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SAZETAK

Kolorektalni karcinom drugi je uzro¢nik smrti medu karcinomima, kako u svijetu, tako i u
Hrvatskoj. Najcesce se javlja sporadi¢no, ali moze imati i nasljednu komponentu. Razvoj novih,
specifi¢nijih, u€inkovitijih 1 manje invazivnih metoda za otkrivanje kolorektalnog karcinoma,
unaprijedilo bi dijagnosticke i prognosticke moguénosti u klini¢koj praksi. Prethodna istrazivanja
pokazala su promjene u N-glikozilaciji proteina plazme u kolorektalnom karcinomu. Jedan od
potencijalnih nositelja tih promjena je haptoglobin, protein akutne faze, koji ima Cetiri
glikozilacijska mjesta u svojoj strukturi. Cilj ovog doktorskog rada bio je razviti analiticke metode
za analizu glikozilacije haptoglobina iz seruma ili plazme velikog broja uzoraka na razini
glikopeptida i ukupnih N-glikana. Primarno istrazivanje napravljeno je na 185 uzoraka seruma
ispitanika s kolorektalnim karcinomom i 185 kontrola prikupljenih u biobanci LUMC (engl.
Leiden University Medical Center) u Nizozemskoj. Analiza je napravljena specificno za svako
glikozilacijsko mjesto upotrebom spregnutog sustava tekucinske kromatografije sa
spektrometrijom masa. Validacijsko istrazivanje provedeno je na 224 uzorka plazme ispitanika s
kolorektalnim karcinomom i 269 kontrola. Ovi uzorci prikupljeni su u Klinickom bolnickom
centru Sestre milosrdnice u Zagrebu u Hrvatskoj. Ukupni N-glikom haptoglobina analiziran je na
uzorcima validacijskog istrazivanja metodom tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti
s fluorescentnom detekcijom. Primjenom metode logisticke regresije ispitana je znacajnost
povezanosti promjena u glikozilaciji haptoglobina i stanja kolorektalnog karcinoma. Statistic¢ki
znacajne promjene uocene su u povecanoj razini manje razgranatih glikanskih struktura, ukupnoj
fukozilaciji 1 sijalinizaciji na razini odredenih glikozilacijskih mjesta i ukupnih N-glikana. Iako su
navedene promjene specificne za glikozilacijsko mjesto, rezultati primarnog istrazivanja potvrdeni
su 1 u validacijskom istrazivanju. Promjene u fukozilaciji i sijalinizacji oslikavaju promjene
prethodno objavljene na ukupnim proteinima plazme.

Kljuéne rijeci: kolorektalni karcinom, haptoglobin, N-glikozilacija, teku¢inska kromatografija,

spektrometrija masa



SUMMARY

Introduction: Colorectal cancer is the second leading cause of cancer-related deaths both
worldwide and in Croatia. It most commonly develops through the transformation of an
adenomatous polyp, a process that takes approximately 10 years to progress into cancer. The
diagnosis is performed through histopathological analysis of colon tissue following a colonoscopy.
Currently, carcinoembryonic antigen (CEA) and carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9) are used as
serum tumor markers for colorectal cancer. There is a need for new, more effective, specific, and
less invasive procedures to enhance diagnostics and prognostics, especially if they enable the
detection of cancer in the early stages of the disease.

Increased concentration of acute-phase proteins, along with alterations in protein plasma
glycosylation, a common co- and post-translational modification, were previously described as
characteristics of colorectal cancer. Haptoglobin is an acute phase plasma glycoprotein, mainly
synthesized in hepatocytes. During synthesis in hepatocytes, two chains, the light a and heavy 3
chain, are formed and connected via disulfide bonds. The haptoglobin structure includes two o
chain variants, leading to the distinction of three phenotypes: Hp 1-1, Hp 2-1 and Hp 2-2. On the
other hand, the P chain is the only glycosylated chain in haptoglobin and has four N-glycosylation
sites: Asn 184, Asn 207, Asn 211 and Asn 241.

Protein glycosylation analysis can be performed at the level of whole proteins, glycopeptides or
glycans. Various methodologies are available for studying site-specific protein glycosylation or
glycans enzymatically cleaved from proteins. Here, we developed and applied high-throughput
methods to explore haptoglobin glycosylation in colorectal cancer, aiming to address whether
haptoglobin is one of the carriers of changes in plasma glycosylation in colorectal cancer.
Material and Methods: In this thesis, we developed a high-throughput method for site-specific
analysis of haptoglobin glycosylation using liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS).
Haptoglobin was isolated from serum using Capture Select Haptoglobin Affinity Resin.
Subsequently, it underwent reduction with dithiotreitol and alkylation with iodoacetamide
followed by digestion with trypsin. Tryptic glycopeptides were separated into three clusters
employing gradient analysis and detected on mass spectrometer in the range between 550 m/z and

1800 m/z.



Additionally, a method for haptoglobin N-glycome analysis using ultra-high performance liquid
chromatography with fluorescence detection (UHPLC-FLR) was established. Briefly, haptoglobin
was enriched using a monolithic plate immobilized with anti-haptoglobin. The isolated protein was
denatured at 60 °C for 10 minutes with sodium dodecyl sulfate and after that another detergent,
Igepal CA-630 was added. N-glycans were enzimatically released by PNGaseF, followed by
labeling with procainamide through a reductive amination reaction and subsequently separated
into 28 chromatographic peaks using UHPLC-FLR.

Both methods were optimized for application in a 96-well format. Method for site specific analysis
was applied to the discovery cohort, consisting of 370 participants, 185 colorectal cancer patients
and 185 controls. Samples were obtained from the biobank Leiden University Medical Center in
the Netherlands. Furthermore, haptoglobin N-glycome analysis using UHPLC-FLR was
performed on samples from the validation cohort. The validation included 224 plasma samples
from colorectal cancer patients and 269 controls collected at the Sestre milosrdnice University
Hospital Center in Zagreb, Croatia.

The abundance of glycopeptides within the glycosylation sites and individual chromatographic
peaks were relatively quantified. Glycopeptides per glycosylation site and individual
chromatographic peaks were grouped into derived traits based on their structural similarities.
Logistic regression was used to test for associations of glycopeptide and labeled N-glycan features
with case-control status. Statistical analysis was also performed on derived traits.

Results: Analysis of serum and plasma samples of participants from both cohorts by using
orthogonal analytical methods was additional confirmation that the biological effects measured in
the study originate from differences between colorectal cancer patients and controls and not from
potential technical effects of the method.

The discovery cohort showed some changes specific for each glycosylation site. Fucosylation
within diantennary and triantennary sialylated glycans at Asn 184 was significantly elevated in
CRC patients groups compared to controls, while fucosylation within dinatennary sialylated
glycans on Asn 241 had opposite direction. Analysis of haptoglobin N-glycome reflected
significant change in fucosylation of triantennary sialylated glycans observed at Asn 184.
Furthermore, total fucosylation of haptoglobin N-glycans was also significantly increased.
Increased levels in sialylated triantennary glycans were significant at Asn 184 and Asn 241 in

colorectal cancer and this these findings were replicated in the validation cohort at the level of



haptoglobin N-glycome. Besides that, elevation in low branched glycans observed on Asn 241
were also confirmed in haptoglobin N-glycome analysis.

Conclusions: The development of analytical methods through this study enables efficient and
rapid immunoaffinity isolation and enrichment of haptoglobin from plasma or serum, followed by
site-specific glycosylation analysis and at the level of total haptoglobin N-glycome using LC-MS
and UHPLC-FLR techniques, respectively. These developed methods can be applied in large scale
to study different pathological condition or in population studies.

In this study, observed changes in haptoglobin glycosylation in colorectal cancer were an increase
in low branched glycans, fucosylation and sialylation. The majority of changes observed in the
discovery cohort were replicated in the validation cohort. Increases in fucosylation and sialylation
reflects changes reported previously in total plasma and serum N-glycome.

Keywords: colorectal cancer, haptoglobin, N-glycosylation, liquid chromatography, mass

spectrometry
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1. UVOD



1.1. Kolorektalni karcinom

Prema podatcima iz 2020., kolorektalni karcinom drugi je uzro¢nik smrti medu karcinomima u
svijetu, a samo u toj godini dijagnosticirano je oko dva milijuna novih slucajeva, $to ga ¢ini drugim
najucestalijim oblikom karcinoma kod zena, odmah nakon karcinoma dojke, dok se kod muskaraca
nalazi na tre¢em mjestu nakon karcinoma pluca i prostate (1). Ovi statisticki podatci odrazavaju
se sli¢no 1 u hrvatskoj populaciji, gdje je kolorektalni karcinom takoder na drugom mjestu po
smrtnosti, a na treéem mjestu po broju novih sluc¢ajeva godiSnje (2). Kolorektalni karcinom
najcesce nastaje transformacijom adenomatoznog polipa kojem je potrebno priblizno 10 godina da
se razvije u karcinom (Slika 1) (3). U 80 % slucajeva je sporadi¢an, a u 20 % ima nasljednu
komponentu (4), poput obiteljske adenomatozne polipoze ili nasljednog nepolipoznog
kolorektalnog karcinoma (5). Uz to, pacijenti s Kronovom bolesti i ulceroznim kolitisom imaju

povecan rizik razvoja ovog karcinoma (6).

b o
10 godina B L
ﬁ';'{,i‘[f,’ Kolorektalni |
l crijevo karcinom T
Bez ) —_— Rani Kasni
e .
abnormalnosti Polip adenom °  adenom = Karcinom

e . ——— N~

Slika 1. Razvoj kolorektalnog karcinoma. Kreirano s biorender.com

Lokalizacija adenoma, a poslije i karcinoma, moze biti cijelom duzinom debelog crijeva od
uzlaznog dijela kolona, preko poprecnog, silaznog i sigmoidnog dijela do rektuma i analnog
kanala, kao i slijepog crijeva s crvuljkom (7). Mnogi polipi mogu se pronaci i otkloniti redovitim
pracenjem prije nego nastane karcinom. Preventivni pregledi i programi svakako doprinose
otkrivanju jo$ uvijek nediferenciranog karcinoma kojeg je moguce uspjesnije tretirati 1 izlijeciti
(5). Prema Ameri¢kom drustvu za karcinom, ve¢ nakon 45 godina starosti pozeljno je krenuti s

probirnim testovima i preventivnim pregledima (8).



Dijagnoza se provodi histopatoloSkom analizom tkiva debelog crijeva nakon kolonoskopije. Ova
dijagnosticka metoda veoma je invazivna i nelagodna za pacijenta. Osim kolonoskopije, metode
probiranja i dijagnostike koje se trenutno koriste su 1 test krvi u stolici, kompjuterska tomografija
te fleksibilna sigmoidoskopija. Takoder, trenutacno su u upotrebi karcinoembrionalni antigen
(CEA) 1 karbohidratni antigen 19-9 (CA 19-9) kao serumski tumorski biljezi kolorektalnog
karcinoma. Svi navedeni testovi ili su invazivni poput kolonoskopije ili nisu dovoljno specificni,
tako da postoji potreba za novim, u€inkovitijim, specifi¢nijim i manje invazivnim biljezima koji
¢e unaprijediti dijagnosticke i prognostiCke moguénosti, pogotovo ako omoguée otkrivanje

karcinoma u ranom stadiju bolesti (5,9,10).

