanje stanice. U cis-Golgijevom aparatu se strukture
ugljikohidrata dodatno skracuju nizom specificnih manozidaza prije nego $to se prebace u
medijalni-Golgijev aparat na sazrijevanje. Unutar medijalnih i trans-Golgijevih odjeljaka
proizvode se hibridni i sloZzeni N-glikani dodatkom GlcNAc, galaktoze, sijalinske kiseline i
Secera fukoze. Dakle, zreli glikoprotein nosi N-glikane koji ovise o specificnom skupu gena za
glikozilaciju izraZenih u tipu stanice u kojoj se glikoprotein proizvodi. Dodatno, fiziolosko
stanje stanice, koje utjeCe na lokalizaciju i1 aktivnost enzima glikozilacije i transportera
nukleotidnih Secera, takoder igra znacajnu ulogu u odredivanju sastava N-glikana (Reily i sur.,

2019; Stanley i sur., 2022).
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Slika 1: Pojednostavijeni prikaz N-glikozilacije u ER i GA. Malim slovima obiljezeni su enzimi ukljuceni u
proces biosinteze N-glikana: (a) oligosahariltransferaza (b) glukozidaza 1i Il (c) manozidaza I (d) N-
acetilglukozaminiltransferaza-I (e) manozidaza Il (f) razlicite modifikacije strukture N-glikana pomocu enzima
N-acetilglukozaminiltransferaza-1I (GnT-1l), ksiloziltransferaza i fukoziltransferaza (preuzeto i prilagodeno

prema Pandey i sur. (2022))

O-glikozilacija je prilicno raznolika i opisani su razliciti tipovi O-glikana za sekretorne

proteine u eukariotima. Dok se biosinteza N-glikana moze pokrenuti ve¢ u ER-u, vecina



modifikacija O-glikana odvija se u Golgijevom aparatu. Tu se glikani vezu za atom kisika
hidroksilnih skupina Ser ili Thr, tako da se dodaje jedan po jedan monosaharid (N-
acetilgalaktozamin (GalNAc), fukoza, glukoza, ksiloza ili manoza) (Schoberer i sur., 2018;
Thompson 1 Wakarchuk, 2022). U ljudi, najces¢i Seceri povezani sa Ser ili Thr su GIcNAc i
GalNAc.

Glikani vezani na GalNAc, takoder poznati kao O-glikani mucinskog tipa, visoko su
zastupljeni u izvanstani¢nim i izlu¢enim glikoproteinima, posebno mucinima, koji ¢ine zastitnu
barijeru na povrsSini sluznice. Mucini sadrze tandem ponavljanja bogata Pro, Ser i Thr,
osiguravajuci brojna mjesta za O-glikozilaciju. Ovi glikani stvaraju tvar sli¢nu gelu koja Stiti
glikoproteine i1 stani¢ne povrSine od vanjskog stresa, mikrobne infekcije i imunoloskog
prepoznavanja. Pocetak sinteze O-glikana mucinskog tipa dogada se u Golgijevom aparatu,
gdje polipeptidne GalNAc transferaze (GALNTS) kataliziraju dodavanje O-GalNAc glikana na
Ser/Thr ostatke proteina. GALNT-ovi pokazuju specifi¢nost za sekvence aminokiselina, ali
takoder mogu pokazati promiskuitet, reguliraju¢éi mjesto i nacin vezanja O-glikana.
Sekvencijalno dodavanje glikana pocetnom GalNAc dovodi do razliCitih struktura
ugljikohidrata, koje su gusto grupirane na odredenim glikoproteinima poput mucina i humanog
imunoglobulina A1 (IgA1). Seéeri se dodaju dok se protein kreée kroz cis-, medijalni- i trans-
Golgijev odjeljak. Za razliku od N-glikana, lanci O-glikana nisu podlozni prethodnoj i
naknadnoj obradi u Golgijevim odjeljcima. Umjesto toga, glikopeptidni O-glikani prolaze
modifikaciju glikoziltransferazama, proSiruju¢i postojec¢e strukture galaktozom, GlcNAc,
sijalinskom kiselinom 1 ponekad fukozom. Substani¢na lokalizacija, razine aktivnosti i
specifinosti supstrata ovih glikoziltransferaza odreduju raspon sintetiziranih O-glikana (Reily

isur, 2019).

Glikozilacija O-GlcNAc znacajno se razlikuje od drugih uobicajenih oblika glikozilacije
proteina u nekoliko klju¢nih aspekata: po lokaciji, strukturi i dinamickoj regulaciji.
Modifikacija O-GlcNAc dogada se isklju¢ivo unutar jezgrinih 1 citoplazmatskih odjeljaka
stanice, za razliku od drugih vrsta glikozilacije koje se mogu dogoditi na izvanstani¢nim i
membranski vezanim proteinima. GlcNAc dio tipi¢no nije izduzen ili modificiran kako bi tvorio
slozenije glikanske strukture, §to ga razlikuje od drugih oblika glikozilacije koji ¢esto ukljucuju
opseznije remodeliranje glikana. Modifikaciju O-GIcNAc reguliraju O-povezane GIcNAc
transferaze (OGT) 1 O-GlcNAkaze (OGA), a karakterizirana je svojom dinamickom prirodom,
pri cemu se GIcNAc veze 1 uklanja vise puta tijekom zZivotnog vijeka polipeptida. Taj se proces

moze odvijati brzo 1 razli¢itim brzinama na razli¢itim mjestima na polipeptidu te igra klju¢nu
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ulogu u regulaciji razli¢itih stanic¢nih funkcija, ukljucujuéi stani¢ni metabolizam (Reily 1 sur,

2019; Zachara i sur., 2022).

1.1.2. Uloga glikana u organizmu

Glikani igraju vise klju¢nih uloga u stani¢cnom odgovoru na podrazaje iz okolisa,
stani¢nom rastu 1 diferencijaciji. Specifi¢ne promjene u sastavu glikana izravno su povezane s
mnogim bolestima. Studije rijetkih genskih poremecaja koji utjecu na glikozilaciju isprva su
istaknule biolosku vaznost glikoma, a tehnoloski napredak poboljSao je razumijevanje njegove
heterogenosti 1 slozenosti. Bioloske funkcije glikana mogu se opcenito kategorizirati u tri
podrucja: (1) strukturni doprinosi: glikani doprinose strukturi npr. stani¢ne stijenke 1
izvanstanicnog matriksa, a takoder igraju ulogu u savijanju i funkcioniranju proteina; (2)
energetski metabolizam: ugljikohidrati sluze kao izvori ugljika za skladistenje 1 ukljuceni su u
manipuliranje ponaSanjem zivotinja, poput opraSivanja i Sirenja sjemena; (3) nosaci
informacija: glikani djeluju kao prijenosnici informacija predstavljanjem molekularnih uzoraka
koje prepoznaju proteini koji vezu glikane (GBP, engl. glycan-binding proteins). Ove
interakcije posreduju u razliitim stani¢nim procesima i signalnim putovima (Gagneux i sur.,

2022; Reily 1 sur, 2019).

1.1.3. Glikani kao biomarkeri

Heterogenost glikana asocira se s brojnih bolestima, a analiza glikana pokazuje odlican
dijagnosticki potencijal (Keser 1 sur.,, 2021). Glikani imaju klju¢nu ulogu u funkcijama
glikokonjugata, stani€énim procesima i ukupnoj homeostazi organizma. Zato su mutacije u
genima odgovornim za biosintezu glikana od vrlo visoke vaznosti. Te mutacije mogu dovesti
do smrtnosti embrija ili dovesti do kongenitalnih poremeéaja glikozilacije. Stovise, promjene u
glikozilaciji primije¢ene su u bolestima srediSnjeg ZzivCanog sustava, ukljucujuci
neurodegenerativna stanja poput Alzheimerove bolesti 1 Parkinsonove bolesti. Karakteriziranje
obrazaca glikozilacije 1 specifi¢nih epitopa glikana u mozgu, kao i razumijevanje njihove
deregulacije u stanjima bolesti, pokazuje veliki potencijal za razjasnjavanje mehanizama

bolesti, identificiranje biomarkera i razvoj terapijskih ciljeva (Costa 1 sur., 2023).

Bolesti su rezultat mnoStva ¢imbenika, uklju¢ujuéi genske varijacije, epigenske
promjene 1 utjecaje okoliSa. Geni dominantno upravljaju embrionalnim razvojem i prijenosom
svojstava na sljedecu generaciju, dok glikani odrazavaju utjecaj unutarnjih i vanjskih okoli$nih
¢imbenika, kao $to su bolesti, Zivotni izbori i druStveni ¢imbenici, na zdravlje i bolest pojedinca.

Za razliku od gena, glikani nisu izravno kodirani u genskom predlosku. Umjesto toga,



dinamicki ih okupljaju brojni enzimi organizirani u slozene biosintetske putove (Hu 1 sur.,
2019). Medu raznim posttranslacijskim modifikacijama (PTM), glikozilacija je posebna po
sposobnosti odrazavanja dinamike ovih zamrSenih interakcija u stvarnom vremenu, nudeéi

potencijalne dijagnosticke i prognosticke biomarkere za multifaktorske bolesti.

Glikani igraju klju¢nu ulogu u modificiranju funkcija proteina i sudjeluju u razlic¢itim
unutarstanicnim i1 medustani¢nim bioloskim aktivnostima. Veéina stanicnih povrSinskih i
izluCenih proteina ukraseni su glikanima, koji su sastavni dio procesa molekularnog
prepoznavanja tijekom virusnih infekcija, adhezije stanica u upalama, metastaza tumora i
drugih kriti¢nih dogadaja. Stovise, prepoznato je da interakcije proteina i glikana znacajno
doprinose procesima koji utjeCu na progresiju bolesti. Na primjer, abnormalni obrasci
glikozilacije €esto se opazaju i kod pacijenata s rakom, dijabetesom, upalama i drugim srodnim
stanjima (Paton i sur., 2021). Desetlje¢ima su promjene u glikozilaciji proteina prepoznate kod
pacijenata s rakom i autoimunim stanjima, zato su vecéina odobrenih biomarkera raka
glikoproteini. Medutim, analiza glikozilacije predstavlja izazov zbog zamrSene i heterogene
prirode glikanskih struktura u usporedbi s drugim PTM. Preko 70% proteina ljudske krvi je
glikozilirano, igraju¢i znacajnu ulogu u stani¢noj adheziji, komunikaciji i metabolizmu. Unato¢
tome, samo je nekoliko glikoproteina profilirano na glikanski nac¢in specifican za mjesto, buduci
da je profiliranje glikana specificno za mjesto 1 dalje izazovno. Umjesto toga, trenutacni napori
u otkrivanju glikanskih biomarkera obi¢no se usredotocuju na otpusStene glikane. Analiza
otpustenih N-glikana odvojenih od njihovih mjesta vezivanja nudi sveobuhvatan pogled na
promjene glikozilacije cijelog sustava, §to se pokazalo obecavaju¢im u istrazivanju biomarkera.
Otpusteni glikani povezani su s raznim bolestima, ukljucujuci rak prostate 1 jajnika (L1 1 sur.,

2019).

Produkti glikozilacije, ¢esto promijenjeni kod raka, nude klju¢ne prednosti u odnosu na
proteine kao mete. Prvo, promjene u mehanizmu glikozilacije mogu se identificirati iz podataka
mikromreza 1 prevesti u strukturne termine. U tom kontekstu kao primjer, pojacane
glikoziltransferaze u stanicama raka ukazuju na strukturne anomalije povezane s boleScu.
Drugo, jedan protein moze nositi viSe kopija izmijenjenog glikana, pojacavajuci osjetljivost
detekcije. Na kraju, glikozilacija §titi okosnice peptida od razgradnje, Sto ukazuje na vecu
stabilnost biomarkera temeljenih na glikanu u usporedbi s nemodificiranim proteinima (Drake

isur., 2010).



1.2. AGP

Alfa-1-kiseli glikoprotein (AGP), takoder zvan i orosomukoid (ORM), pripadnik je
proteinske obitelji lipokaina. AGP se sintetizira u jetri i ve¢inom se nalazi u plazmi, ali takoder
se moze naci u drugim tkivima kao §to je mozak ili adipozno tkivo (Ruiz, 2021). AGP je jedan
od glavnih proteina akutne faze (APP) kod Covjeka, miSeva, Stakora i drugih vrsta. Proteine
akutne faze proizvodi jetra kao odgovor na razliCite stresore, ukljuc¢uju¢i fizicke traume poput
operacije ili ozljede, bakterijske infekcije ili nespecifi¢ne upalne okidace. Iako su hepatociti
glavni lucitelji AGP-a, uocena je i izvanjetrena ekspresija AGP gena. Ekspresiju AGP-a
kontrolira kombinacija glavnih regulatornih medijatora, glukokortikoida 1 mreza citokina,
najvise interleukin-18 (IL-1p), faktor nekroze tumora-a (TNF-a), interleukin-6 i interleukinu-
6 srodni citokini. U mnogim slucajevima njihovo zajednicko djelovanje rezultira snaznim
sinergistiCkim u¢inkom. Nedavne studije su otkrile da interleukin-8 (IL-8) takoder moze
stimulirati proizvodnju AGP-a u izoliranim ljudskim hepatocitima. Osim citokina 1
glukokortikoida, retinske kiseline (RA) ukljucene su u modulaciju proizvodnje proteina akutne
faze. Sto se ti¢e ekspresije AGP-a, RA pojatava odgovor IL-6, ali djeluje kao negativni
regulator sinteze glasnicke RNA (mRNA) AGP izazvane glukokortikoidima (Fournier i sur.,

2000).

1.2.1. Struktura AGP

Ljudski AGP ima molekularnu masu 41-43 kDa, od ¢ega otprilike 45% sadrzaja ¢ine
ugljikohidrati rasporedeni kao pet N-povezanih glikana kompleksnog tipa (Fournier 1 sur.,

2000; Keser i sur., 2021).

AGP je jedan od rijetkih serumskih glikoproteina koji sadrzi tetra-antenarne N-vezane
glikane, uz bi-antenarne 1 tri-antenarne (Slika 2). Glikani su vezani na asparaginska mjesta:
Asn-33, -56, -72, -93, -103. Strukturna raznolikost ovih glikana proizlazi iz Sirokog spektra
zavrSnih Secera koje posjeduju. Sijalinska kiselina istice se kao uobicajeni zavrSni Secer,
sposoban vezati se na ostatak galaktoze preko a2-3 ili a2-6 veze. U obliku N-acetil neuraminske
kiseline ¢ini 10-12% ukupnih monosaharida zbog cega AGP ima nisku izoelektri¢nu tocku

(pI=2,8-3,8) te negativan naboj na povrsini (Taguchi i sur., 2013; Keser 1 sur., 2021).
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Slika 2: Strukture bi-, tri- i tetra-antenarnih glikana AGP-a, struktura srzi koja je zajednicka svim oblicima te
struktura sijalil Lewisovog® antigena (preuzeto i prilagodeno prema Yazawa i sur. (2016))

Dodatno, fukoza sluzi kao jo$ jedan zavr$ni $ecéer, poveéavajuéi ekspresiju sijalil Lewisovog”®

epitopa (sLeX) u akutnim i kroni¢nim upalnim stanjima. Ovi razli¢iti obrasci grananja i zavrsni
Seceri doprinose heterogenosti AGP-a, a literatura izvjestava o najmanje 20 razlicitih glikanskih

struktura unutar AGP-a (Taguchi i sur., 2013).

Slika 3: Struktura AGP-a: sivo prikazan protein te pet glikozilacijskih mjesta prikazano bojama (preuzeto i
prilagodeno prema Wu i sur. (2018))



Ljudski AGP (prikazan na Slici 3) kodiran je s tri gena— AGP-A, AGP-B i AGP-B' —
koji se nalaze na kromosomu 9. U znanstvenoj literaturi, AGP-A se alternativno naziva ORM1,
dok su AGP-B i AGP-B' sinonimi za ORM2. AGP-A pretezno eksprimira AGP1 u jetri, s
razinama ekspresije koje premasuju 100 puta one od AGP-B 1 AGP-B'. AGP-B 1 AGP-B' dijele
identi¢ne strukture i kodiraju AGP2, koji se od AGP1 razlikuje po 22 aminokiseline. AGP1
pokazuje polimorfizam s tri blisko povezane genske varijante: F1, F2 i S, koje se razlikuju u
manje od pet aminokiselina. Ove varijante se obi¢no nazivaju AGP1xF1, AGP1xF2 i AGP1xS.
AGP-B i AGP-B’ (AGP2) kodiraju gensku varijantu AGP2+A. Veé¢ina pojedinaca ima
kombinaciju ovih varijanti. Najzastupljeniji fenotip je F1 + S + A (50%), zatim F1 + A (35%) i
S + A (15%). Dok su F1 i S varijante globalno rasprostranjene, F2 varijanta ogranicena je na
Europljane, Sjevernoafrikance 1 Zapadnu Aziju. U vecine zdravih osoba, molarni omjer F1%S
prema A varijanti u krvi je priblizno 2 do 3:1. Medutim, ovaj omjer moZze porasti do 8:1 u

bolesnim stanjima zbog inducibilnosti AGP1 (Fournier i sur., 2000; Keser 1 sur., 2021).

1.2.2. Uloga AGP u organizmu

AGP se cCesto opisuje kao transportni protein s imunomodulirajuéim svojstvima.
Bioloska uloga mu nije u potpunosti poznata, iako su dokumentirane razli€ite in vitro i in vivo
aktivnosti, ukljucujuéi protuupalne i imunomodulatorne u¢inke (npr. modulaciju proliferacije
limfocita 1 inhibiciju agregacije trombocita) te prijenos raznolikog niza endogenih (kao Sto su
serotonin, faktor aktivacije trombocita, histamin 1 melatonin) 1 egzogenih liganada (ukljucujuci

lijekove 1 kontaminante) (Bteich, 2019; Taguchi i sur., 2013).

Funkcije AGP-a osiguravaju nespecificnu zastitu od gram-negativnih bakterijskih
infekcija 1 smrtnosti izazvane TNF-om, dok takoder poti¢u protuupalni fenotip M2 monocita
koji moze sprijeciti odgovor na bakterijsku infekciju. AGP inhibira migraciju neutrofila u sepsi,
pridonoseci infekciji. AGP je ukljucen u odbacivanje alografta nakon transplantacije bubrega,
ima antiheparinske ucinke smanjujuc¢i antikoagulaciju krvi i povezan je s veCom incidencijom
ishemijskog moZzdanog udara 1 karotidnih plakova. Stabilizira aktivnost inhibitora aktivatora
plazminogena tipa I, utjecu¢i na trombozu, ali takoder inhibira agregaciju trombocita, nudeci

zaStitu od ishemije/reperfuzijske ozljede sprjecavanjem apoptoze i upale (Sumanth i sur., 2020).

1.2.3. AGP kao biomarker

Jedna potencijalna primjena AGP-a je njegova uporaba kao biomarkera za procjenu
zdravstvenog statusa zivotinja u razvoju lijekova. KoriStenje AGP-a kao specifi¢nog

biomarkera za pracenje i identifikaciju bolesnih Zivotinja i/ili predvidanje potencijalnog



utjecaja subklinicke infekcije na farmakokinetiku/farmakodinamiku lijeka (PK/PD) vrlo je
korisno. Takav alat za probir mogao bi pomoc¢i u optimiziranju odabira Zivotinja to¢nim
identificiranjem zdravih jedinki. PoboljSano prac¢enje zdravlja unutar studije povecalo bi

povjerenje u PK/PD podatke 1 njihovu prediktivnu u¢inkovitost (Boyle i sur., 2021).

Metode koje se koriste u koristenju upalnih biomarkera, poput AGP, ukljucuju razlicite
tehnike za predvidanje rizika, pracenje odgovora na terapiju i prilagodavanje nutritivnih
biomarkera za preciznu interpretaciju. Serum sluzi kao temeljni izvor biomarkera, dok se urin
1 slina pojavljuju kao alternativne biotekucine zbog svoje brze dostupnosti, neinvazivnosti,

minimalnih zahtjeva za obradu uzoraka i smanjenih rizika od bioloske opasnosti.

AGP se Cesto koristi zajedno s C-reaktivnim proteinom (CRP) za odredivanje vremena
i ozbiljnosti infekcija koje utjecu na biomarkere mikronutrijenata. Svjetska zdravstvena
organizacija preporucuje mjerenje AGP-a i CRP-a za prilagodbu i tumacenje biomarkera
vitamina A 1 Zeljeza u istraZivanjima i opseznim anketama. AGP je takoder dio prognosti¢kog
inflamatornog nutricionistickog indeksa, predvidaju¢i komplikacije, gubitak tjelesne tezine i

smrtnost nakon operacije za karcinome probavnog sustava.