Razli¢iti stadiji ove bolesti opisani su ovisno o slojevima tkiva koje je karcinom zahvatio. Prema
AJCC (engl. American Joint Committee on Cancer) klasifikaciji, nulti ili pocetni stadij karcinoma
opisuje stanje kada je zahvacena samo sluznica (lat. tunica mucosa). Rastom karcinoma i u
podsluznicu (lat. tunica submucosa), li ¢ak u misiéni sloj (lat. tunica muscularis), oznacava prvi
stadij. Drugi stadij karakterizira rast karcinoma kroz sve slojeve zida debelog crijeva, sluznicu,
misi¢ni sloj, kao i seroznu ovojnicu (lat. tunica serosa) uz moguce prodiranje u okolno tkivo i
organe. U tre¢em stadiju metastazama su zahvaceni limfni ¢vorovi, ali bez udaljenih metastaza.
Pojava metastaza u udaljenim organima karakterizira Cetvrti stadij (11). Visi stadiji nose sa sobom
1 loSiju prognozu, kao i drugaciji terapijski pristup, koji je takoder ovisan o molekularnim
karakteristikama karcinoma. Tako npr. karcinomi koji eksprimiraju receptor epidermalnog faktora
rasta (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) imaju loSiju prognozu 1 terapija

podrazumijeva primjenu inhibitora ovog faktora rasta (12,13).

1.2. Haptoglobin

Karcinom uglavnom karakterizira pove¢ana koncentracija proteina akutne faze. Jedan od proteina
akutne faze koji pripada i frakciji alfa-2-globulina je haptoglobin (14).

Haptoglobin je glikoprotein koji se sintetizira u hepatocitima, a eksprimiran je u slezeni,
bubrezima, kozi, plu¢ima 1 masnom tkivu, dok se ne eksprimira u zdravom tkivu kolona (15,16).
Sintezu haptoglobina u hepatocitima poticu citokini poput interleukina 11 6 (IL-1, IL-6) te faktora
nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF). Takoder, haptoglobin je, osim u krvi, prisutan

1 u urinu, sinovijalnoj, pleuralnoj i cerebrospinalnoj tekucini te ascitesu. Poluzivot haptoglobina u



serumu 1 plazmi je nesto vise od pet dana. Raspon koncentracija haptoglobina u serumu odraslih
je izmedu 0,3 do 2 mg/mL, dok novorodencad doseze tu koncentraciju u prvih Sest mjeseci zivota.
Razina haptoglobina u serumu i plazmi povecana je u stanjima poput upala, trauma i opekotina, te
kako je prethodno navedeno, u karcinomima. S druge strane, snizene razine opisane su pri
pothranjenosti, eritropoezi, u poremecajima jetre, kao i u kasnoj trudno¢i, te hemolizi, za Sto je

istrazivan kao biljeg (17-19).
1.2.1. Fenotipovi haptoglobina

Gen za haptoglobin nalazi se na kromosomu 16q22 i okarakteriziran je trima strukturnim alelima:
HplF i HplS, dok njihovom fuzijom nastaje Hp2 alel. Razlike u alelima nastaju kao rezultat
duplikacije egzona 3 1 4 pa Hp1 alel ima 5, a Hp2 7 egzona. Iako je haptoglobin prisutan u svim
sisavcima, polimorfizmi su pronadeni samo kod ljudi. Opisana su tri fenotipa haptoglobina Hp 1-
1, Hp 2-2 i Hp 2-1 koja, se razlikuju po svojoj strukturi i funkciji. Distribucija fenotipova razlikuje
se kroz populacije. U Europskoj populaciji najzastupljeniji fenotip je Hp 2-1 (48 %), a slijede ga
Hp 2-2 (36 %) i Hp 1-1 (16 %) (17,18,20).

1.2.2. Struktura haptoglobina

Primarnu strukturu haptoglobina ¢ini 406 aminokiselina. Tijekom sinteze u hepatocitima formiraju
se dva lanca povezana disulfidnim mostovima, laki a i teski  lanac. Primarna struktura lakog o
lanca sadrzi 141 aminokiselinu. Slijed od 38. do 96. aminokiseline moze se javiti jednom (o lanac
molekulske mase 9 kDa) ili dva puta (02 lanac molekulske mase 16 kDa) u primarnoj strukturi o
lanca. Postoje dvije varijante a1 lanca, air 1 ais, koji se razlikuju u 54. aminokiselini, gdje je u
prvom slucaju prisutan lizin, a u drugoj varijanti na tom mjestu nalazi se glutaminska kiselina.

Teski B lanac sastoji se od 243 aminokiseline i ima molekulsku masu 40 kDa (21,22).



Hp 1-1 Hp 2-1 Hp 2-2

Slika 2. Shematski prikaz strukture razlicitih fenotipova haptoglobina. Preuzeto i prilagodeno iz Langlois i
Delanghe, 1996. (17).

Beta lanac dio je strukture svih fenotipova haptoglobina, medutim, Hp 1-1 fenotip haptoglobina
ima samo o1 lance u svojoj strukturi i u obliku je tetramera. Kombinacija o1 1 o2 lanaca
karakteristika je Hp 2-1 fenotipa koji je po strukturi linearni polimer, dok je Hp 2-2 fenotip prisutan

u obliku ciklickih polimera 1 uz  lanac izgraduju ga samo oo lanci (Slika 2) (17,22).

1.2.3. Funkcija haptoglobina

Glavna opisana funkcija haptoglobina je vezanje i uklanjanje slobodnog hemoglobina iz
cirkulacije. Haptoglobin se veze s hemoglobinom u haptoglobin-hemoglobin kompleks i u tom
obliku se hemoglobin uklanja iz cirkulacije. Hemoglobin se uklanja putem retikuloendotelnog
sustava i receptora CD163 eksprimiranog na hepatocitima, Kupfferovim stanicama i makrofazima
(22,23). Ekspresija CD163 povecana je u upalnim stanjima, kao rezultat oslobadanja, primjerice,
IL-1 1 IL-6, dok je njegova ekspresija smanjena pod utjecajem interferona y i IL-4. Svi fenotipovi
haptoglobina imaju isti afinitet, ali razli¢iti kapacitet vezivanja hemoglobina. Razlika, takoder,
postoji 1 u veli¢ini kompleksa kojeg stvaraju. Fenotip Hp 2-2 ima najveci kapacitet za vezanje
hemoglobina jer je i najvedi, ali je njegovo uklanjanje iz cirkulacije sporije u usporedbi s druga
dva fenotipa. To uzrokuje produzenu aktivnost slobodnih radikala u cirkulaciji i povecava
mogucnost promjena nastalih uslijed oksidativnog stresa (24).

Dodatno, haptoglobin inhibira sintezu prostaglandina i na taj nacin ostvaruje svoj protuupalni
ucinak (17). Takoder, opisana je i uloga haptoglobina u angiogenezi koju stimulira putem
signalnog puta vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor,

VEGTF) 1 koja je najizrazenija kod fenotipa Hp 2-2 (24,25).



Osim §to fenotipovi haptoglobina doprinose razlikama u njegovoj funkciji, to se odrazava i na
glikozilaciju, naj¢escu 1 najsloZeniju postratranslacijsku modifikaciju kroz koju haptoglobin

prolazi kao i ve¢ina drugih proteina plazme (21,26).

1.3. Glikozilacija proteina

Glikozilacija je jedna od najceS¢ih kotranslacijskih i1 posttranslacijskih modifikacija koja
predstavlja kontrolirani enzimski proces dodavanja glikana na proteine 1 lipide. Glikani
predstavljaju sekundarne produkte gena, jer za razliku od sinteze proteina, proces nastajanja
glikana nije zapisan u genomu i ovisan je o stanicama i tkivima u kojima se odvija. Poznat je
veoma mali postotak gena ljudskog genoma odgovornih za nastajanje enzima i proteinskih nosaca
ukljucenih u biosintezu glikana (27).

Glikozilacija ima znacajan utjecaj na strukturu, smatanje 1 funkciju proteina. Uz to, interakcija
izmedu proteina na povrsini stanica, kao 1 interakcija 1 prepoznavanje samih stanica odvija se i
preko glikana, jer se upravo na povrSini svake stanice nalazi glikokaliks koji ¢ini gusti sloj glikana

vezanih na glikokonjugate unutar membrane (27,28).

Glikani su izgradeni od monosaharida koji su medusobno povezani glikozidnom vezom. Iako u
prirodi postoji jako veliki broj monosaharida, vecina njih nije dio strukture glikana. Oni koji
najcesce Cine strukturu glikana kraljeznjaka mogu se podijeliti u nekoliko grupa s obzirom na svoju
strukturu, pa tako razlikujemo:
- pentoze, sadrze pet atoma ugljika (npr. ksiloza),
- heksoze, sadrZe Sest atoma ugljika (npr. glukoza, galaktoza),
- heksozamini, heksoze s amino grupom na poziciji dva koja moze biti i acetilirana npr. (V-
acetilglukozamin, N-acetilgalaktozamin),
- 6-deoksi heksoze (npr. fukoza),
- uronske kiseline, heksoze s karboksilnom grupom na poziciji 6 (npr. glukuronska
kiselina),
- monosaharide s devet atoma ugljika (npr. N-acetilneuraminska kiselina, tj. sijalinska
kiselina) (28).
Jedna od karakteristika glikozilacije proteina je mikroheterogenost, tj. jedan protein sintetiziran u

odredenom tipu stanica moze na sebi nositi cijeli raspon razli¢itih glikana, ¢ime analiza



glikozilacije 1 njene regulacije postaje jo§s kompleksnija. Uz najcesce proucavanu N-glikozilaciju,
koja je tema ove doktorske disertacije, opisane su sljedece vrste glikozilacije:

- O-glikozilacija — glikan je vezan za atom kisika hidroksilne skupine serina (Ser) ili treonina
(Thr) preko N-acetilgalaktozamina, iz Cega daljnjim vezanjem monosaharida nastaju
razli¢ite srzne strukture glikana — karakteristi¢no primjerice za mucine,

- C-manozilacija — glikan je vezan preko manoze C-C vezom na triptofan (Trp)
polipeptida,

- glikozilfosfatidilinozitolna sidra — nalaze se u membrani i omogucuju vezanje proteina na
lipide membrane,

- fosfoglikozilacija — glikan je vezan na atom kisika fosfatne skupine fosfoserina,

- te glikozaminoglikani (GAGs) — ponavljaju¢i disaharidi vezani na proteine tzv.

proteoglikani (27,28).
1.3.1. N-glikozilacija

N-glikozilacija podrazumijeva vezanje glikana B-glikozidnom vezom na atom dusika asparagina
(Asn) koji se nalazi u slijedu aminokiselina Asn-X-Ser/Thr, gdje X moze biti bilo koja
aminokiselina osim prolina, uz iznimku da motiv nekad moze biti i s cisteinom (Cys), Asn-X-

Cysred. Veza se ostvaruje preko N-acetilglukozamina.

p2 p2 u_\! :uﬁ
I

£ a3 a6

p4 B4 p4
B4 B4 pa
a6 ‘

Asn Asn Asn
Oligomanozni Kompleksni Hibridni
N-glikan N-glikan N-glikan

. N-acetilglukozamin . Manoza O Galaktoza .N—acﬂilnemi\miuska kiselina ‘Fukcza

Slika 3. Tipovi N-glikana, srzna struktura obiljezena narancastim okvirom. Preuzeto i
prilagodeno iz Varki i sur., 2015. (91).