Razine AGP-a u serumu obi¢no se kre¢u od 0,4 do 1,2 mg/mL, ali mogu dose¢i i do 3
mg/mL. AGP raste sporije 1 ostaje poviSen dulje nego CRP, §to ga €ini korisnim za procjenu
kroni¢ne upale. Grani¢na vrijednost AGP-a od 1,0 mg/mL obi¢no se koristi za podeSavanje
biomarkera nutritivnog statusa, iako regresijski pristupi mogu koristiti kontinuirane varijable
za biomarkere upale (Gannon i sur., 2019). Promijenjene razine AGP proteina povezane su s
razli¢itim stanjima, ukljuuju¢i rak pluéa 1 dojke te maligni mezoteliom. Povecanje
koncentracije AGP-a moze smanjiti nuspojave poput upale putem negativne povratne sprege.
PoviSene koncentracije povezane su s ekspresijom ORMI1 i ORM?2 genskih varijanti AGP-a;
medutim, udjeli svake varijante ne moraju se nuzno razlikovati od onih kod zdrave osobe. U
bolesnika s rakom dojke, razine AGP-a u plazmi rastu s progresijom bolesti, ali se normaliziraju
nakon lijeCenja tamoksifenom, Sto ukazuje na vezu izmedu odgovora akutne faze (APR)

opcenito (posebno s razinama AGP-a) 1 prognoze raka dojke i razina AGP-a (Smith i sur., 2012).

Dok koncentracija AGP-a sama po sebi nije dijagnosticka, promjene u glikozilaciji
AGP-a (mikroheterogenost) bi potencijalno mogle posluziti kao marker bolesti. Promjene u
glikoformama AGP-a, ukljucujuéi varijacije u njihovim antenskim strukturama, razinama al,3-
fukozilacije ili obrascima sijalinizacije, opaZene su u razli¢itim patoloskim i fizioloSkim

stanjima. PoviSene razine bi-antenarnih 1 al,3-fukoziliranih N-glikanskih struktura
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dokumentirane su kod pojedinaca pogodenih upalom, reumatoidnim artritisom, rakom i
dijabetes melitusom. Suprotno tome, tijekom trudnoce i lijeCenja estrogenom primijeceno je

povecanje visoko razgranatih N-glikana i smanjenje al,3-fukozilacije (Higai i sur., 2005).

Virag i sur., (2021) razvili su i optimizirali HILIC-MS/MS (engl. hydrophilic interaction
liquid chromatography — tandem mass spectrometry) metodu za karakterizaciju obiljezenih N-
glikana otpustenih s AGP-a u ljudskom serumu. Pokazali su da su promjene u sastavu glikana
AGP-au ljudskom serumu znacajne za dijagnosticiranje malignog melanoma, a razlike izmedu
zdravih 1 kancerogenih skupina primarno su vidljive u regulaciji fukoziliranih izomera glikana
1 smanjenoj regulaciji njihovih nefukoziliranih parova kod kancerogenih skupina. Dodatno,
pomaci u omjerima odredenih izomera ukazuju na poveéani stupanj povezivanja a-2,6
sijalinske kiseline u nekim strukturama glikana. Keser 1 sur., (2021) predstavili su ekonomi¢nu
metodu za LC-MS (engl. liquid chromatography — mass spectrometry) analizu N-glikozilacije
AGP visokog protoka i specificnu za mjesto glikozilacije na razini glikopeptida koju su testirali
na populaciji koja ukljucuje osobe s povecanim rizikom od razvoja dijabetesa tipa 2. Pojedinci
s veéim rizikom od dijabetesa pokazali su povecano grananje AGP N-glikana i niZu
sijalinizaciju na nekim glikozilacijskim mjestima u usporedbi s kontrolama. Opazeno relativno
smanjenje sijalinizacije u AGP glikanima moglo bi biti specifi¢no za predispoziciju za dijabetes
tipa 2. Tijardovi¢ 1 sur., (2022) analizirali su N-glikozilaciju AGP-a kod osoba s dijagnozom
dijabetesa zrele dobi kod mladih uzrokovanom varijantama HNF1A, tj. HNF1A-MODY (engl.
Maturity-Onset Diabetes of the Young caused by HNFIA variants). U usporedbi s drugim
podtipovima dijabetesa, analiza je otkrila znafajno smanjenje fukozilacije. Pacijenti s
varijantama koje uzrokuju bolest imali su niZe razine fukoziliranih glikopeptida u usporedbi s
onima s benignim ili vjerojatno benignim varijantama. Ovo saznanje omogucuje upotrebu

analize glikopeptida AGP kao dijagnostickog alata za HNF1A-MODY.

Promjene u glikozilaciji AGP-a povezane su s progresijom raka. ViSe razine
sijaliniziranih 1 fukoziliranih AGP glikana nalaze se u hepatocelularnom karcinomu (HCC) 1
cirozi u usporedbi sa zdravim pojedincima, $to potencijalno identificira stadije raka (Choi i sur.,
2020). Profiliranjem masenom spektrometrijom otkriven je jedinstveni trifukozilirani tetra-
antenarni N-glikan AGP-a, pretezno pronaden u bolesnika s HCC-om. Ova nova glikanska
struktura, koja nije primije¢ena u drugim glikoproteinima u serumu, zna¢ajno je povisena u
pacijenata s HCC-om u usporedbi s onima s cirozom, §to ukazuje na njen potencijal kao ranog
biomarkera za HCC (Liang 1 sur., 2019). Visoko fukozilirane AGP glikoforme povezane su s

loSom prognozom nakon operacije, dok niske razine ukazuju na bolju prognozu. PoviSene
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fukozilirane glikoforme opazene su kod raka gusterace i opcenito pacijenata oboljelih od raka,
Sto sugerira da smanjenje ovih formi moze pomo¢i u procjeni kirur§ke prognoze. Sve u svemu,
razine AGP u serumu i promjene glikozilacije klju¢ni su pokazatelji progresije raka (Choi i sur.,

2020).

1.3. LC-ESI-MS

Za proizvodnju 1 analizu kemijskih spojeva klju¢no je razdvajanje spojeva. Tekucinska
kromatografija (LC) jedan je od najceSce koriStenih alata za razdvajanje spojeva razlicite
veli¢ine, od malih organskih spojeva do velikih biomakromolekula. Osnova tekucinske
kromatografije je razdvajanje analita prema njihovim kemijskim i fizikalnim znacajkama zbog
razliCitih interakcija sa stacionarnom i mobilnom fazom (Rusli 1 sur., 2022). LC je prikladna za
analizu spojeva topljivih u teku¢inama jer mobilnu fazu ¢ine tekucine, kao $to su voda, metanol,
acetonitril ili heksan. Silika gel (s dodatkom funkcionalnih skupina) ¢ini stacionarnu fazu.
Kromatografske kolone punjene su mikrometarskim ¢esticama koje se obi¢no sastoje od silicija
ili aluminijevog oksida i kemijski su povezane s polarnim (hidrofilnim) ili nepolarnim
(hidrofobnim) funkcionalnim skupinama. Tekucinska kromatografija u kojoj je stacionarna faza
polarna naziva se kromatografija normalne faze, dok je ona gdje je stacionarna faza nepolarna

kromatografija reverzne faze (Yamamoto, 2023).

Masena spektrometrija (MS) je analiti¢ka metoda u kojoj dolazi do pretvorbe molekule
analita u nabijeno (ionizirano) stanje, nakon ¢ega slijedi analiza tih iona 1 svih fragmenata iona
proizvedenih tijekom ionizacije (Pitt, 2009). Podaci masene spektrometrije obicno se izraZzavaju
u jedinicama omjera mase i naboja ili m/z, gdje m predstavlja molekulsku masu iona (u
daltonima), a z oznacava broj naboja prisutnih na izmjerenoj molekuli. Masena spektrometrija
vrlo je mo¢na tehnika koja se koristi za kvalitativnu 1 kvantitativnu identifikaciju Sirokog
spektra klinicki relevantnih analita. U kombinaciji s plinskom ili tekuéinskom
kromatografijom, maseni spektrometri prosSiruju analiticke moguénosti na razli¢ite klini¢ke

primjene (Garg i Zubair, 2023).

Maseni spektrometar uvijek sadrzi sljede¢e elemente: ulaz za uzorak koji se analizira,
izvor ionizacije za proizvodnju iona iz uzorka, jedan ili vie analizatora mase za odvajanje iona,
detektor za kvantificiranje iona koji izlaze iz posljednjeg analizatora te sustav za obradu
podataka pomocu kojeg se dobiva maseni spektar (Hoffmann 1 Stroobant, 2007). Pomocu

ulaznog sustava uvodi se mikro koli¢ina uzorka u izvor iona. Tamo se zbog bombardiranja
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elektronima, fotonima, ionima ili molekulama, komponente uzorka pretvaraju u plinovite ione.
Izvor ionizacije u atomskoj masenoj spektrometriji nalazi se izvan evakuiranog podrucja, a
postize se primjenom toplinske ili elektricne energije. lonizacija rezultira stvaranjem struje
pozitivnih ili negativnih plinovitih iona. Nastali ioni ubrzavaju se u analizator mase, a analizator
ih zatim razdvaja na temelju njihovih omjera mase 1 naboja. Ioni odredenih m/z vrijednosti
potom se skupljaju i pretvaraju u elektri¢ni signal pomocu ionskog pretvaraca. Na kraju, sustav
za obradu podataka obraduje rezultate za generiranje masenog spektra. Ova obrada moze
ukljucivati usporedbu dobivenih spektara s poznatim spektrima, tabeliranje rezultata i

pohranjivanje podataka za daljnju analizu (Skoog, 2014).

Razdvajanje iona na temelju omjera njihove mase i naboja moze biti bazirano na
razli¢itim principima. Tako postoji raznolikost masenih analizatora. Svi analizatori koriste
staticko, dinamicko elektricno ili magnetsko polje koje moze biti samostalno ili kombinirano.
Osnovna razlika medu analizatorima je nacin na koji se takva polja koriste za postizanje
odvajanja. Analizatori se mogu opéenito kategorizirati u dva razreda na temelju razlicitih

svojstava.

Skeniraju¢i analizatori sekvencijalno odasilju ione razlicitth masa duz vremenskog
perioda. To su ili sektorski analizatori s magnetnim i elektriénim poljem ili kvadrupolni
instrumenti (Hoffmann i1 Stroobant, 2007). U analizatoru magnetskog sektora odvajanje se
dogada otklonom u magnetskom polju, a njihov put je odreden njihovim omjerom mase i naboja
(m/z). Magnetsko polje se postupno prilagodava kako bi se ioni razli¢itih m/z vrijednosti
uskladili s detektorom. U masenom spektrometru s dvostrukim fokusom, elektricni sektor
prethodi magnetskom sektoru. Elektrostatsko polje koncentrira snop iona s uskim rasponom
kinetickih energija na prorez koji vodi do magnetskog sektora, omogucujuéi analizu visoke
razlucivosti. Kvadrupolni analizator mase ima cetiri cilindricne elektrode koje funkcioniraju
kao filteri mase koji omogucuju prolaz ionima specificnog omjera mase i1 naboja. Gibanjem
iona unutar elektricnog polja dolazi do odvajanja. Elektrode jedna nasuprot drugoj spojene su
na istosmjerni i radiofrekventni napon, a jedan par elektroda ima pozitivni, dok drugi ima
negativni naboj. PodeSavanjem napona, ioni s odredenim omjerom m/z prolaze kroz analizator
do pretvarata. Maseni spektri dobiveni su skeniranjem napona elektrode. Kvadrupolni
analizatori nude visoku propusnost, ali nizu razlucivost, obi¢no oko jedinice mase (1 Da),
prikladni za mnoge primjene elementarne masene spektrometrije ili kada se koriste kao

detektori za molekule odvojene kromatografijom (Cindri¢ 1 sur., 2009; Skoog, 2014).
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S druge strane, drugi analizatori dopustaju istodobni prijenos svih iona, kao §to su
disperzivni magnetski analizatori, analizatori mase vremena leta (TOF) i analizatori mase
zarobljenih iona koji odgovaraju instrumentima za ionske zamke, ionsku ciklotronsku
rezonanciju ili orbitrap (Hoffmann i1 Stroobant, 2007). U masenom spektrometru za mjerenje
vremena leta (TOF), ioni sli¢ne kineticke energije brzo se uzorkuju i Salju u podrucje bez polja.
Budu¢i da brzina iona varira obrnuto s masom, ioni s nizim vrijednostima m/z dosezu detektor
brze od onih s viS§im vrijednostima m/z. To omoguéuje sekvencijalno otkrivanje svake m/z
vrijednosti. TOF instrumenti su jednostavni i izdrzljivi, s neogranicenim rasponom mase, ali
imaju ogranic¢enu rezoluciju 1 osjetljivost u usporedbi s drugim analizatorima, Sto ih ¢ini rjedim

(Skoog, 2014).

Q-TOF-MS (engl. quadrupole time-of-flight mass spectrometer) je hibridni maseni
spektrometar koji kombinira kvadrupolnu tehnologiju s TOF (prikazan na Slici 4). Funkcionira
sli¢no kao trostruki kvadrupolni maseni spektrometar, ali zamjenjuje tre¢i kvadrupol s TOF
cijevi. Prvi kvadrupol (Q1) moze djelovati kao filter mase ili propustati sve ione. Drugi
kvadrupol (Q2) sluzi kao kolizijska ¢elija za fragmentaciju iona kroz disocijaciju izazvanu
sudarom ili moze prenositi ione bez fragmentacije. loni se zatim ubrzavaju u ionskom
modulatoru analizatora vremena leta gdje ih pulsira elektri¢no polje. Svi ioni koji su stekli istu
kineticku energiju potom ulaze u ,,let cijev* koja je podrucje drifta bez polja gdje dolazi do
razdvajanja mase jer laksi ioni putuju brze od tezih. Reflektron uredaj ispravlja disperziju
kineticke energije 1 prostorno Sirenje, osiguravajuci da ioni s istim omjerom mase 1 naboja (m/z)
istovremeno dodu do detektora i povecavaju duljinu putanje leta za bolju rezoluciju mase (Allen

1 McWhinney, 2019).

REFLECTRON

ION FLIGHT PATH

ELECTROSPRAY PROBE DRIFT SPACE

QUADRUPOLE MASS FILTER (Q1)
‘ COLLISION GAS

ION OPTICS ION PULSER
ION SOURCE COLLISION CELL (Q2) ION DETECTOR

Slika 4: Shematski prikaz gTOF masenog spektrometra (preuzeto iz Allen i McWhinney (2019))
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Visoka senzitivnost i specificnost masene spektrometrije dovela je do povezivanja ove
tehnike s kromatografskim tehnikama. Prva kombinacija bila je s plinskom kromatografijom
1950-ih. Takva kombinacija je jednostavna jer je uzorak ve¢ u plinovitom stanju, a takvo stanje
je potrebno za analizu na MS. Povezivanje s teku¢inskom kromatografijom zahtjevnije je jer
kako bi se pripremio uzorak plinovite faze za masenu spektrometriju, otopljena tvar otopljena
u otapalu izlaznom iz LC kolone mora pro¢i kroz isparavanje. Medutim, LC otapalo, nakon
isparavanja, proizvodi volumen plina 10 do 1000 puta veci od plina nosaca u GC. Posljedi¢no,
znacajan dio otapala takoder se mora eliminirati. Tako su razvijeni razli¢iti uredaji za rjeSavanje
izazova uklanjanja otapala i suCelja LC kolone (Hoffmann i Stroobant, 2007; Pitt, 2009; Skoog,
2014).

Maseni spektrometar i teku¢inski kromatograf povezani su meduspojem (engl. Interface)
koji ima nekoliko uloga ukljucujuéi isparavanje tekucine, ionizaciju neutralnih molekula i
uvodenje analita u analizator. U meduspoju se dogadaju dva medufazna prijelaza: otparavanje

i desorpcija (Cindri¢ i sur., 2009).

Elektrosprejna ionizacija (ESI) omogucila je spajanje tekucinskih kromatografija s
masenim spektrometrima. ESI koristi elektri¢nu energiju kako bi olakSao prijenos iona iz
otopine u plinovitu fazu prije masene spektrometrijske analize. Omogucuje ionizaciju izravno
iz otopine izvan masenog spektrometra, Sto ih ¢ini kompatibilnima sa svim HPLC (engl. high
performance liquid chromatography) i UPLC (engl. ultra performance liquid chromatography)
sustavima. ESI dobro radi s umjereno polarnim molekulama i stoga je dobro prikladan za
analizu mnogih metabolita, ksenobiotika 1 peptida. Prijenos ionskih vrsta iz otopine u plinovitu
fazu putem ESI ukljucuje tri glavna koraka: disperzija finog spreja nabijenih kapljica, zatim

isparavanje otapala, te na kraju izbacivanje iona iz visoko nabijenih kapljica.

ESI se stvara primjenom jakog elektri¢nog polja, obicno 3—6 kV, na tekucinu koja tece
kroz kapilarnu cijev pri malom protoku (obi¢no 1-10 pl min') pod atmosferskim tlakom. Ovo
elektricno polje inducira nakupljanje naboja na povrsini tekucine, Sto dovodi do stvaranja
visoko nabijenih kapljica. Plin za rasprSivanje (npr. dusik) povecava brzinu protoka uzorka
smicanjem oko eluirane otopine uzorka. Nabijene kapljice, formirane na izlazu vrha
elektrospreja, krecu se niz gradijent tlaka i potencijala prema podrucju analizatora spektrometra
mase. PoviSena temperatura izvora ESI i/ili plin za suSenje duSika kontinuirano smanjuju
veli¢inu kapljice isparavanjem otapala, povecavajuci gusto¢u povrSinskog naboja i smanjujuci

polumjer kapljice. Kada jakost elektri¢nog polja unutar nabijene kapljice dosegne kriticnu
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tocku, ioni na povrsini kapljice izbacuju se u plinovitu fazu (Cindri¢ i sur., 2009; Ho 1 sur.,

2003; Hoffmann i Stroobant, 2007; Pitt, 2009).

1.3.1. Odredivanje zaokupljenosti glikozilacijskog mjesta pomoéu LC-MS metode

Karakteriziranje glikozilacije specificne za mjesto klju¢no je za razumijevanje
patologije 1 napredovanja bolesti, a potencijalno moze pomo¢i u dijagnozi i lijeCenju. Koriste
se razli¢ite metode masene spektrometrije (MS) i strategije analize podataka, koje zahtijevaju
oprez pri odabiru izvora ionizacije, analizatora mase i tehnika detekcije. Glikozilirani oblici se
obi¢no pretvaraju u deglikozilirane oblike za kvantificiranje, a to¢na identifikacija ovih peptida
je klju¢na. Odabir endoproteaze i slijed enzimske hidrolize takoder utjeCu na rezultate. Neke
metode kvantificiraju popunjenost bez tretmana glikozidazom, koriste¢i teSko oznacene interne
standarde s LC-MS analizom. Ova metoda omogucuje istovremenu analizu intaktnih
glikopeptida. Drugi pristup trazi odgovaraju¢e neglikozilirane peptide za mjerenje
popunjenosti. Zauzetost mjesta N-glikozilacije, udio glikoziliranih mjesta, izratunava se ili
usporedbom intenziteta glikoziliranih i neglikoziliranih peptida ili povezivanjem glikoziliranih
oblika specificnih za mjesto s razinama proteina. Masena spektrometrija je najucinkovitiji alat
pristupima obogacivanja i nepristranim metodama kvantifikacije za sveobuhvatno proucavanje

glikozilacije u raznim bolestima.

LC-MS se naSiroko koristi za analize popunjenosti mjesta u sloZzenim ili klinickim
uzorcima. Napredak u LC-MS tehnologijama znacajno je poboljSao kvantifikaciju zauzetosti
mjesta N-glikozilacije, koriste¢i metode oznaCavanja i metode bez oznacavanja (engl. labeling
and label-free methods). Metode oznaCavanja kao §to su SILAC (engl. stable isotope labeling
by amino acids in cell culture), dimetilacija, TMT (engl. tandem mass tags) i iTRAQ (engl.
Isobaric tags for absolute and relative quantification) uvode 'teske' i 'lake' izotope ili izobarne
oznake u razli¢ite uzorke. Kvantitativni rezultati dobiveni su usporedbom zastupljenosti ovih
izotopologa. Metode bez oznacavanja, koje nude jednostavnost u pripremi uzorka, oslanjaju se

ili na spektralno brojanje ili na intenzitet peptidnih iona za kvantificiranje (Zhang i sur., 2017).
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2. ObrazloZenje teme

AGP je izrazito glikoziliran protein Cija je N-glikozilacija promijenjena u mnogim
razli¢itim fizioloSkim i patofizioloskim stanjima. Za razliku od imunoglobulina G, c¢ija
glikozilacija odrazava op¢u imunolosku aktivaciju, promjene glikozilacije AGP-a mogu biti
specificne za bolest, naglasavajuc¢i njegov potencijal za otkrivanje novih biomarkera (Keser i
sur., 2021). Stupanj glikozilacije pojedinog glikozilacijskog mjesta AGP-a dosad je neistrazen.
Poznato je da u razli¢itim bolestima dolazi do promjene u glikozilaciji AGP-a te se postavlja

pitanje dolazi li do promjene i u zauzetosti glikozilacijskih mjesta proteina.