Uzimajuéi u obzir vrstu i grananje monosaharida koji izgraduju strukturu N-glikana, razlikujemo

3 tipa: oligomanozni, kompleksni i hibridni (Slika 3). Sva tri tipa N-glikana imaju zajednicku srznu
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strukturu koja podrazumijeva slijed od dva N-acetilglukozamina i tri manoze. Oligomanozni tip
dalje izgraduju samo manoze. Kompleksi tip produljuje se tzv. antenama koje nastaju dodavanjem
N-acetilglukozamina na srznu strukturu, a dalje se mogu produljiti dodatkom N-
acetilgalaktozamina, N-acetilneuraminske kiseline i fukoze, koja osim na antenu moze biti vezana
1 na samu srz glikana. Kod ljudi maksimalno mogu biti prisutne Cetiri antene u jednoj glikanskoj

strukturi. Hibridni tip predstavlja kombinaciju dva prethodno opisana tipa (27,28).

1.3.2. Biosinteza N-vezanih glikana

Biosintezu N-glikana mozemo podijeliti u tri faze: stvaranje lipidno-vezanog prekursora
oligosaharida, prijenos oligosaharida na polipeptidni lanac i daljnja obrada oligosaharida. Prve
dvije faze odvijaju se u hrapavom endoplazmatskom retikulumu (ER), a tre¢a u Golgijevom
aparatu (Slika 4).

Pocetni korak prve faze sinteze N-glikana odvija se na citoplazmatskoj strani ER-a i
podrazumijeva vezanje dva N-acetilglukozamina i pet manoza na lipidni nosa¢ dolikol fosfat
katalizom enzima koji kao nukleotidne donore Secera koriste UDP-N-acetilglukozamin 1 GDP-

manozu.
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Slika 4. Biosinteza glikana. Dijelovi slike kreirani sa smart.servier.com koji je licenciran pod Creative Commons
Attribution 3.0 Unported licencom (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).




Nakon toga, proces se nastavlja na strani lumena ER-a, gdje su donori Secera dolikol-vezani Seceri,
dolikol-fosfat-Man i dolikol-fosfat-glukoza. Oni dodaju manoze i glukoze na strukturu do ukupno
devet manoza i tri glukoze. Ova struktura vezana je na dolikol fosfat pirofosfatnom vezom.
Druga faza nastavlja se na strani lumena ER-a i podrazumijeva vezanje nastale strukture na Asn
proteina. Medutim, da bi doSlo do vezanja, potrebno je da Asn bude dio specificnog
aminokiselinskog slijeda unutar primarne strukture proteina, kao i da je pravilno smjeSten u
trodimenzionalnoj strukturi proteina te da se nalazi u odredenom unutarstani¢nom odjeljku. Asn
koji se glikozilira obicno je dio sekretornih ili transmembranskih proteina, a enzimi koji
kataliziraju vezanje dolikol-vezanog glikana na polipeptid jo§ uvijek nesmotanog proteina su
oligosahariltransferaze. Sljede¢i korak ukljucuje procesiranje glikana egzoglikozidazama koje
cijepaju glikane na njithovom nereducirajué¢em kraju. Prvo se uklanja terminalna glukoza uz pomo¢
glukozidaze I, a potom druge dvije glukoze s glukozidazom II. Nakon toga, novosintetizirani
glikoprotein napusta ER 1 daljnja obrada se nastavlja u Golgijevom aparatu.
U trecoj fazi, koja pocinje u cis Golgiju, manozidaze uklanjaju neke ili sve Cetiri manoze iz
strukture glikana. Glikoproteini koji u svojoj strukturi zadrze tih pet ili viSe manoza sadrze
oligomanozni tip glikana. Obrada glikana se dalje nastavlja u medijalnom i trans Golgiju do
kompleksnih 1 hibridnih glikanskih struktura. N-acetilglukozamiltransferaze kataliziraju
dodavanje N-acetilglukozamina na al-3 ruku srzne strukture glikana, dok manozidaze uklanjaju
preostale manoze na al-6 ruci. Nastavak izgradnje strukture glikana odvija se uz katalizu
galaktoziltransferaza i sijaliltransferaza i to u odjeljku trans Golgija. Galaktoziltransferaza veze
galaktozu na N-acetilglukozamin B1-4 vezom, a sijaliltransferaze vezu terminalnu sijalinsku
kiselinu 02-3 ili a2-6 glikozidnom vezom. U ovom procesu takoder se koriste nukleotidni donori
Secera koji nastaju u citoplazmi.
Struktura glikana dalje se moze produljiti dodavanjem:

1) rac¢vajuceg N-acetilglukozamina B1-4 vezom na manozu u srznoj strukturi glikana,

2) dodavanjem srzne ili antenarne fukoze uz pomoc¢ fukoziltransferaza te

3) dodavanjem  ponavljaju¢eg  slijeda  disaharida  galaktoza—N-acetilglukozamin

(polilaktozamin) na jednu od antena glikanske strukture (28).



1.3.3. Glikozilacija haptoglobina

Haptoglobin ima cetiri N-glikozilacijska mjesta koja se nalaze na teSkom f lancu na pozicijama
Asn 184, Asn 207, Asn 211 1 Asn 241. Dosadasnja istrazivanja opisala su samo kompleksni tip
glikana na haptoglobinu (21). lako se fenotipovi haptoglobina prvenstveno razlikuju u o lancima
koji ih grade, i za razliku od B lanca nisu glikozilirani, pokazano je da fenotipovi haptoglobina

mogu imati razli¢it profil glikana (26).

1.4. Glikozilacija u kolorektalnom karcinomu

Glikozilacija se mijenja ovisno o fizioloskim i patoloskim promjenama. Na profil glikana utjecu
vrsta, lokalizacija 1 razina ekspresije dostupnih glikoziltransferaza i1 glikozidaza te njihova
kompeticija za razli¢ite supstrate. Uz to, promjene u pH vrijednosti u ER-u i Golgijevom aparatu,
gdje se odvija biosinteza N-glikana mogu dovesti do promjena u glikozilaciji. Takoder, dostupnost
monosaharida, faktora rasta, nukleotidnih donora Secera i supstrata proteina izrazito je bitna u
ovom procesu. Posljedi¢no tome, interakcija glikana s proteinima na koji se veZu moze biti
drugacija 1 utjecati na promjene u glikozilaciji Sto se odrazava na procese u stanici, pa tako 1 u
razvoju karcinoma, pojavi metastaza i samom imunom odgovoru na prisustvo karcinoma (29,30).
Promjene u glikozilaciji u kolorektalnom karcinomu proucavane su na razini stanica, tkiva i
plazme. Opcenito, promjene u stanicama i tkivima odnose se na povecanu sijalinizaciju i
fukozilaciju glikana, te povec¢an udio oligomanoznih glikana, a smanjenu razinu glikanskih
struktura s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom (9,31). Plazma slijedi slicne promjene opisane u
stanicama i tkivima uz dodatno povecanu razinu kompleksnih N-glikana s ve¢im brojem antena te

posljedi¢no smanjenu razinu struktura s manjim brojem antena (29,30).

1.5. Analiza N-glikozilacije proteina

Glikozilacija proteina moZze se analizirati na razini cjelovitog proteina, glikopeptida i glikana pa

na osnovi toga razlikuje se nekoliko pristupa.

Prvi korak koji prethodi samoj analizi glikozilacije je izolacija ili obogacivanje odredenih proteina
iz plazme. U tu svrthu mogu se koristiti metode imunoafinitetne kromatografije (32,33),

precipitacije proteina (34), imunoprecipitacije (35) 1 dvodimenzionalne gel-elektroforeze (36).
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Takoder, upotreba razlicitih lektina omogucuje izolaciju proteina od interesa na temelju specificnih

interakcija s glikanima koje prepoznaju (37-41).

Nakon izolacije proteina od interesa, protein se moze analizirati u cjelosti i takav pristup nazivamo
top-down. U tu svrhu se obi¢no koristi spektrometrija masa visoke rezolucije (42). Uz top-down
pristup postoji 1 middle-down koji podrazumijeva cijepanje proteina na manje fragmente u
spektrometru masa primjenom odgovaraju¢ih parametara. Za razliku od down pristupa, gdje se
fragmentacija odvija u spektrometru masa, protein se moze razgraditi na manje fragmente i kroz
samu pripremu prije analize na instrumentu i tada govorimo o up pristupima. Middle-up pristup
ukljucuje cijepanje proteina na par manjih dijelova tijekom pripreme uzoraka, dok bottom-up

koristi enzime koji razgraduju protein do razine glikopeptida (43).

Prethodno navedeni nacini analize glikozilacije sadrzavaju informaciju o poziciji glikozilacijskog
mjesta na proteinu. Medutim, analiza se moZe provesti i samo na glikanima koji se enzimski
oslobadaju od proteina. Kao metoda detekcije u tu se svrhu pored spektrometrije masa moze
koristiti 1 fluorescentna detekcija. U tom slucaju potrebno je obiljeziti glikane odredenom
fluorescentnom bojom. Najces¢e fluorescentne boje koje se koriste u analizi tekucinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti (engl. ultra-high performance liquid chromatography,
UHPLC) su 4-amino-N-(2-dietilaminoetil) benzamid, poznat i pod imenom prokainamid (ProA),
2-aminobenzamid (2-AB), te 2-antranilna kiselina, dok se u analizi kapilarnom elektroforezom
(CE) najcesce koristi (8-aminopiridin-1-tio) acetamidin (APTS). U oba sluc¢aja radi se o reakciji
reduktivne aminacije (44,45).

Osim $to se UHPLC i1 CE koriste samostalno u fluorescentnoj detekciji, mogu takoder biti i dio
spregnutog sustava sa spektrometrom masa, gdje kao tehnike razdvajanja prije spektrometrije

masa omogucavaju analizu veoma kompleksnih uzoraka glikopeptida i glikana (46).

Sekvencijalnim razgradnjama glikana egzoglikozidazama moguce je dobiti informaciju i o vezi
izmedu monosaharidnih jedinica u glikanskoj strukturi. Dodatno, za utvrdivanje tipa glikozidne
veze sijalinskih kiselina postoje razliCite metode derivatizacije poput permetilacije, etil

esterifikacije i dimetil amidacije (46).
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1.6. Obrazlozenje teme

Veliki broj novih slucajeva kolorektalnog karcinoma dijagnosticira se svake godine, a po stopi
smrtnosti ova vrsta karcinoma nalazi se na vrhu, kako u svijetu, tako i u Hrvatskoj. Adekvatna
terapija moze poboljsati prognozu i ishod bolesti, a da bi se u tome uspjelo potrebno je nastaviti
istrazivati ¢imbenike i1 potencijalne molekularne mehanizme koji mogu doprinijeti razvoju
karcinoma. Poznato je da glikozilacija ima ulogu u napredovanju karcinoma, kao i da proteini
plazme pokazuju promjene u glikozilaciji u kolorektalnom karcinomu (9,29). Odredivanje
nositelja tih promjena na razini pojedinacnih proteina doprinijelo bi razumijevanju cjelokupnog
procesa. Jedan od potencijalnih nositelja promjena u glikozilaciji na razini plazme je haptoglobin
(21,30,47).
1z toga proizlazi hipoteza ovog istrazivanja koja glasi da su promjene u glikozilaciji haptoglobina
znacajne kod bolesnika s kolorektalnim karcinomom u odnosu na kontrolnu skupinu i mogu
doprinijeti stratifikaciji pacijenata s ovim oboljenjem.
Prethodna istrazivanja glikozilacije haptoglobina u karcinomima, ukljucujuéi kolorektalni
karcinom, obuhvacaju studije na malom broju uzoraka. Stoga, ciljevi ove disertacije bili su:
1) razviti visokoprotocne metode za analizu glikozilacije haptoglobina na razini ukupnih N-
glikana 1 pojedinog glikozilacijskog mjesta,
2) istraziti postoje li promjene u glikozilaciji haptoglobina na razini ukupnih N-glikana
haptoglobina i specifi¢no za svako glikozilacijsko mjesto kod bolesnika s kolorektalnim

karcinomom.
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2. ISPITANICI,
MATERIJALI I METODE



2.1. ISPITANICI

Dvije skupine ispitanika su bile ukljuene u ovo istrazivanje. Na prvoj skupini ispitanika
provedeno je primarno, a na drugoj validacijsko istrazivanje. Istrazivanja eticki su odobrena na
institucijama gdje su uzorci prikupljeni, kao i od strane Etickog povjerenstva SveuciliSta u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta (klasa 643-02/19-01/02 , broj odobrenja 251-62-03-19-31).