Kako bi se po prvi puta ispitao stupanj glikozilacije AGP-a, u ovom je istrazivanju
koriStena je metoda u kojoj se AGP obogacuje talozenjem ,,seromukoidne* frakcije iz dobivenih
uzoraka ljudske plazme, nakon cega slijedi redukcija i alkilacija. Za odredivanje zauzetosti
mjesta glikozilacije, koriSten je enzim peptid-N-glikozidaza F (PNGaza F) koji uklanja glikane
s proteina, pretvaraju¢i glikozilirani asparagin u asparaginsku kiselinu. Zauzetost se
procjenjivala usporedbom koli¢ine peptida koji sadrze asparaginsku kiselinu s onima koji
sadrze neglikozilirani asparagin. Medutim, spontana kemijska deamidacija asparagina tijekom
pripreme uzorka moze dovesti do netocnosti, budué¢i da se neglikozilirani asparagin moze
pogresno identificirati kao deglikozilirani asparagin (Zhu 1 sur., 2014), stoga su se u ovom
istrazivanju uzorci podijelili u 4 grupe. U prvu skupinu dodala se PNGaza F te nakon toga je
slijedila tripsinizacija. U drugoj skupini prvo se izvrsila tripsinizacija, a onda dodala PNGaza
F. U trecu 1 Cetvrtu skupinu umjesto PNGaze dodala se voda (u tre¢oj prije, a u ¢etvrtoj nakon
tripsinizacije) te one predstavljaju kontrolne uzorke u kojima ne dolazi do cijepanja glikana
pomo¢u PNGaze. Nakon dodatka enzima ili vode glikopeptidi su se obogatili pomocu
ekstrakcije na Cvrstoj fazi uz CI18 cCestice na polipropilenskoj filtarskoj ploci. Dobiveni
glikopeptidi analizirali su se obrnuto faznom kromatografijom na UPLC uredaju koji je bio
spregnut s elektrosprej ionizatorom i qTOF masenim spektrometrom. U svakom uzorku
analizirani su glikopeptidi, peptidi 1 deamidirani peptidi te se izraCunao postotak stupnja
glikozilacije svakog glikozilacijskog mjesta. Postotak neglikoziliranih peptida dobio se iz
omjera zbroja nedeamidiranih i deamidiranih peptida kontrole te zbroja nedeamidiranih i

deamidiranih peptida uzorka s dodanom PNGazom F.
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3. Materijali i metode

3.1. Uzorci

KoriSteni su uzorci pomijeSane krvne plazme dobivene od velikog broja ispitanika iz

prijasnje populacijske studije.

3.2. Materijali

Tablica 1. Anorganske kemikalije

Kemikalija Proizvodac

70% Perklorna kiselina Merck
Fosfotungisti¢na kiselina Sigma-Aldrich
35% Klorovodic¢na kiselina (HCI) VWR International
10M Natrijev hidroksid (NaOH) Sigma-Aldrich

2M Amonijev bikarbonat (NHsHCO:3) Acros Organics

Tablica 2. Organske kemikalije

Kemikalija Proizvodac
Acetonitril (ACN) VWR International
Chromabond® C18 kuglice Macherey-Nagel
Ditiotrietol (DTT) Sigma-Aldrich
Jodoacetamid Sigma-Aldrich
50mM Octena kiselina Promega

1,5% RapiGest SF surfaktant Waters

0,1% Trifluorooctena kiselina (TFA) Sigma-Aldrich

Tablica 3. Enzimi

Enzim Proizvodag

TPCK-tretirani tripsin Promega
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PNGaza F

Promega

Tablica 4. Pripremljene otopine i suspenzije

Otopine i suspenzije

Priprema

0,75M Perklorna kiselina

Za 10mL otopine: potrebno je dodati 647uL
70% perklorne kiseline i ostatak (9353uL)
vode

2% Fosfotungisti¢na kiselina u 2N HCl

Za 1mL otopine: potrebno je dodati 0,029
fosfotungisti¢ne kiseline, 177uL 35% HCl-a
i ostatak (823uL) vode

1M HCI

Za 1mL otopine: potrebno je dodati 88uL
35% HCl-a i ostatak (912uL) vode

0,1N NaOH

Za 10mL otopine: potrebno je dodati 100uL
10N NaOH i ostatak (9900uL) vode

30mM NH4HCO3

Za 1mL otopine: potrebno je dodati 15uL
2M NHsHCOz3 i ostatak (985uL) vode

15% RapiGest u 30mM NHsHCO3

Za ~ 0.670 mL otopine: potrebno je dodati
657uL 30mM NH4HCO3 u 10ug RapiGest-a

koji se nalazi u originalnoj bocici

200mM DTT

Za 0,5mL otopine: potrebno je dodati
0,0154g DTT-a u 0,5mL vode

60mM DTT

Za 1mL otopine: potrebno je dodati 300uL
200mM DTT-a i ostatak (700uL) vode

160mM Jodoacetamid

Za 1mL otopine: potrebno je dodati 0,02969
jodoacetamida u 1mL vode

4.0 pg/uL Otopina tripsina

Za 0.25mL otopine: 1mg tripsina otopi se u
0.25mL 50mM octene kiseline

2,0pg/uL Otopina tripsina

Za 0,2 mL otpine: u 100 pL otopine
koncentracije 4,0 ng/uLL dodaje se 100 uL.

vode

0,4pg/uL Otopina tripsina

Za 1mL otopine: u 100 pL 4.0 pg/uL

otopine tripsina dodaje se 900 puL vode
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0,08pg/uL Otopina tripsina

Za 0,5 mL otpine: u 100 pL otopine
koncentracije 0,4 pg/uL dodaje se 400 puL

vode

0,1% TFA

Za 1000ml otopine potrebno je dodati 1ml
TFA u 1000ml vode

50mg/mL Suspenzija Chromabond® C18
kuglica u 80% ACN + 0,1% TFA

Za 10mL suspenzije: potrebno je dodati
0,5g Chromabond® C18 kuglica u 10mL
0,1% TFA

90% ACN

Za 1000ml otopine potrebno je dodati
100ml vode u 900ml ACN-a

95% ACN

Za 1000ml otopine potrebno je dodati 50ml
vode u 950ml ACN-a

80% ACN + 0,1% TFA

Za 1000ml otopine potrebno je dodati
800ml vode u 200ml ACN-a i 1ml TFA

3.3. Oprema

Tablica 5. Laboratorijska oprema i pribor

Oprema i pribor

Proizvodaé

PCR plocice u formatu s 96 jazZica

Thermo Scientific

Jouan CT centrifuga

Thermo Scientific

Polipropilenska filter plocica s 96 jaZica

Orochem

Vakuumska pumpa

Millipore Corporation

SpeedVac vakuumski koncentrat

Thermo Scientific

spektrometar

Vaga Ohaus
Mikropipete Mettler-Toledo Rainin
ACQUITY H-class UPLC sustav Waters
Synapt G2-Si ESI-gTOF maseni Waters
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Acclaim PepMap100 C8 (5 mmx*300 um

i.d.) pretkolona Waters

ACQUITY UPLC BEH C18 kolona, 130A,

1.7 um, 2,1 mm X 150 mm Advanced Materials Technology

3.4. Metode

3.4.1. Obogaclivanje AGP talozenjem

AGP se obogajuce talozenjem ,,seromukoidne* frakcije iz dobivenih uzoraka ljudske
plazme. U PCR ploci s 96 jazZica potrebno je pomijesati 80 pl 0.75 M perklorne kiseline po
jazici s 20 pl uzorka plazme kako bi se dobilo 0.6 M perklorne kiseline. Nakon toga uzorci se
centrifugiraju 10 minuta na 2250g pri temperaturi od 5°C. Supernatant se prebaci na novu PCR
plo¢u pomoc¢u 3D printanih adaptera, nakon ¢ega se ponovo centrifugira malom brzinom na
15g u trajanju od 30 sekundi. Zatim se supernatantima dodaje 1/10 volumena (9 pL) 2%
fosfotungisticne kiseline u 2M HCI i ponovo centrifugira 10 minuta na 2250g na 5°C.
Supernatanti se odbacuju, a talog koji je sadrZzavao oboga¢eni AGP topi se s 30 ul 0,1 M NaOH

dok otopina ne postane bistra.

3.4.2. Redukcija, alkilacija i digestija tripsinom

Solubiliziranim precipitatima dodaje se 2.5 pL. 1,5% RapiGest SF surfaktanta u 30 mM
amonijevog bikarbonata pa se uzorci inkubiraju 5 minuta u pec¢nici pri 60°C. Zatim se dodaje 5
ul 60 mM ditiotreitola (DTT) koji sluzi kao reducirajuce sredstvo. Potom se plo¢a inkubira 30
minuta na 60°C, a nakon hladenja na sobnoj temperaturi uzorcima se dodaje 5 pul 160 mM
jodoacetamida. Jodoacetamid djeluje kao alkilirajuce sredstvo te se nakon njegovog dodavanja
uzorci ponovno inkubiraju, ovog puta u mraku uz mijeSanje na tresilici, 30 minuta. Zatim se
dodaje 1 pl 200 mM DTT kako bi se ugasio viSak jodoacetamida, a 2 pl 1 M amonijevog
bikarbonata dodaje se kako bi se postavio odgovaraju¢i pH za digestiju enzimima. Nakon toga
ukupno 16 uzoraka podijeljeno je u 4 grupe po 4 uzorka (prikazano u Tablici 6). U prvu skupinu
se prvo stavlja 4 ul PNGaze F i ostavlja se inkubirati preko no¢i na 37°C kako bi se oslobodili
glikani. Idu¢eg dana se uzorcima dodaje 2 pl 0,4 pg/pl tripsina tretiranog TPCK (engl. N-tosyl-
L-phenylalanine chloromethyl ketone) u 50 mM octene kiseline te tako zapocinje tripsinizacija
preko no¢i na 37°C. U drugu skupinu uzoraka dodaje se na isti nacin tripsin 1 PNGaza F, ali
obrnutim redoslijedom. U trecoj i Cetvrtoj skupini uzoraka umjesto PNGaze F se dodaje voda

(to ¢e biti kontrolni uzorci) - u tre¢oj skupini prije tripsinizacije, a u cetvrtoj nakon
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tripsinizacije. Nakon enzima, dodaje se 3 ul 1 M HCI u uzorke i 4 pul HCI u slijepe probe.
Inkubiraju se na 37°C tijekom 45 minuta, kako bi se postigao pH = 2 potreban za razgradnju

surfaktanta RapiGest SF koji bi mogao ometati daljnju analizu.