Istrazivanje je provedeno u skladu s nac¢elima Helsinske deklaracije.

2.1.1.  Primarno istrazivanje

Primarno istrazivanje provedeno je na 370 ispitanika ¢iji su uzorci seruma prikupljeni u biobanci
u Nizozemskoj (engl. Leiden University Medical Center Biobank, LUMC). Uzorci su prikupljeni
uz informirani pristanak pacijenata, a ovu studiju odobrila je Medicinska komisija za etiku LUMC-
a (broj odobrenja P03.147). Raspodjela ispitanika prema dijagnozi, dobi, spolu i stadiju bolesti
prema TNM (engl. Tumor-Node-Mestastasis) klasifikaciji prikazana je u Tablica 1. Svi ispitanici
s dijagnozom kolorektalnog karcinoma uzorkovani su prije operativnog zahvata, a unutar te
skupine prikupljeni su i uzorci nakon operacije za 86 ispitanika. Postoperativni uzorci prikupljeni
su 45 dana nakon operacije, a bolesnici su praceni viSe od 46 mjeseci nakon operacije. Uzorci
kontrolne skupine prikupljeni su od ¢lanova obitelji ili pratnje bolesnika te na taj nacin

predstavljaju opcu populaciju.

Tablica 1. Pregled ispitanika primarnog istrazivanja.

KOLOREKTALNI KARCINOM KONTROLNA SKUPINA

(185) (185)
SPOL
ZENE / MUSKARCI 85 /100 84 /101
DOB
PROSJECNA DOB 66,6 63,0
(MIN - MAX) (25 - 100) (27 - 84)
STADIJ BOLESTI
(TNM KLASIFIKACIJA)
0 52,7 %)
1 34 (18,4 %)
2 68 (36,8 %)
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3 52 (28,1 %)
4 26 (14,1 %)

2.1.2. Validacijsko istrazivanje

Validacijsko istrazivanje napravljeno je na uzorcima plazme prikupljenim u Hrvatskoj, u
Klinickom bolnickom centru Sestre milosrdnice u Zagrebu, Cije je Eticko povjerenstvo dalo
suglasnost za provodenje ovog istrazivanja (broj odobrenja EP-7802/12-12). Kroz ovu studiju
analizirana je plazma 493 ispitanika (Tablica 2), 224 pacijenata s dijagnozom kolorektalnog
karcinoma i 269 kontrola. Kontrole su ispitanici koji nemaju dijagnosticiran karcinom, niti drugo
upalno stanje na osnovi njihovih vrijednosti za C-reaktivni protein (CRP) i leukocite. Uzorkovanje

kod svih pacijenata napravljeno je prije operativnog zahvata uz njihov informirani pristanak.

Tablica 2. Pregled ispitanika validacijskog istrazivanja.

KOLOREKTALNI KARCINOM KONTROLNA SKUPINA
(224) (268)

SPOL
ZENE / MUSKARCI 76/ 148 106 /162
DOB
PROSJECNA DOB 66,8 68,7
(MIN - MAX) (30 - 85) (44 - 102)
STADIJ BOLESTI
(AJCC KLASIFIKACIJA)
1 50 (22,3 %)
2 65 (29,0 %)
3 69 (30,8 %)
4 40 (17,9%)

2.2. MATERIJALI

2.2.1. Standardne kemikalije

U sklopu ovog doktorskog rada koristene su sljedece kemikalije: 2-AB (Sigma Aldrich, SAD), 2-
pikolin boran (2-PB) (Sigma-Aldrich, SAD), acetonitril (VWR International, SAD), amonijev
bikarbonat (NH4HCO3) (Acros Organics, Belgija), amonijev klorid (NH4Cl) (Acros Organics,
Belgija), dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, SAD), ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich,
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SAD), etanol (Carlo Erba, Italija), formijatna kiselina (HCOOH) (Merck, Njemacka), Igepal CA-
630 (Sigma-Aldrich, SAD), jodoacetamid (engl. iodoacetamide, IAA) (Sigma-Aldrich, SAD),
kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) (Sigma-Aldrich, SAD), kalijev klorid (KCl) (Millipore, SAD),
klorovodi¢na kiselina (HCI) (VWR International, SAD), natrijev azid (NaN3) (Sigma-Aldrich,
SAD), natrijev dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl! sulfate, SDS) (Sigma-Aldrich, SAD), natrijev
hidroksid (NaOH) (Sigma-Aldrich, SAD), natrijev klorid (NaCl) (Sigma-Aldrich, SAD),
prokainamid hidroklorid (Sigma-Aldrich, SAD), trifluorooctena kiselina (CF3COOH) (Sigma-
Aldrich, SAD).

2.2.2. Enzimi i standardi

Za razvoj metoda u sklopu ovog istrazivanja koristeni su sljede¢i enzimi: TPCK- tretirani tripsin
iz gusterace goveda (Sigma-Aldrich, Njemacka), modificirani tripsin za sekvenciranje iz svinje
(Promega, SAD), endoproteinaza Glu-C iz Staphylococcus aureus V8 (Promega, SAD),
endoproteinaza Glu-C iz Staphylococcus aureus V8 (Roche, Njemacka) te N-glikozidaza F
(PNGaza F) (Promega, SAD).

Takoder su koriSteni i standardi: standard haptoglobina (Athens Research & Technology, SAD) i

komercijalno dostupna normalna kontrolna plazma VisuCon-F (Affinity Biologicals Inc., Kanada).

2.2.3. Plocice i filtar plocice

Orochem filtar ploCica (Orochem, SAD) — polipropilenska filtar plocica s 96 jazica volumena 600
uL 1 porama veli¢ine 10 pm.

CIMmic (engl. Convective Interaction Media® monoliths) HDZ (engl. hydrazide) anti-
haptoglobin plocica (BIA Separations, Sartorius, Slovenija) — ploCica s 96 jazica koja je razvijena
za izolaciju haptoglobina iz plazme ili seruma. Svaka jazica anti-haptoglobin plocice ima volumen
¢vrste faze od 200 pL, 1 kapacitet vezanja haptoglobina oko 400 ug.

0,45 um GHP AcroPrep (Pall, SAD) - filtar ploc¢ica s 96 jazica volumena 1 mL 1 hidrofilnom
polipropilenskom membranom veli¢ine pora 0,45 um, kroz koju su filtrirani uzorci plazme prije

izolacije haptoglobina.
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0,20 um GHP AcroPep (Pall, SAD) — filtar plocica s 96 jazica volumena 1mL i hidrofilnom
polipropilenskom membranom veli¢ine pora 0,20 pum, kroz koju su procis¢eni fluorescentno

obiljezeni glikani.
2.2.4. Instrumenti

Za razdvajanje i1 analizu tekucinskom kromatografijom (engl. liguid chromatography, LC)
koristeni su sljede¢i instrumenti: UltiMate™ 3000 RSLCnano sustav (ThermoFisher Scientific,
SAD), Acquity UPLC M-class sustav (Waters, SAD) te Acquity UPLC H-class sustav (Waters,
SAD).

Spektrometri masa koji su koristeni kroz ovo istrazivanje su Compact QTOF (Bruker Daltonics,
Njemacka), Impact QTOF (Bruker Daltonics, Njemacka) i Maxis Impact HD QTOF (Bruker

Daltonics, Njemacka).
2.2.5. Racunalni programi i alati

Za analizu, obradu i prezentiranje rezultata koriSteni su sljede¢i raCunalni programi i alati:
Chromeleon (ThermoFisher Scientific, SAD), otofControl (Bruker Daltonics, Njemacka),
Compass DataAnalysis (Bruker Daltonics, Njemacka), MS Convert tool (ProteoWizard, SAD),
MZmine (48,49), LaCyTools (50), GlycoMod (Swiss Institute of Bioinformatics, Svicarska),
HyStar (Bruker Daltonics, Njemacka), Empower (Waters, SAD), MaxQuant 1.6.3.4. (51), R
programski jezik (verzija 3.5.1.), GraphPad Prism 9.4.1. (GraphPad Software, SAD), Inkscape
1.0.2.-2 (GNU licenca).

2.3. ANALIZA N-GLIKOPEPTIDA HAPTOGLOBINA

2.3.1. Izolacija haptoglobina iz krvne plazme ili seruma

Haptoglobin je izoliran pomocu zrnaca obloZenih protutijelom na haptoglobin (engl. Capture
Select Haptoglobin Affinity Resin). Na Orochem plocicu s 96 jaZica nanesena su zrnca u puferu 1x
PBS, pH 7,4 (137 mM NaCl; 9,7 mM Na;HPOys; 2,2 mM KH>PO4) u ukupnom volumenu od
20 uL. Zrnca su prvo isprana sa 600 pL 1x PBS, pH 7,4, a potom ostavljena u 100 pL istog pufera.
Uzorci plazme ili seruma dodani su u pufer i inkubirani sa zrncima jedan sat na sobnoj temperaturi
uz jednoli¢no mijesanje. Nakon toga, isprani su sa 600 uL 1x PBS, pH 7,4 1 600 pL ultra ciste
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vode na vakuum uredaju za ploCice. Haptoglobin je eluiran sa zrnaca s 0,1 M formijatnom
kiselinom i centrifugiranjem 1 minutu na 100 g. Eluati su suSeni u vakuum centrifugi 2,5 sata pri

temperaturi od 50 °C.
2.3.2. Metode denaturacije i proteolize

OsuSeni eluati otopljeni su u 10 uL 25 mM amonijevog bikarbonata te potom denaturirani i
reducirani s 1 pLL. 20 mM ditiotreitola 1 inkubacijom 30 minuta pri 60 °C. Uzorci su inkubirani s
1,5 uL 40 mM jodoacetamida na sobnoj temperaturi u mraku, a reakcija alkilacije zaustavljena je
izlaganjem uzoraka svjetlosti 20 minuta te dodatkom 20 mM ditiotreitola u suvisSku u konacnoj
koncentraciji od 6 mM. TPCK-tretirani tripsin dodan je svakom uzorku u koli¢ini od 0,05 pg,

nakon ¢ega su uzorci inkubirani pri 37 °C preko no¢i.
2.3.3. LC-MS analiza N-glikopeptida haptoglobina