Tablica 6. Raspored uzoraka

SKUPINA 1 SKUPINA 2 SKUPINA 3 SKUPINA 4
Uzorak 1 = PNGaza F + tripsin | tripsin + PNGaza F H>O + tripsin tripsin + H.0O
Uzorak 2 = PNGaza F + tripsin | tripsin + PNGaza F H>O + tripsin tripsin + H.0
Uzorak 3 | PNGaza F + tripsin | tripsin + PNGaza F H2O + tripsin tripsin + H.0
Uzorak 4 = PNGaza F + tripsin | tripsin + PNGaza F H2O + tripsin tripsin + H.0O

3.4.3. C18-SPE obogacivanje glikopeptida

Dobiveni glikopeptidi obogacuju se pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi uz C18 Cestice
na polipropilenskoj filtarskoj ploc¢i s 96 jazica. U svaku jaZicu dodaje se 5 mg Chromabond
C18 kuglica u 80% ACN + 0,1% TFA (50 mg/ml suspenzija), tj. 100 uL suspenzije. Otapalo se
zatim uklanja koriStenjem vakuumske pumpe ispod koje se nalaze filter plocice i plocica za
otpad. Jazice se prethodno ispiru dva putas 250 pl 80% ACN + 0,1 % TFA u vodi i uravnotezuju
dvostrukim ispiranjem s 250 pl 0,1 % TFA u vodi. Uzorci se razrjeduju s 450 pl 0,1% TFA u
vodi, stavljaju u jazice i ispiru dva puta s 250 pl 0,1% TFA u vodi. Nakon toga ispod pumpe,
umjesto plocice za otpad, stavlja se PCR plocica. Pro¢is¢eni peptidi eluiraju se s 180 ul 80%
ACN +0,1% TFA u vodi, osuse u SpeedVac vakuumskom koncentratoru i pohrane na -20°C do

analize.

3.4.4. LC-MS analiza

Peptidi su razdvojeni pomoc¢u C18 kolone na instrumentu Acquity H-class tekucinske
kromatografije vrlo visoke uc¢inkovitosti (UPLC) koji se sastoji od kvaternarnog upravitelja
otapala, upravitelja uzorka spregnutim sa Synapt G2-Si ESI-QTOF-MS sustavom. Instrument

je bio pod kontrolom softvera MassLynx v.4.1.

0,1% TFA u vodi je koristen kao otapalo A, a 100% ACN + 0,1% TFA kao otapalo B.
Metoda odvajanja koristila je linearni gradijent od 4-50% otapala B (vol/vol) pri brzini protoka
od 0,4 ml/min u 60-minutnom analitickom ciklusu. Uzorci su drzani na 10°C prije ubrizgavanja,

a temperatura odvajanja bila je 30°C. Volumen injekcije bio je 40 pl.
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Uvjeti MS uredaja postavljeni su kako slijedi: pozitivni ionski mod, kapilarni napon 3 kV,
napon konusa za uzorkovanje 30 V, temperatura izvora 120°C, temperatura desolvatacije
350°C, protok plina desolvatacije 800 I/h. Maseni spektri su snimljeni od 500 do 2500 m/z na

frekvenciji od 1 Hz. Dobiveni kromatogrami i spektri su analizirani pomocu softvera MassLynx
v4.1.
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4. Rezultatii rasprava

Cilj ovog diplomskog rada je odrediti stupanj glikozilacije proteina na 5 glikozilacijskih
mjesta AGP-a. Kako bi se to moglo odrediti, potrebno je znati gdje se pojedino mjesto nalazi,
tj. kojom sekvencom aminokiselina je odredeno te izracunati masu peptida. U Tablici 7
prikazani su podaci pomocu kojih su analizirani kromatogrami i1 spektri dobiveni LC-MS

metodom.

S obzirom na to da su koriSteni uzorci dobiveni mijeSanjem krvne plazme dobivene od
velikog broja ispitanika iz prijasnje populacijske studije, u njima su prisutne razli¢ite varijante
gena AGP-a (oznacene s F1, F2, S 1 A), s mjestima glikozilacije oznaCenim s obzirom na gen
koji kodira odredenu varijantu (ORM1 odnosno AGP-A te ORM?2 odnosno AGP-B i AGP-B').
Za neke glikopeptide ne moze se odrediti specifi¢na varijanta jer imaju jednaku sekvencu na
glikopeptidu dobivenom tripsinizacijom kao i neka druga pa su ta mjesta glikozilacije oznac¢ena

kao skup dvije moguce varijante (razdvojene s ,,/).

Tablica 7. Oznake glikozilacijskih mjesta za odredene AGP varijante, sekvence aminokiselina
koje sadrzi pojedino glikozilacijsko mjesto te masa njihovih peptidnih iona pri ESI ionizaciji,
mase dvostruko nabijenih peptidnih iona (m/2+1), mase deamidiranih jednostruko nabijenih i

dvostruko nabijenih peptidnih iona

Glikozila AGP Sekvenca aminokiselina [M+H]* [M+2H]?>* | Deamidirani | Deamidirani
-cijsko varijanta [M+H]* [M+2H]?
mjesto
Mjesto | ORM1*F1/
LVPVPITNATLDQITGK | 1780,021 890,515 1781,005 891,007
ORM1*F2
ORM1*S/
LVPVPITNATLDR 1408,816 704,912 1409,800 705,404
ORM2*A
Mjesto 11 ORM1/ORM2 | NEEYNK 796,347 398,677 797,331 399,169
Mjesto Il | ORM1/ORM2 | SVQEIQATFFYFTPNK 1919,954 960,481 1920,938 960,973
Mjesto IV | ORM1 QDQCIYNTTYLNVQR 1915,897 958,452 1916,881 958,944
Mjesto V ORM1 ENGTISR 776,390 388,699 777,374 389,191
ORM2 ENGTVSR 762,374 381,691 763,358 382,183

U Tablici 8 su prikazani intenziteti dobiveni analizom LC-MS kromatograma za
glikozilacijsko mjesto broj I AGP varijante ORM1*F1/ORM1*F2. Intenziteti su dobiveni
integracijom monoizotopnog vrska zbrojenog spektra za cjelokupni interval retencijskog
vremena za svaku pojedinacnu masu — pripadajuée retencijsko vrijeme je odredeno

kromatogramom izdvojenog iona (engl. Extracted lon Chromatogram, EIC) za svaku
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pojedina¢nu masu (primjer kromatograma i spektra prikazan je na Slici 5). Na isti nacin su

odredeni intenziteti i za ostala glikozilacijska mjesta.
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Slika 5: A - Primjer EIC kromatograma za uzorak tripsin + PNGaza F 1 na glikozilacijskom mjestu

I ORMI*FI/ORMI*F2. Pik odgovara retencijskom vremenu iona deamidiranog peptida mase 891,007.

B — Sirovi spektar za cjelokupni interval retencijskog vremena istog deamidiranog peptida.

Tablica 8. Intenziteti na mjestu broj [ AGP varijante ORMI1*F1/ORM1*F2

DEAMIDIRANI PEPTID
I_ORM1 GLIKOPEPTID PEPTID [M+2H]**
[M+2H]**

Masa (m/z) 1548,351* 890,515 891,007

H>O + tripsin_1 7477 12760 0

H2O + tripsin_2 3287 4655 0

H:O + tripsin_3 6380 6458 0

H:O + tripsin_4 11370 2236 0
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PNGaza F + tripsin_1 0 0 43200
PNGaza F + tripsin_2 0 0 16780
PNGaza F + tripsin_3 0 0 18080
PNGaza F + tripsin_4 0 3652 33920
tripsin + H20_1 65220 7937 0
tripsin + H20_2 60530 4948 0
tripsin + H20 3 50140 3368 0
tripsin + H20_4 43140 2366 0
tripsin + PNGaza F_1 0 13260 1355000
tripsin + PNGaza F_2 0 3956 1203000
tripsin + PNGaza F_3 0 3042 1118000
tripsin + PNGaza F_4 0 2318 838800

* Masa [M+3H]*" glikopeptida s jednim od najzastupljenijih glikana na tom glikozilacijskom mjestu - NSH6S3
(oznake u formuli glikana predstavljaju monosaharide od kojih se sastoji: N — N-acetilglukozamin, H — heksoza

(manoza i galaktoza), S — sijalinska kiselina)

Kod analize glikozilacijskog mjesta broj I AGP varijante ORM1*F1/ORMI1*F2 u svim
kontrolnim uzorcima (negativnim kontrolama) pronadeni su glikopeptidi $to je ocekivano jer
nije dodana PNGaza koja bi cijepala glikane. Takoder vide se i nedeamidirani peptidi $to znaci
da postoje proteini koji nisu glikozilirani. Nije uocena spontana deamidacija pripadajuceg
peptida. U uzorcima kojima je dodana PNGaza prije dodatka tripsina, doslo je do cijepanja
glikana te se viSe ne vidi vrSak glikoproteina. Takoder nisu uoceni ni nedeamidirani proteini,
osim u Cetvrtom uzorku. Pretpostavka je da proteini nedeamidirani u toj peptidnoj sekvenci
postoje, ali je premali intenzitet da bi se mogli uociti. Uoceni su deamidirani peptidi koji su
nastali deamidacijom deglikoziliranih proteina. U uzorcima u kojima se prvo odvila
tripsinizacija, a potom cijepanje glikana PNGazom jasno se vidi cijepanje glikana, jer se
glikoproteini ne mogu uociti. Vide se i1 nedeamidirani 1 deamidirani peptidi. Intenziteti
nedeamidiranih peptida u kontroli i ispitivanom uzorku su vrlo sli¢ni §to ukazuje da su to uistinu
neglikozilirani peptidi. Postotak deamidiranih peptida moze biti visi zbog spontane deamidacije

asparagina pri pripremi uzorka.

Postotak neglikoziliranih peptida izraCunat je prema Jednadzbi 1. Postotak

glikoziliranih proteina potom se izracuna iz JednadZbe 2.
Jednadzba 1:

NEDEAMIDIRANA NEGATIVNA KONTROLA

+ DEAMIDIRANA NEGATIVNA KONTROLA
NEDEAMIDIRAN DEGLIKOZILIRAN PEPTID

+ DEAMIDIRAN DEGLIKOZILIRAN PEPTID

NEGLIKOZILIRANI PEPTIDI =
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Jednadzba 2:
GLIKOZILIRANI PEPTIDI (%) = (1 - NEGLIKOZILIRANI PEPTIDI) x 100
Pomocu tih jednadzbi dobiju se dva rezultata prikazana u Tablici 9.

Tablica 9. Postotak glikoziliranih peptida na mjestu I ORM1*F1/ORMI*F2

UZORAK GLIKOZILIRANI PEPTIDI (%)
PNGaza + tripsin 75,263
tripsin + PNGaza 99,607

S obzirom na to da je kod uzoraka u kojima se prvo dodaje PNGaza, a potom tripsin, manji
apsolutni intenzitet vrSaka peptida, mozemo zakljuciti da je rezultat dobiven analizom uzoraka
u kojima se prvo dogodila tripsinizacija pa onda dodana PNGaza realniji. AGP je protein
kompleksne strukture i zbog toga je moguce da PNGaza ne moZe lako do¢i do svih
glikozilacijskih mjesta gdje treba cijepati glikane. Nakon tripsinizacije, u kojoj dolazi do
cijepanja aminokiselina u peptidu, PNGaza ima bolji pristup glikanima. Stoga mozemo
zakljuciti da je mjesto I ORMI1*F1/ORMI1*F2 gotovo potpuno glikozilirano, ali ipak ne u

cijelosti.