N-glikopeptidi haptoglobina analizirani su na spregnutom sustavu tekucinska kromatografija-
spektrometrija masa (engl. liqguid chromatography-mass spectrometry, LC-MS). U volumenu od
200 nL direktno su injektirani na LC sustav UltiMate™ 3000 RSLCnano, gdje su procis¢eni na
pretkoloni C18 Acclaim PepMap (5 mm x 300 um i.d., 5 pm, 100 A) jednu minutu pri protoku od
25 pL/min s 0,1 % trifluorooctenom kiselinom (otapalo A). Nakon toga su razdvojeni na nanoEase
C18 koloni (100 mm x 75 um i.d., 1,7 um, 130 A) zagrijanoj pri 45 °C uz protok od 0,6 pnL/min s
gradijentom od 30 % do 95 % acetonitrila (otapalo B) unutar 4,5 minute. Tripticki glikopeptidi
razdvojeni su u tri skupine, gdje svaka skupina odgovara odredenom glikozilacijskom
mjestu/mjestima te svi glikopeptidi s tim glikozilacijskim mjestom/mjestima imaju slicno
retencijsko vrijeme. LC sustav spojen je sa spektrometrom masa Impact qTOF-om, preko izvora
za ionizaciju elektrorasprSenjem CaptiveSpray, uz poboljSanje ionizacije pomocu tehnologije
nanoBooster. Spektri su snimljeni u rasponu od 550 m/z do 1800 m/z uz frekvenciju snimanja od

1 Hz.
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2.3.4. Optimizacija metode analize N-glikopeptida haptoglobina

Prije nego su uzorci analizirani na spregnutom sustavu LC-MS, korak izolacije i proteolize
optimiran je u svrhu poboljSanja u¢inkovitosti izolacije haptoglobina iz krvne plazme ili seruma 1

omogucavanja analize svakog pojedinog glikozilacijskog mjesta haptoglobina.
2.34.1. Optimizacija izolacije

Protokol izolacije opisan u poglavlju 2.3.1. ispitan je s 1, 2, 3,4, 5, 101 20 pL zrnaca s protutijelom
na haptoglobin. U uvjetima s 5, 10 1 20 uL, zrnca su pripremljena u puferu 1x PBS, pH 7,4 u
omjeru 1:1, dok su preostali volumeni zrnaca pripremljeni u ukupnom volumenu 20 pL.
Haptoglobin je izoliran iz 5 1 10 pL plazme. U¢inkovitost izolacije i optimalna koli¢ina pocetnog
materijala provjerene su i usporedene elektroforezom u poliakrilamidnom gelu (engl. sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Nakon izolacije, eluati su
osuseni u vakuum centrifugi i naneSeni na NuPAGE 4-12 % Bis-Tris gel. Uzorci su prethodno
denaturirani 1 reducirani dodavanjem reducirajuceg pufera (0,125 M Tris-HCI, 10 % glicerol, 2 %
SDS, 1,7 % B-merkaptoetanol i 0,01 % bromfenol plavo; navedene su kona¢ne koncentracije u
uzorku) i inkubacijom 10 minuta pri 70 °C. Elektroforeza se odvijala na 200 V tijekom 45 minuta,

a nakon toga su vrpce na gelu vizualizirane Coomassie bojanjem.
2.3.4.2. Optimizacija proteolize

Za proteolizu haptoglobina ispitana su dva enzima, tripsin i endoproteinaza Glu-C. Eksperimenti
su napravljeni u triplikatu na 10 pg standarda haptoglobina. Za ove eksperimente koristen je
modificirani tripsin u omjeru enzim : protein 1: 20 (w/w). Endoproteinaza Glu-C ispitana je u
kombinaciji s tripsinom na sljedec¢i nacin: nakon inkubacije s tripsinom i njegove inaktivacije pri
95 °C tijekom 5 minuta, dodana je endoproteinaza Glu-C u razli¢itim omjerima, 1 : 20, 1 : 10 ili

1 : 5, a zatim su uzorci inkubirani pri 37 °C preko no¢i.

2.3.5. Anotacija N-glikopeptida haptoglobina

Standard haptoglobina pripremljen je kao Sto je opisano u poglavlju 2.3.2. 1 25 ng haptoglobina
injektirano je na UltiMate™ 3000 RSLCnano sustav spregnut s Maxis Impact HD QTOF

instrumentom preko Captive spray-a uz nanoBooster. Tripticki glikopeptidi haptoglobina
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razdvojeni su na gradijentu od 3 % do 50 % otapala B unutar 45 minuta pri protoku od 0,7 pL/min,
pri ¢emu je u ovoj metodi otapalo A bila 0,1 % formijatna kiselina. Postavke spektrometra masa
prilagodene su prema prethodno opisanoj metodi (52), s rasponom snimanja spektara od 50 m/z
do 2800 m/z i1 frekvencijom snimanja od 1 Hz. Fragmentacijski spektri (MS/MS) snimljeni su
automatski za Cetiri najintenzivnija prekursorska iona.

MS/MS spektri filtrirani su na osnovi dijagnostickog iona 366,1385 m/z, koji odgovara fragmentu
N-acetilheksozamina povezanim s heksozaminom. Svaki filtrirani spektar pretrazen je dodatno za
dijagnosticke ione 204,0867 m/z, koji odgovara N-acetilheksozaminu i 657,2349 m/z za N-
acetilneuraminsku kiselinu vezanu za heksozu 1 N-acetilheksozamin, kako bi potvrdili da se radi o
glikopeptidu. Slijed aminokiselina peptidnog dijela potvrden je na osnovi b 1 y iona dostupnih u
spektru. Na osnovi mase prekursora, svaka odgovaraju¢a masa pretrazena je kroz GlycoMod te uz
signale identificirane u spektru predloZena je struktura glikopeptida koja odgovara trazenoj masi.
Sastav (engl. composition) predloZzene strukture glikopeptida izrazen je u obliku NxHxSxFx, pri
¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin, H na heksozamin, S na sijalinsku kiselinu, F na fukozu,
a x na broj tih struktura u sastavu glikana. Na isti nacin provjereni su i fragmentacijski spektri

uzoraka gdje je haptoglobin dodatno razgraden s endoproteinazom Glu-C.

2.3.6. Ekstrakcija i obrada glikoproteomskih podataka

Podatci su obradeni u racunalnom programu LaCyTools koji radi pod licencom besplatnog
softvera (50). LaCyTools podrzava mzXML format, tako da su sve orginalne datoteke Bruker
formata pomoc¢u MS Convert alata spremljene u mzXML formatu. Kromatogrami su poravnati na
odgovarajuce retencijsko vrijeme na osnovi retencijskog vremena osam najzastupljenijih
glikopeptida. Spektri su kalibrirani na osnovi prethodno odredenih kalibranata odabranih iz liste
analita za ekstrakciju. Svi kalibranti imali su omjer signala i Suma ve¢i od 9. Svaka skupina
triptickih glikopeptida imala je odabrana 3 kalibranta i uzorak je kalibriran ako je 6 od 9 kalibranata
pronadeno u zadanom prozoru retencijskog vremena i ako je omjer signala i Suma bio veéi od 9.
Za svaku skupinu glikopeptida kreiran je zajednicki spektar u odredenom retencijskom vremenu i
integrirani su signali koji podrazumijevaju 95 % intenziteta izotopne raspodjele. Relativna
kvantifikacija napravljena je na analitima naboja od 2+ do 5+ koji su prethodno prosli kontrolu
kvalitete. Parametri koji su bili dio kontrole kvalitete su: preciznost mjerenja (engl. mass

accuracy), raspodjela izotopa (engl. isotopic pattern quality) i omjer signala i Suma (engl. signal
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to noise ratio). Granice parametara kontrole kvalitete koje su smatrane prihvatljivim bile su: za
preciznost mjerenja izmedu -10 1 10 ppm, devijacija raspodjele izotopa od teoretske manja od 25
% 1 omjer signala i Suma ve¢i od 9. Apsolutni intenziteti za svaki ekstrahirani naboj koji su prosli
kontrolu kvalitete zbrojeni su za svaki analit i normalizirani na ukupni intenzitet po skupini
glikopeptida te je vrijednost za svaki glikopeptid izrazena u obliku relativnog intenziteta.

Uz kontrolu kvalitete analita, napravljena je i kontrola kvalitete spektara za svaki uzorak na osnovi
parametra koji pokazuje postotak analita po skupini glikopeptida koji imaju omjer signala i Suma
veci od 9. Uzorci koji su imali postotak unutar dvije standardne devijacije od prosjecne vrijednosti

svih uzoraka uzeti su u obzir za relativnu kvantifikaciju.

2.4. ANALIZA UKUPNIH N-GLIKANA HAPTOGLOBINA

2.4.1. Obogacivanje haptoglobina iz krvne plazme ili seruma

Obogacivanje haptoglobina iz krvne plazme ili seruma temeljilo se na imunoafinitetnoj
kromatografiji. Monoklonska protutijela na haptoglobin dobivena su iz miSeva i imobilizirana su
na CIMmic plocicu s 96 jaZica. Jazice ploCice najprije su isprane s 2 mL ultra Ciste vode, 1 mL
0,1 M formijatne kiseline, pH 2,5 i s 4 mL 1x PBS, pH 7,4 (137 mM NacCl; 9,7 mM NaxHPOy;
2,2 mM KH;POs; 2,7 mM KCI; titrirano s 1 M NaOH do pH 7,4). Sljede¢i korak ukljucivao je
nanosSenje razrijedenih uzoraka plazme s 1x PBS, pH 7,4 u omjeru od 1:7, nakon §to su filtrirani
kroz 0,45 um AcroPrep filtar plo¢icu. Nakon vezivanja haptoglobina na plocicu, jazice su
prociséene sa 6 mL 1x PBS, pH 7.4 te je potom haptoglobin eluiran s plocice s 0,7 mL 0,1 M
formijatne kiseline, pH 2,5 i neutraliziran s 1 M amonijevim bikarbonatom za kona¢ni pH 7,0.
Plocica je regenerirana s 2 mL 0,1 M formijatne kiseline, pH 2,5 1 4 mL 1x PBS, pH 7,4 te je
pospremljena u puferu 1x PBS, pH 7,4 koji je sadrzavao 0,2 g/L. NaN3. Koncentracija haptoglobina
nakon imunoafinitetne izolacije odredena je mjerenjem apsorbancije pri 280 nm koriStenjem
spektrofotometra Nanodrop 8000 (ThermoFisher Scientific, SAD), a Cistoca izoliranog eluata

provjerena je na SDS-PAGE-u.
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2.4.2. Metode denaturacije, deglikozilacije 1 obiljezavanja glikana

Dio eluata osusen je za denaturaciju haptoglobina s 30 uL 1,33 % SDS-a u inkubatoru pri 65 °C
tijekom 10 min. Prije deglikozilacije s PNGazom F, dodano je 10 puL 4 % Igepal CA-630 kako bi
se neutralizirao efekt SDS-a na enzim PNGazu F. Svi uzorci tretirani su s 10 uL PNGaze F
(konacna koncentracija 24 mU/uL) u 5x PBS-u i inkubirani preko no¢i pri 37 °C.