Intenziteti na glikozilacijskom mjestu broj 1 AGP varijante ORMI*S/ORM2*A

prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10. Intenziteti na mjestu I AGP varijante ORM1*S/ORM?2*A

I_ORM10ORM2 GLIKOPEPTID PEPTID [M+2H]** DEAMIDIRANT PEPTID
[M+2H]*
Masa (m/z) 1424,616* 704,912 705,404
H20 + tripsin_1 6406 0 0
H20 + tripsin_2 2540 0 0
H20 + tripsin_3 6034 0 0
H20 + tripsin_4 14830 0 0
PNGaza F + tripsin_1 0 0 38970
PNGaza F + tripsin_2 0 0 13610
PNGaza F + tripsin_3 0 0 11450
PNGaza F + tripsin_4 0 0 29340
tripsin + H20_1 96540 0 0
tripsin + H20_2 85630 0 0
tripsin + H20_3 71440 0 0
tripsin + H20_4 58910 0 0
tripsin + PNGaza F_1 0 0 2976000
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tripsin + PNGaza F_2 0 0 2743000

tripsin + PNGaza F_3 0 0 2761000

tripsin + PNGaza F 4 0 0 2185000
* Masa [M+3H]*" glikopeptida s jednim od najzastupljenijih glikana na tom glikozilacijskom mjestu - NSH6S3
(oznake u formuli glikana predstavljaju monosaharide od kojih se sastoji: N — N-acetilglukozamin, H — heksoza

(manoza i galaktoza), S — sijalinska kiselina)

Ovdje se u kontrolnim uzorcima vidi samo glikoprotein §to ukazuje na to da ne postoje slobodni
peptidi, tj. glikozilacijsko mjesto je u potpunosti glikozilirano. U uzorcima s PNGazom vide se
samo deamidirani proteini koji su nastali deamidacijom deglikoziliranih proteina. Ovo je

potvrda da je glikozilacijsko mjesto 100%-tno glikozilirano.
Glikozilacijsko mjesto broj dva prikazano je u Tablici 11.

Tablica 11. Intenziteti na mjestu Il AGP varijante ORM1/ORM?2

II_ORM10ORM2 GLIKOPEPTID PEPTID [M+H]* DEAMIDIRANT PEPTID
[M+H]*
Masa (m/z) 1001,717* 796,347 797,331
H20 + tripsin_1 22360 0 0
H20 + tripsin_2 8796 0 0
H20 + tripsin_3 22560 0 0
H20 + tripsin_4 47660 0 0
PNGaza F + tripsin_1 23820 0 2238
PNGaza F + tripsin_2 8782 0 0
PNGaza F + tripsin_3 8969 0 0
PNGaza F + tripsin_4 10740 0 0
tripsin + H20 1 75710 4769 0
tripsin + H20 2 93620 12900 0
tripsin + H20_3 81420 8837 0
tripsin + H20_4 68420 7247 0
tripsin + PNGaza F_1 0 7511 419000
tripsin + PNGaza F_2 10730 5753 312500
tripsin + PNGaza F_3 40670 7889 309800
tripsin + PNGaza F_4 24300 6968 277200

* Masa [M+3H]** glikopeptida s jednim od najzastupljenijih glikana na tom glikozilacijskom mjestu - N4H5S2
(oznake u formuli glikana predstavljaju monosaharide od kojih se sastoji: N — N-acetilglukozamin, H — heksoza

(manoza i galaktoza), S — sijalinska kiselina)

U ovim uzorcima svugdje se vide glikopeptidi. To znaci da nigdje nije doSlo do cijepanja
glikana, ni kod dodatka PNGaza. S obzirom na to da se kod kontrolnih uzoraka, gdje je prvo

doslo do tripsinizacije, vide nedeamidirani proteini, moZemo zakljuciti da postoje slobodni,
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neglikozilirani proteini te da ovo mjesto nije u potpunosti glikozilirano. Ali posto nije doslo do

cijepanja glikana ne postoji mogucnost racunanja stupnja glikozilacije.
Intenziteti na glikozilacijskom mjestu broj tri prikazani su u Tablici 12.

Tablica 12. Intenziteti na mjestu 111 AGP varijante ORMI1/ORM?2

III_ORM10ORM2 GLIKOPEPTID PEPTID [M+2H]** DEAMIDIRANI PEFTID
[M+2H]?*
Masa (m/z) 1716,706* 960,481 960,973
H20 + tripsin_1 0 0 9298
H20 + tripsin_2 0 0 3839
H20 + tripsin_3 0 0 7475
H20 + tripsin_4 0 0 5301
PNGaza F + tripsin_1 0 0 3188
PNGaza F + tripsin_2 0 0 0
PNGaza F + tripsin_3 0 0 0
PNGaza F + tripsin_4 0 0 3527
tripsin + H20_1 3409 0 0
tripsin + H20_2 13430 0 0
tripsin + H20_3 12100 0 0
tripsin + H20_4 8895 0 0
tripsin + PNGaza F_1 8287 4526 4497
tripsin + PNGaza F_2 7900 3380 4465
tripsin + PNGaza F_3 12050 5582 7384
tripsin + PNGaza F_4 5774 3757 3329

* Masa [M+3H]*" glikopeptida s jednim od najzastupljenijih glikana na tom glikozilacijskom mjestu - N6H7S3
(oznake u formuli glikana predstavljaju monosaharide od kojih se sastoji: N — N-acetilglukozamin, H — heksoza

(manoza i galaktoza), S — sijalinska kiselina)

U uzorcima u kojima se tripsinizacija dogodila nakon dodatka PNGaze/vode, premali je
intenzitet da bi se iSta moglo zakljuciti. Ne vide se glikoproteini u kontrolnim uzorcima, jedino
se vide deamidirani proteini. U trecoj 1 Cetvrtoj skupini uzoraka, iako se vide glikopeptidi i u
uzorcima kojima je dodana PNGaza, moze se pretpostaviti da je ovo mjesto u potpunosti
glikozilirano jer se u kontrolnim uzorcima ne vide nikakvi peptidi, a nakon cijepanja glikana se

vide.
Glikozilacijsko mjesto broj Cetiri prikazano je u Tablici 13.

Tablica 13. Intenziteti na mjestu IV AGP varijante ORM1

DEAMIDIRANI PEPTID
IV_ORM1 GLIKOPEPTID PEPTID [M+2H]?*
[M+2H]?*
Masa (m/z) 1593,643* 958,452 958,944
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H:0 + tripsin_1 18240 0 0
H20 + tripsin_2 15010 0 0
H20 + tripsin_3 13830 0 0
H:0 + tripsin_4 18260 0 0
PNGaza F + tripsin_1 0 0 172500
PNGaza F + tripsin_2 0 0 197500
PNGaza F + tripsin_3 0 0 202100
PNGaza F + tripsin_4 0 0 243700
tripsin + H20_1 24430 0 0
tripsin + H20_2 26670 0 0
tripsin + H20_3 14330 0 0
tripsin + H20_4 13490 0 0
tripsin + PNGaza F_1 0 0 308600
tripsin + PNGaza F_2 0 0 387600
tripsin + PNGaza F_3 0 0 560000
tripsin + PNGaza F 4 0 0 325400

* Masa [M+3H]*" glikopeptida s jednim od najzastupljenijih glikana na tom glikozilacijskom mjestu - NSH6S3
(oznake u formuli glikana predstavljaju monosaharide od kojih se sastoji: N — N-acetilglukozamin, H — heksoza

(manoza i galaktoza), S — sijalinska kiselina)

Na mjestu IV moze se zakljuciti da su svi proteini u potpunosti glikozilirani. Nakon dodatka
PNGaze u obje skupine doslo je do cijepanja glikana te su nakon deglikozilacije uoceni samo

deamidirani peptidi.

Intenzitetu na glikozilacijskom mjestu broj pet AGP varijantt ORM1 1 ORM2 prikazani

su u Tablicama 141 15.

Tablica 14. Intenziteti na mjestu V kodiranom AGP varijante ORM1

V_ORM1 GLIKOPEPTID PEPTID [M+H]* DEAMIDIRANT PEPTID
[M+H]*
Masa (m/z) 1432,550* 776,390 777,374
H20 + tripsin_1 16810 0 0
H20 + tripsin_2 19470 0 0
H20 + tripsin_3 13940 0 0
H>O + tripsin_4 22710 0 0
PNGaza F + tripsin_1 15970 0 49560
PNGaza F + tripsin_2 21900 0 26820
PNGaza F + tripsin_3 14300 0 35890
PNGaza F + tripsin_4 10130 0 65420
tripsin + H20_1 19740 0 0
tripsin + H20_2 24410 0 0
tripsin + H20_3 17650 0 0
tripsin + H20_4 17880 0 0
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tripsin + PNGaza F_1 0 0 547500
tripsin + PNGaza F_2 0 0 440900
tripsin + PNGaza F_3 0 0 603600
tripsin + PNGaza F_4 0 0 483000

* Masa [M+3H]*" glikopeptida s jednim od najzastupljenijih glikana na tom glikozilacijskom mjestu - N6H7S4
(oznake u formuli glikana predstavljaju monosaharide od kojih se sastoji: N — N-acetilglukozamin, H — heksoza

(manoza i galaktoza), S — sijalinska kiselina)

Tablica 15. Intenziteti na mjestu VAGP varijante ORM?2

V_ORM2 GLIKOPEPTID PEPTID [M+H]* DEAMIDIRANT PEFTID
[M+H]*
Masa (m/z) 1476,564* 762,374 763,358
H20 + tripsin_1 2731 0 0
H20 + tripsin_2 3090 0 0
H20 + tripsin_3 2710 0 0
H20 + tripsin_4 5548 0 0
PNGaza F + tripsin_1 4380 0 11440
PNGaza F + tripsin_2 5605 0 7271
PNGaza F + tripsin_3 3690 0 6646
PNGaza F + tripsin_4 2319 0 12500
tripsin + H20_1 5450 0 0
tripsin + H20_2 5898 0 0
tripsin + H20_3 5118 0 0
tripsin + H20_4 4654 0 0
tripsin + PNGaza F_1 0 0 125600
tripsin + PNGaza F_2 0 0 85420
tripsin + PNGaza F_3 0 0 121000
tripsin + PNGaza F_4 0 0 76310

* Masa [M+3H]*" glikopeptida s jednim od najzastupljenijih glikana na tom glikozilacijskom mjestu - N6H7S4F1
(oznake u formuli glikana predstavljaju monosaharide od kojih se sastoji: N — N-acetilglukozamin, H — heksoza

(manoza i galaktoza), S — sijalinska kiselina, F — fukoza)

Na mjestu V AGP varijante ORM1 1 ORM2 u skupini u kojoj je dodana PNGaza prije
tripsinizacije nije doslo do potpunog cijepanja glikana, ali se vide samo deamidirani proteini te
mozemo zakljuciti da je to mjesto u potpunosti glikozilirano. U skupini u kojoj je prvo
provedena tripsinizacija doslo je do potpunog cijepanja glikana te se jasno vide intenziteti

deamidiranih proteina §to nam potvrduje da je ovo mjesto 100%-tno glikozilirano.
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5. Zakljudak

Cilj ovog rada bio je ispitati stupanj glikoziliranosti pojedinih glikozilacijskih mjesta AGP-
a. Koristenom metodom pomoc¢u enzima PNGaze i tripsina te analize LC-ESI-MS-om po prvi
puta je uspjesno odreden stupanj glikozilacije za vec¢inu glikozilacijskih mjesta AGP-a. Mjesta
I ORMI1*S/ORM2*A, IV_ORMI1, V. ORMI i V. ORM2 u potpunosti su glikozilirana.
[ ORM1*F1/ORM1*F2 nije u potpunosti, nego otprilike 99%. II ORM1/ORM2 nije u
potpunosti, ali ne moze se zakljuciti u kojem je stupnju jer dobiveni intenziteti su premali za
toCan izracun. Mjesto broj IIl. ORM1/ORM2 nije dalo nikakve rezultate jer su intenziteti vrSaka
peptida u masenim spektrima bili premali. U budu¢im radovima mogao bi se ispitati stupanj
glikozilacije kod bolesnika oboljelih od Se¢erne bolesti tipa 2, raka i drugih bolesti za kojih se
pretpostavlja da bi se glikozilacija AGP-a mogla koristiti kao biomarker. Promjena u stupnju

glikozilacije potencijalno moze biti dijagnosticki alat za ove bolesti.
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6. Popis kratica, oznaka i simbola

ACN = acetonitril

AGP = alfa-1-kiseli glikoprotein (engl. alpha-1-acid glycoprotein)
AK = aminokiselina

APP = protein akutne faze (engl. acute-phase protein)

Asn = asparagin

CRP = C-reaktivni protein

Dol-P = dolikol-fosfat (engl. dolichol-phosphate)

DTT = ditiotrietol

EIC = kromatogram izdvojenog iona (engl. extracted ion chromatogram)

ER = endoplazmatski retikulum

ESI = elektrosprejna ionizacija

Fuc = fukoza (engl. fucose)

GA = Golgijev aparat

Gal = galaktoza

GalNAc = N-acetilgalaktozamin

GALNT = GalNAc transferaza

GBP = proteini koji vezu glikane (engl. glycan-binding proteins)
Glc = glukoza (engl. glucose)

GlcA = glukuronska kiselina (engl. glucuronic acid)

GlcNAc = N-acetilglukozamin (engl. N-acetylglucosamine)

GPI = glikozilfosfatidilinozitol (engl. glycosylphosphatidylinositol)
HCC = hepatocelularni karcinom (engl. hepatocellular carcinoma)

HCI = klorovodic¢na kiselina (engl. Aydrochloric acid)
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HILIC-MS/MS = tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama -
tandemna spektrometrija masa (engl. hydrophilic interaction liquid chromatography - tandem

mass spectrometry)

HNF1A-MODY = dijabetes zrele dobi kod mladih uzrokovan varijantama HNF1A (engl.
maturity-onset diabetes of the young caused by HNF 1A variants)

HPLC = tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid
chromatography)

IdA = iduronska kiselina (engl. iduronic acid)
IgA1 = imunoglobulin A1
IL-1pB = interleukin-13

iTRAQ = izobarne oznake za apsolutnu i relativnu kvantifikaciju (engl. isobaric tags for

absolute and relative quantification)
LC = teku¢inska kromatografija (engl. liguid chromatography)

LC-MS = tekucinska kromatografija - masena spektrometrija (engl. liquid chromatography —

mass spectrometry)

Man = manoza

MS = masena spektrometrija

NaOH = natrijev hidroksid

NH4HCO3 = amonijev bikarbonat

ORM = orosomukoid

PK/PD = farmakokinetika/farmakodinamika (engl. pharmacokinetics/pharmacodynamics)
PNGaza F = peptid-N-glikozidaza F

Pro = prolin

PTM = posttranslacijske modifikacije

Q-TOF-MS = maseni spektrometar s hibridom kvadrupola i analizatora koji mjeri vrijeme leta

(engl. quadrupole time-of-flight mass spectrometer)
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RA = retinska kiselina (engl. retinoic acid)

RNA = ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)
Ser = serin

SiA = sijalinska kiselina (engl. sialic acid)

SILAC = oznacavanje stabilnog izotopa aminokiselinama u stani¢noj kulturi (engl. stable

isotope labeling by amino acids in cell culture)

sLeX = sijalil LewisovX epitop

TFA = trifluorooctena kiselina (engl. trifluoroacetic acid)

Thr = treonin (engl. threonine)

TMT = oznaka tandemskim masenim tagom (engl. tandem mass tags)
TNF-a = faktor nekroze tumora-alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)
TOF = vrijeme leta (engl. time-of-flight)

TPCK = N-tosil-L-fenilalanin klorometil keton (engl. N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl

ketone)

UPLC = tekucinska kromatografija vrlo visoke u¢inkovitosti (engl. ultra performance liquid

chromatography)

Xyl = ksiloza (engl. xylose)
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8. Sazetak/summary

SAZETAK

Alfa-1-kiseli glikoprotein (AGP) je jedan od glavnih proteina akutne faze koji se istice
svojom izrazitom glikozilirano$¢u. Sadrzi pet glikozilacijskih mjesta na kojima su povezani
strukturno raznoliki N-glikani kompleksnog tipa. Bioloska uloga mu nije u potpunosti
poznata, ali ukljucuje razli¢ite protuupalne i imunomodulatorne ucinke te prijenos raznolikog
niza endogenih i egzogenih liganada. Koncentracija AGP se mijenja u razli¢itim akutnim i
kroni¢nim stanjima, a promjene u glikoformama AGP-a, ukljucuju¢i varijacije u njthovim
antenskim strukturama, razinama al,3-fukozilacije ili obrascima sijalinizacije, opazene su u

razli¢itim patoloskim i fizioloskim stanjima (npr. diabetes mellitus tipa II i rak).

Poznato je da u razli¢itim bolestima dolazi do promjene u obrascima glikozilacije AGP-a
te se postavlja pitanje dolazi li do promjene i u zauzetosti glikozilacijskih mjesta proteina. U
ovom radu po prvi puta se ispituje stupanj glikozilacije AGP-a. AGP je obogacen talozenjem
"seromukoidne" frakcije iz uzoraka ljudske plazme, nakon ¢ega je uslijedila redukcija i
alkilacija. Zauzetost glikozilacije odredena je uporabom PNGaze F, koja uklanja glikane s
proteina pri ¢emu se glikozilirani asparagin pretvara u asparaginsku kiselinu. Uzorci su
podijeljeni u Cetiri skupine: PNGaza F dodana prije tripsinizacije, PNGaza F dodana nakon
tripsinizacije, voda dodana prije tripsinizacije (kontrola) 1 voda dodana nakon tripsinizacije
(kontrola). Nakon dodatka enzima ili vode, glikopeptidi su obogacdeni ekstrakcijom ¢vrste faze
1 analizirani kromatografijom reverzne faze spregnutom s qTOF masenim spektrometrom.
Postotak neglikoziliranih peptida dobio se iz omjera zbroja nedeamidiranih 1 deamidiranih
peptida kontrole te zbroja nedeamidiranih i deamidiranih peptida uzorka s dodanom

PNGazom F.

Dokazana je potpuna glikozilacija triju mjesta (I ORM1*S/ORM2*A, IV_ORMI,
V_ORMI1 1 V_ORM2), djelomicna, ali visoka glikoziliranost | ORM1*F1/ORMI1*F i
II. ORM1/ORM2, a za mjesto III. ORM1/ORM2 nije bilo moguce odrediti zbog premalog
intenziteta. Ove spoznaje mogu posluZiti za daljnju usporedbu sa stupnjem glikozilacije kod
osoba oboljelih od razlicitih bolesti te bi onda stupanj glikozilacije potencijalno mogao biti

dijagnosticki alat tih bolesti.
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SUMMARY

Alpha-1-acid glycoprotein (AGP) is one of the main acute-phase proteins, which is
extremely glycosylated. It contains five glycosylation sites with structurally diverse N-linked
complex glycans. Its biological role is not fully known, but it includes various anti-
inflammatory and immunomodulatory effects, plus the transfer of a diverse range of
endogenous and exogenous ligands. AGP concentration changes in various acute and chronic
conditions, and changes in AGP glycoforms, including variations in their antenna structures,
levels of al,3-fucosylation or sialinization patterns, have been observed in various

pathological and physiological conditions (e.g. diabetes mellitus type II and cancer).

It is known that in various diseases there is a change in the glycosylation patterns of AGP,
and the question arises whether there is also a change in the occupancy of glycosylation sites
of the protein. In this paper, AGP glycosylation site occupancy is examined for the first time.
AGP was enriched by precipitation of the "seromucoid" fraction from human plasma samples,
followed by reduction and alkylation. Glycosylation occupancy was determined using
PNGase F, which removes glycans from proteins, converting glycosylated asparagine to
aspartic acid. The samples were divided into four groups: PNGase F added before
trypsinization, PNGase F added after trypsinization, water added before trypsinization
(control group), and water added after trypsinization (control group). After addition of
enzymes or water, glycopeptides were enriched by solid phase extraction and analyzed by
reverse phase chromatography coupled to a qTOF mass spectrometer. The percentage of non-
glycosylated peptides was obtained from the ratio of the sum of non-deamidated and
deamidated control peptides and the sum of non-deamidated and deamidated peptides of the

sample with added PNGase F.

Complete glycosylation of three sites (I ORM1*S/ORM2*A, IV_ORMI1, V_ORMI and
V_ORM2), partial glycosylation of | ORM1*F1/ORM1*F and I ORM1/ORM2 was
demonstrated, and site [l ORM1/ORM2 gave no results. These findings can be used for
further comparison with the glycosylation site occupancy in people suffering from various
diseases, and then AGP glycosylation site occupancy could potentially be a diagnostic tool for

these diseases.
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