N-glikani obiljeZeni su reakcijom reduktivne aminacije s 2-AB-om (19,2 mg/mL) i 2-PB-om
(44,8 ug/uL) u 25 uL otopine DMSO-a s glacijalnom octenom kiselinom (70:30, v/v).
Obiljezavanje se odvijalo pri temperaturi od 65 °C u trajanju od dva sata. Nakon obiljezavanja,
uzorci su proc¢iSé¢eni na 0,2 uM AcroPrep GHP filtar plocici na osnovi hidrofilnih interakcija. Filtar
plocica prvo je isprana s 200 uL 70 % etanola, zatim 200 pL ulta ¢iste vode 1 200 uL 96 %
acetonitrila, a potom su uzorci naneseni u 90 % acetonitrilu i isprani s 1,2 mL 96 % acetonitrila.
Fluorescentno obiljeZeni glikani eluirani su u 180 pL ultra ¢iste vode. Frakcije su skupljene u dva
koraka, a svaki korak sastojao se od jednoli¢nog mijeSanja 15 minuta i centrifugiranja na 164 g 5

minuta.

2.4.3. Analiza fluorescentno obiljezenih glikana teku¢inskom kromatografijom

Analiza je napravljena na instrumentu Acquity H-class UPLC. Uzorci su pripremljeni u 80 %
acetonitrilu 1 odrzavani pri temperaturi od 10 °C prije nego je 40 pL injektirano u instrument. N-
glikani haptoglobina razdvojeni su na koloni Acquity BEH Glycan (150 mm x 2,1 mm i.d.,
1,7 um) pri temperaturi kolone od 40 °C, uz 100 mM amonijev formijat kao otapalo A i acetonitril
kao otapalo B. Razdvajanje se odvijalo uz protok od 0,561 mL/min pri gradijentu u prvih 10 minuta
od 70 % do 64 % otapala B, a zatim u idu¢ih 20 minuta od 64 % do 54 % otapala B. Ukupna
analiza trajala je 37,7 minuta. Valne duljine ekscitacije i emisije na fluorescentnom detektoru bile
su postavljene za 2-AB na 250 nm i 428 nm, a za prokainamid na 310 nm i 370 nm.

Kromatogrami su ru¢no integrirani i svaki kromatografski pik izraZen je kao postotak ukupne

integrirane povrsine.
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2.4.4. Optimizacija metode analize ukupnih N-glikana haptoglobina

U svrhu postizanja optimalne koli¢ine obogacenog haptoglobina iz plazme za analizu njegove
glikozilacije testirani su razli¢iti volumeni plazme. Takoder, postizanje potpune deglikozilacije

optimirano je mijenjanjem koraka denaturacije, deglikozilacije i obiljeZavanja N-glikana.
2.44.1. Optimizacija obogacivanja

Izolacija haptoglobina ispitana je na sljede¢im volumenima plazme: 50, 100 i 200 pL prateci
korake opisane u poglavlju 2.4.1. Takoder, dodatno je ispitan pufer za prociS¢avanje uzoraka nakon
vezivanja haptoglobina na jazice. U tu svrhu ispitan je 1x PBS, pH 7,4 razlicite ionske jakosti, t;.
s razli¢itim koncentracijama NaCl: 0,137 M, 0,25 M i 0,5 M. Cisto¢a uzorka potvrdena je SDS-
PAGE-om, kako je ranije opisano u poglavlju 2.3.4.1., s tim da su uzorci denaturirani pri 95 °C
tijekom 5 min prije elektroforeze na 200 V kroz 40 minuta. Pored toga, Cistoca je potvrdena i
analizom proteoma izoliranih eluata. Eksperimenti su napravljeni u triplikatu na 4 pug haptoglobina
koji je tretiran s modificiranim tripsinom u omjeru 1:20. Analiza je napravljena na Acquity UPLC
M-class sustavu spregnutim preko Captive Spray-a s Compact QTOF instrumentom uz tehnologiju
nanoBooster. Podatci su analizirani u raCunalnom programu MaxQuant. Identifikacija i
kvantifikacija izoliranih proteina napravljena je prema bazi podataka proteoma za Homo sapiens,
a u skladu sa sljede¢im parametrima: moguénost nepotpune razgradnje tripsinom na najvise dva
uzastopna mjesta u slijedu aminokiselina 1 oksidacijom metionina kao varijabilnom

modifikacijom.
2.4.4.2. Optimizacija denaturacije i deglikozilacije

Deglikozilacija i denaturacija haptoglobina ispitane su na razli¢itim volumenina eluata: 75, 150 i
300 pL. U uvjetima denaturacije ispitana je niza koncentracija deterdZenata, 0,4 % SDS i 1 %
Igepal CA-630. Osim toga, deterdzenti su dodani u uzorke u razli¢itim omjerima SDS:Igepal CA-
630 - 1:1, 1:2,5; 1:3, 1:4 1 1:10. Takoder, deglikozilacija je ispitana i s pove¢anom koli¢inom
enzima, 240 mU/pL.

Deglikozilirani uzorci analizirani su SDS-PAGE-om na nacin prethodno naveden u poglavlju
2.44.1. te je vrpca s najmanjom masom dalje tretirana s tripsinom 1 analizirana spregnutim

sustavom LC-MS/MS. Vrpca od interesa izrezana je iz gela 1 isprana s 25 mM amonijevim
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bikarbonatom i dehidrirana acetonitrilom prije redukcije s 10 mM DTT-om pri 65 °C tijekom 30
minuta 1 alkilirana 55 mM [AA-om pri sobnoj temperaturi tijekom 20 minuta u mraku. Nakon
toga, vrpca je ponovo isprana i dehidrirana te osuSena u vakuum centrifugu pri 30 °C 5 minuta, te

je dodano 0,6 ng tripsina i uzorci su inkubirani pri 37 °C preko no¢i prije daljne analize.
2.4.4.3. Optimizacija obiljezavanja

Uz obiljezavanje 2-AB-om, glikani su fluorescentno obiljezeni 1 prokainamidom (43,2 mg/mL).
Obiljezavanje je napravljeno u jednom koraku, kako je navedeno u poglavlju 2.4.2. te u dva koraka,
$to podrazumijeva odvojeno dodavanje fluorescentne boje i reducensa. U tom slucaju prvi korak
obiljezavanja traje jedan sat, a reakcija s reducensom sat i pol. Nadalje, ispitano je i obiljezavanje
s dvostruko ve¢om koncentracijom prokainamida (86,4 mg/mL) i1 2-PB (89,6 mg/mL).

Ucinkovitost obiljezavanja provjerena je LC-MS/MS analizom.

2.4.5. Anotacija N-glikana haptoglobina

Skupni uzorak N-glikana obiljezenih prokainamidom koncentriran je na PGC-u (engl. porous
graphitized carbon). PGC (50 mg/mL) je pripremljen u metanolu kao suspenzija i nanesen na C18
ziptip nastavak koji je prethodno ispran sa 120 pL acetronitrila 1 120 pL ultra Ciste vode.
Koncentrirani obiljezeni glikani eluirani su s nastavka acetonitrilom i 100 mM amonijevim
formijatom, pH 4,4 (75:25, v/v) centrifugiranjem 30 sekundi pri 2000 g.

Analiza je provedena na spregnutom sustavu Acquity UPLC H-class-Compact QTOF.
Kromatografski pikovi razdvojeni su po metodi opisanoj u odjeljku 2.4.3., dok su parametri
spektrometra masa bili postavljeni na sljedee: pozitivna ionizacija, ionBooster izvor, voltaza
kapilare 2,25 kV, temperatura plina 300 °C i protok plina 4 1/h. Spektri su snimljeni u rasponu od
50 m/z do 3000 m/z pri frekvenciji od 2 Hz. Tri prekursorska iona s najviSim intenzitetom
automatski su odabrana za sudarom potpomognutu fragmentaciju iona (engl. collision-induced
dissociation, CID).

Detektirane mase u svakom kromatograskom piku pretrazene su u GlycoMod alatu za moguéu
strukturu 1 sastav koji odgovara toj masi. Fragmentacijski spektar glikana potvrden je na osnovi
dijagnostickih iona navedenih u poglavlju 2.3.5. te dodatnih iona: 441,3022 m/z koji predstavlja
N-acetilheksozamin vezan na prokainamid, 512,1974 m/z koji predstavlja fukozu vezanu na

heksozamin 1 N-acetilheksozamin te iona 790,4390 m/z gdje je srzna fukoza vezana na N-
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acetilheksozamin 1 prokainamid. Za kromatografske pikove koji u sebi sadrze vise glikanskih

struktura izraZen je udio svake glikanske strukture u obliku postotka.

2.5. PONOVLIJIVOST I OBNOVLIIVOST METODA

Ponovljivost i obnovljivost metode za analizu N-glikopeptida haptoglobina evaluirana je na 46
replikata standarda seruma koji su analizirani kroz sedam vremenskih tocaka. Ponovljivost je
izrazena za svaki glikopeptid kao koeficijent varijacije (engl. coefficient of variation, CV)
vrijednosti relativnog intenziteta replikata u svakoj vremenskoj tocki. Za svaku vremensku to¢ku
pripremljene su nove otopine i primijenjena je optimirana metoda. Obnovljivost je izrazena kao
CV relativnog intenziteta svih replikata kroz sve vremenske tocke. Takoder, na isti nacin je
napravljena procjena metode na uzorcima komercijalno dostupne plazme VisuCon-F u sedam
vremenskih tocki, gdje je u svakoj tocki analizirano osam replikata ovog uzorka i na osnovi CV
replikata procijenjena je ponovljivost i obnovljivost metode.

Preciznost metode za analizu ukupnih N-glikana haptoglobina procijenjena je na standardu plazme
analiziranom u pet replikata u sedam razlicitih vremenskih tocki. Ponovljivost metode izraZena je
za svaki pojedinacni kromatografski pik kao CV postotka povrsine pika svih replikata u jednoj
vremenskoj tocki. Obnovljivost je izracunata kao CV prosjecnih vrijednosti postotka povrSine
svakog kromatografskog pika u svakoj vremenskoj tocki. Analiza ukupnih N-glikana haptoglobina

napravljena je na uzorcima prikupljenim u validacijskom istrazivanju.

2.6. STATISTICKE METODE

StatistiCka obrada podataka napravljena je u programskom jeziku R. Podatci dobiveni u primarnom
istrazivanju prethodno su obradeni u LaCyTools racunalnom programu, kako je navedeno u
poglavlju 2.3.6. Nakon relativne kvantifikacije, glikopeptidi su grupirani na osnovi sli¢nosti u
sastavu i strukturi u derivirana svojstva . S obzirom na to da se radi o ve¢em broju uzoraka koji su
analizirani u serijama, bilo je potrebno napraviti korekciju efekta serije (engl. batch correction).
Logisticka regresija koriStena je u svrhu odredivanja znaCajnosti promjena u glikozilaciji
haptoglobina izmedu skupine pacijenata s dijagnozom kolorektalnog karcinoma i kontrolne
skupine. Analiza je napravljena na razini pojedinacnih glikopeptida i izracunatih deriviranih

svojstava. Podatci o dobu i spolu ukljuceni su kao kovarijati kako bi se isklju¢io njihov utjecaj na
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rezultate. Rezultati su izrazeni kroz omjer izgleda, interval pouzdanosti i1 p-vrijednost. Takoder,
napravljena je korekcija na viSestruko testiranje, uzimaju¢i u obzir broj kvantificiranih
glikopeptida i izracunatih deriviranih svojstava. U tu svrhu koristila se FDR (engl. false discovery
rate) korekcija kojom se prag znacajnosti p < 0,05 korigirao i izrazio u obliku koeficijenta a.
Derivirana svojstva izraCunata su i za validacijsko istrazivanje te je takoder napravljena korekcija
efekta serija 1 logisticka regresija za usporedbu ispitanika s dijagnozom kolorektalnog karcinom 1
kontrolne skupine. FDR korekcija je takoder primijenjena za korekciju visestrukog testiranja.
Usporedba rezultata primarnog i validacijskog istrazivanja napravljena je na osnovi Cetiri
zajednicka derivirana svojstva.

Osim toga, u sklopu primarnog istrazivanja promjene u glikozilaciji haptoglobina analizirane su u
podskupini od 85 pacijenata koji su uzorkovani prije i poslije operacije pomocu ,,Wilcoxon
matched-pairs signed rank® statistickog testa. Korekcija viSestrukog testiranja napravljena je
Benjamini-Hochbergovom metodom s FDR granicom 1 %. Statisticka obrada 1 vizualizacija

rezultata napravljena je u racunalnom programu GraphPad Prism.
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3. REZULTATI I RASPRAVA



3.1. Razvoj metode za analizu pojedinog glikozilacijskog mjesta haptoglobina spregnutim

sustavom tekucinska kromatografija — spektrometrija masa

Analiza glikozilacije proteina moguca je na razli¢itim razinama. Jedna od moguénosti je analiza
cijelog glikoproteina bez razgradnje na manje fragmente, tzv. top-down pristup. Uz to, postoje
metode za analizu glikoproteina koje ukljucuju razgradnju na manje fragmente, najcesée uz pomoc¢
enzima i takav pristup nazivamo bottom-up pristup. Takoder, moguce je analizirati samo glikanske
strukture, pri cemu se glikani enzimski ili kemijski oslobadaju s proteina i analiziraju odvojeno od
proteina (43,46). Kroz ovo istrazivanje koristili smo dva pristupa, bottom-up pristup i
karakterizaciju ukupnih oslobodenih glikanskih struktura.

Bottom-up pristup koristili smo za analizu glikozilacije pojedinog glikozilacijskog mjesta
haptoglobina. Prije same LC-MS analize, koraci izolacije haptoglobina iz krvne plazme 1 njegove
razgradnje enzimom ispitani su u razli¢itim uvjetima kako bi se postigla optimalna koli¢ina

proteina za analizu.

3.1.1. Optimizacija izolacije

So

SQ Volumen zrnaca s protutijelom na HP & \5" Volumen zrnaca s protutijelom na HP )
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& 5uL 10 uL 20 uL F & su 4L 3uL &
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Slika 5. Optimalna koli¢ina zrnaca s protutijelom na haptoglobin za izolaciju haptoglobina iz 10 pL plazme. A —
Testiranje 5, 10 1 20 pL zrnaca. B — Testiranje 3, 4 i 5 uL zrnaca, C — Testiranje 1 i 2 pL zrnaca. Vrpce oko 14 kDa
predstavljaju o lanac, vrpce oko 19 kDa odgovaraju as lancu, vrpce izmedu 37 i 50 kDa odgovaraju 3 lancu
haptoglobina, vrpce oko 62 kDa predstavljaju ostatke nereduciranog haptoglobina.

Haptoglobin je izoliran iz plazme pomocu zrnaca oblozenih protutijelom na haptoglobin. Koli¢ina
zrnaca za izolaciju prvobitno je ispitana s 10 pL plazme. Upotreba 5, 10 ili 20 puL zrnaca dala je
uglavnom jednoli¢nu veli¢inu i intenzitet vrpci koje odgovaraju haptoglobinu na SDS-PAGE-u, f3

lanac oko 44 kDa, a1 oko 14 kDa i oz lanac na 19 kDa (Slika 5A). lako je intenzitet vrpci u uvjetu
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izolacije haptoglobina iz 10 pL plazme upotrebom 20 uL zrnaca ja¢i u usporedbi s ostalim

uvjetima, nije reproducibilan kroz sve replikate pa taj uvjet nije odabran kao optimalan.

& Volumen zrnaca s protutijelom na HP
& suL 3L 1L
\7 ~.8; I9r \10

Slika 6. Optimalna koli¢ina zrnaca s
protutijelom na haptoglobin za izolaciju
haptoglobina iz 5 pL plazme s 1,315 pL
zrnaca. Vrpce oko 14 kDa predstavljaju
al lanac, vrpce oko 19 kDa odgovaraju
02 lancu, vrpce izmedu 37 i 50 kDa
odgovaraju B lancu haptoglobina, vrpce
oko 62 kDa predstavljaju ostatke
nereduciranog haptoglobina.

Pri ispitivanju koli¢ine zrnaca od 1 do 5 uL (Slika 5B, 5C),
intenzitet vrpci poceo je slabiti tek s volumenom zrnaca od 2 i
1 uL (Slika 5C). Budu¢i da se koli¢ina izoliranog proteina ne
povecava reproducibilno s ve¢om koli¢inom zrnaca, zakljucili
smo da volumen od 3 pL zrnaca ima dovoljan kapacitet za
izolaciju haptoglobina iz 10 puL plazme. Dodatno, ispitan je i
manji volumen pocetnog materijala, 5 pL plazme. Manji
volumen izoliran je s 1, 3 1 5 uL zrnaca (Slika 6). Izolacija
haptoglobina iz 5 pLL plazme u kombinaciji s 3 1 5 uL zrnaca
pokazala je podjednake koliCine izoliranog haptoglobina,
gledajuc¢i SDS-PAGE, a osim toga, glikanski profili oba uvjeta
analizirani LC-MS-om bili su usporedivi (Slika 7). Proces

optimizacije izolacije pokazao je da je 3 pL zrnaca s

Relativni intenzitet (%)
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protutijelom na haptoglobin dovoljno za izolaciju
haptoglobina iz 5 pL plazme.
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Slika 7. Izolacija haptoglobina iz 5 pL plazme upotrebom 3 puL i 5 pL zrnaca s protutijelom na haptoglobin.
Prikazane su prosjecne vrijednosti relativnog intenziteta triptickih glikopeptida za Sest replikata u svakom uvjetu,
vertikalna linija — standardna devijacija replikata.
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3.1.2. Optimizacija proteolize

Beta lanac haptoglobina sadrzi etiri glikozilacijska mjesta, kako je opisano u poglavlju 1.3.3. (21)
1 pozeljna kombinacija enzima za njegovu razgradnju su tripsin i endoproteinaza Glu-C. U
suprotnome, ako se koristi samo tripsin, jedan glikopeptid u svojoj strukturi sadrzi dva
glikozilacijska mjesta, ¢ije profile glikana ne mozemo razlikovati. Uvodenje endoproteinaze Glu-
C u razgradnju haptoglobina omogucilo je analizu cetiri glikopeptida zasebno. Medutim, u
uzorcima gdje je primijenjena kombinacija enzima, identificiran je 1 tripticki glikopeptid s dva
glikozilacijska mjesta kao rezultat neucinkovite razgradnje Glu-C-em. Ispitivanje razli¢itih omjera
u kojima je Glu-C dodan u uzorke, pokazalo je da koli¢ina dodanog enzima ima utjecaj na
apsolutni intenzitet triptiCkog peptida. Uvjet u kojem je Glu-C dodan u omjeru 1:5 u odnosu na

protein imao je najslabije signale triptickog peptida (Slika 8).
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Sastav glikana peptida
Slika 8. Usporedba apsolutnog intenziteta triptickog glikopeptida pri razgradnji kombinacijom enzima, s tripsinom u
omjeru 1:20 i Glu-C-em u razli¢itim omjerima (1:20, 1:10 i 1:5), vertikalna linija- standardna devijacija triplikata.

Sastav glikana izrazen u obliku NxHxSxFx, pri ¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin, H na heksozamin, S na
sijalinsku kiselinu, F na fukozu, a x na broj tih struktura u sastavu glikana.

Ovaj rezultat takoder je potvrden s Glu-C-em od drugog proizvodaca (Slika 9).
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Slika 9. Usporedba apsolutnog intenziteta triptickog glikopeptida pri razgradnji kombinacijom enzima, s tripsinom u
omjeru 1:20 i Glu-C-em drugog proizvodaca u razli¢itim omjerima (1:20, 1:10 i 1:5), vertikalna linija- standardna
devijacija triplikata. Sastav glikana izrazen u obliku NxHxSxFx, pri ¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin, H na
heksozamin, S na sijalinsku kiselinu, F na fukozu, a x na broj tih struktura u sastavu glikana.

Nadalje, kako bi se poboljsala u¢inkovitost razgradnje Glu-C-em u uvjetu kombinacije enzima,
Glu-C je dodan u uzorke u dvije porcije u krajnjem omjeru 1:5. Druga porcija enzima dodana je
nakon pet sati inkubacije pri 37 °C i nastavljena je preko no¢i. Ovaj uvjet usporeden je s
razgradnjom samo s tripsinom na osnovi relativnog udjela triptickog peptida
NLFL*"NHSE?!'NATAK izraZenog u postotcima (Slika 10). Relativni udio dobiven je nakon §to
je apsolutni intenzitet svakog triptickog glikopeptida normaliziran na apsolutni intenzitet peptida
haptoglobina, ¢iji je intenzitet bio usporediv u uzorcima u oba uvjeta. To je peptid
aminokiselinskog slijeda GSFPWQAK, mase 920,46252 m/z. Ucinkovitost razgradnje s
kombinacijom enzima padala je s rastom kompleksnosti glikana koji se nalaze na glikozilacijskim
mjestima Asn 207 1 Asn 211. Uz to, prisustvo fukoze u strukturi takoder je rezultiralo manjom
ucinkovitosti razgradnje. Tako, npr. najjednostavniji sastav glikana N8H10S3 na peptidu
NLFL?"NHSE?!'NATAK ima pribliZzno 60 puta manji udio u uzorcima s kombinacijom enzimom
u odnosu na uzorke sa samim tripsinom $to ukazuje na visoku uc¢inkovitost razgradnje tog peptida
s Glu-C-em. S druge strane, sastav N10H12S5, koji u strukturi sadrzi razgranatije glikane, ima
priblizno samo dva puta manji udio u uvjetu kombinacije enzima, Sto ukazuje na smanjenu
ucinkovitost razgradnje Glu-C-em. Ovakvi rezultati mogli bi se objasniti teSkom pristupacnoscu

mjesta cijepanja na peptidu za enzim. Interakcija proteina s enzimom moZe biti ometana
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Slika 10. Usporedba ucinkovitosti razgradnje tripsinom u omjeru 1:20 i kombinacijom tripsina u omjeru 1:20 i Glu-
C-a u omjeru 1:5 na osnovi triptickih glikopeptida NLFL207NHSE211NATAK; uvecani prikaz zadnjih devet
struktura u crvenom pravokutniku. Sastav glikana izrazen u obliku NxHxSxFx, pri ¢emu se N odnosi na N-
acetilheksozamin, H na heksozamin, S na sijalinsku kiselinu, F na fukozu, a x na broj tih struktura u sastavu glikana.
glikanskom strukturom koja se tu nalazi s obzirom na to da je glikozilacijsko mjesto odmah nakon
mjesta cijepanja u aminokiselinskom slijedu. Rezultati su pokazali da razgradnja kombinacijom
enzima nije potpuno uc¢inkovita i ovisna je o sastavu glikana. S obzirom na to da bi bilo tesko kroz
analizu pratiti stupanj neucinkovitosti razgradnje Glu-C-em 1 da na taj nacin profil glikana za
mjesto Asn 207 1 Asn 211 ne bi bio potpuno realan, za razgradnju proteina odabran je tripsin, iako
na taj nacin gubimo informacije o pojedinacnim glikanima na glikozilacijskim mjestima Asn 207
i Asn 211 1 umjesto toga dostupan je samo ukupni sastav glikana na glikopeptidu

NLFL*"NHSE*''"NATAK.

Nakon optimizacije koraka izolacije i proteolize, konacna metoda analize glikopeptida
haptoglobina sustavom LC-MS podrazumijeva izolaciju haptoglobina pomoc¢u 3 pL. zrnaca
oblozenih protutijelom na haptoglobin nanesenih sa 17 uL 1x PBS, pH 7,4 na Orochem plocicu s
96 jazica. Sljedeci korak u izolaciji je ispiranje sa 600 puL 1x PBS, pH 7,4. Nakon toga 5 puL plazme
ili seruma nanosi se na jazice u 100 pL 1x PBS, pH 7,4 i inkubira sa zrncima jedan sat pri sobnoj
temperaturi uz jednoli¢no mijesanje. Prije eluiranja haptoglobina sa zrnaca s 0,1 M formijatnom
kiselinom, jazice se ispiru sa 600 pL 1x PBS, pH 7,4 1 600 pL ultra Ciste vode na vakuum uredaju
za plocice, a potom se eluati suse u vakuum centrifugi 2,5 sata pri temperaturi od 50 °C. Proteoliza

ukljucuje sve korake opisane u poglavlju 2.3.2., a rezultat LC-MS analize opisane u poglavlju
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2.3.3. su tri skupine triptickih glikopeptida kromatografski razdvojene, ali grupirane na osnovi
aminokiselinskog slijeda pri slicnom retencijskom vremenu. Prvi se eluira tripticki peptid s dva
glikozilacijska mjesta NLFL?*’NHSE?!"NATAK, izmedu 2,5 i 3 minute, dok se druga dva peptida
s pojedinacnim glikozilacijskim mjestima eluiraju u razmaku manjem od jedne minute,
VVLHP?*’NYSQVDIGLIK izmedu 5 i 5,5 minuta, a MVSHH'3*“NLTTGATLINEQWLLTTAK
oko 6. minute (Slika 11).

3.1.3. N-glikoprofiliranje haptoglobina
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Slika 11. Kromatografsko razdvajanje skupina tripti¢kih glikopeptida haptoglobina s pet najzastupljenijih
predlozenih glikanskih struktura po skupini.

Fragmentacijski spektri glikopeptida filtrirani su na osnovi prethodno navedenih dijagnosti¢kih
iona u programu Data analysis. Peptid s glikozilacijskim mjestom Asn 184 potvrden je na osnovi
fragmenta peptida s N-acetilheksozaminom u dvostrukom naboju, 1441,7395 m/z. Masa za peptid
s dva glikozilacijska mjesta, Asn 207 i Asn 211, identificirana je u jednostrukom naboju,
1458,7536 m/z. Peptid s Cetvrtim glikozilacijskim mjestom, Asn 241 potvrden je na osnovi mase
peptida s N-acetilheksozaminom u dvostrukom naboju, 999,5490 m/z. Slika 12 — 14 prikazuju
fragmentacijske spektre za najzastupljeniji tripticki glikopeptid unutar svake skupine glikopeptida.
U desnom dijelu spektra vidljivi su fragmenti koji potvrduju o kojem glikanu se radi, a u lijevom

dijelu b 1 y ioni koji potvrduju aminokiselinski slijed peptida.
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Slika 12. Fragmentacijski spektar najzastupljenijeg glikopeptida unutar skupine glikopeptida s glikozilacijskim
mjestom Asn 184. y: y ioni peptida; b: b ioni peptida.

Uz fragmentacijske spektre, pregledani su i MS spektri u odgovaraju¢em retencijskom vremenu

gdje se na osnovi razlike u masi monosaharida izmedu prekursorskih iona lista analita nadopunila

glikanskim formama za svaku skupinu triptickih glikopeptida. Dodatno su provjerene mase iz

literaturnih podataka prethodno anotiranih struktura glikopeptida haptoglobina te je finalizirana

lista za relativnu kvantifikaciju (Tablica 3 -Tablica 5).

Tablica 3. Pregled anotiranih struktura na glikozilacijskom mjestu Asn 184. Sastav glikana izrazen u obliku
NxHxSxFx, pri ¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin (plavi kvadrat), H na heksozamin (zeleni i zuti krugovi), S
na sijalinsku kiselinu (ljubicasti dijamant), F na fukozu (crveni trokut), a x na broj tih struktura u sastavu glikana.

Monoizotopna masa ostalih naboja glikopeptida
GllkOZ'llaCI]Sko Sastav glikana N.lon(nzofopna masa Predlos struktura
mjesto glikopeptida [M+H]+ 3+ 4+ 5+
M£2H2* | [M+3H] [M+4H] [M+5H]
N4H5S1 4593,069 1531,695 1149,023 919,420 somoomE
N4H5S1F1 4739,127 1580,381 1185,537 948,631 ,&;»“
N4H5S2 4884,165 1628,726 1221,797 977,639 SCaoonn-
N4H5S2F1 5030,223 1677,412 1258,311 1006,850 :é:’“
NSH6S1 4958,201 1653,405 1240,306 992,446 Rt
3
= NSH6S2 5249,297 1750,437 1313,080 1050,665 et e
g
<
NSH6S2F1 5395,355 1349,594 1079,877 :é:)...«
NSH6S3 5540,392 1385,854 | 1108884 -
NSH6S3F1 5686,450 1422,368 1138,096 Egé:;.“
NGH7S2 5614,429 1404,363 1123,692 :@"
N6H7S3 5905,524 1477,137 1181,911 f@""
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Tablica 4. Pregled anotiranih ukupnih sastava glikana na glikozilacijskim mjestima Asn 207 1 Asn 211. Sastav glikana
izrazen u obliku NxHxSxFx, pri ¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin (plavi kvadrat), H na heksozamin(zeleni i
zuti krugovi), S na sijalinsku kiselinu (ljubiCasti dijamant), F na fukozu (crveni trokut), a x na broj tih struktura u
sastavu glikana.

o . Monoizotopna masa ostalih naboja glikopeptida
GllkOZ.llaCl]SkO Sastav glikana N.lonmzo.topna masa PredloZena struktura
mjesto glikopeptida [M+H]+ 34 4+ 5+
[M+2H2T | [M43H] [M+4H] [M+5H]
om{3ems-
N8H10S2 5868,278 - 1762,701 1322,277 1058,023 o ST
b e (Somn
N8H10S2F1 6014,336 - - 1358,792 1087,235 ﬁ: ]
5| oona-
R _ 3E
NSH10S2F2 5360,124 1395,306 1116,446 28 |sonn-
N8H10S3 5506,182 1395,051 1116,242 ol ‘
N8H10S3F1 5651,220 - - 1431,566 1145,454 pase 1
N8H10S3F2 5797,278 - - 1468,050 1174,666 et
*Oom
N8H10S4 5868,278 - - 1467,825 1174,461 petet
e
SO o
NSH10S4F1 6014,336 - - 1504,339 1203,673 3
SE|comn--
NOH11S1 5360,124 - 1787,380 1340,786 1072,831 ﬁz )
T —
N9H11S1F1 5506,182 - - 1377,301 1102,042 SE
S } s ) JR: o
NOH11S2 5651,220 1413,560 1131,050 4 ]
B - - > 5 pest 1 Sonn-
ok [Soma-
= NOH11S2F1 5797,278 - - 1450,075 1160,261 ]
8 $5E gomn-
=
= N9H11S3 5942,315 - - 1486,334 1189,269 som
S post-if=rs T %
Z gE{somn
NOH11S3F1 6088,373 - - 1522,849 1218,480 b= -
NOH11S4 6233,411 1559,108 1247,488 i )
=
ok [Soma-
NOH11S4F1 6379,468 - - 1595,623 1276,699 $oF
8 {gomn
g
NOH11S5 6524,506 - - 1631,882 1305,707 i —
T
NOH11S5F1 6670,564 - - 1668,396 1334,919 ﬁ\
S |oomn
NOH11S5F2 6816,622 - - 1704,911 1364,130 §E: )
Eleom
NI10H12S2 6016,352 - - 1504,843 1204,076 R .
$SE(Sonn-
Sonu-
N10H12S2F1 6162,410 - - 1541,358 1233,288 Sonn-
N10H12S3 6307,447 1577,617 1262,295 i
N10H12S3F1 6453,505 - - 1614,232 1291,507 : )
2 e
SO .
N10H1284 6598,543 - - 1650,391 1320,514 #i )
N10H12S4F1 6744,601 - - 1686,906 1349,726 +58 ; )
N10H12S5 6889,638 - - 1723,165 1378,733 ﬁ:
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Monoizotopna masa ostalih naboja glikopeptida
Glikozilacijsko . Monoizotopna masa I
. Sastav glikana . . Pr struktura
mjesto glikopeptida [M+H]+ 3+ 4+ 5+
M+2H2t | [M+3H] [M+4H] [M-+5H]
e
N10H12S5F1 7035,696 - - 1759,679 1407,945 pact & Semn-
N10H1286 7180,734 - - 1795,939 1436,953 £Eoonn
Raes 3
e
N10H12S6F1 7326,791 - - - 1466,164 #f
NI10H12S6F2 7472,849 - - - 1495,376 paits s
N %..
N11H13S84 6963,675 - - 1741,674 1393,541 :%“
ba
e
N11H13S4F1 7109,733 - - 1778,189 1422,752 :%I'
ba
:
o~ ba
g NI11H13S5 7254,770 - - - 1451,760 b
: i
[y
S >
< NI11H13S5F1 7400,828 - - - 1480,971 o %ﬂi
o
i
N11H13S6 7545,866 - - - 1509,979 e
.
>
[« ?E} -
N11H13S6F1 7691,924 - - - 1539,191 E
-
N12H1484 7328,807 - - - 1466,567 ::I:I@“ég
N12H14S5 7619,903 - - - 1524,786 gll@.'g
N12H14S6 7910,998 - - - 1583,005 EII@.“%E
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Slika 13. Fragmentacijski spektar najzastupljenijeg glikopeptida unutar skupine glikopeptida s dva glikozilacijska
mjesta Asn 207 i Asn 211. y: y ioni peptida; b: b ioni peptida.
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Tablica 5. Pregled anotiranih ukupnih sastava glikana na glikozilacijskom mjestu Asn 241. Sastav glikana izrazen u
obliku NxHxSxFx, pri ¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin (plavi kvadrat), H na heksozamin (zeleni i zuti
krugovi), S na sijalinsku kiselinu (ljubiCasti dijamant), F na fukozu (crveni trokut), a x na broj tih struktura u sastavu
glikana.

Monoizotopna masa ostalih naboja glikopeptida
Glikozilacijsko . Monoizotopna masa I
. Sastav glikana . . Pr struktura
mjesto glikopeptida [M+H]+ 2t 3+ 4+ 5+
[M+2H] [M-+3H] [M+4H] [M+5H]
H4N3S1 3343,556 1672,282 1115,190 836,644 669,517 O
N4H5S1 3708,688 - 1236,901 927,927 742,543 .
N4HSSIF1 3854,746 - 1285587 | 964,442 | 771,755 JSona
N4H5S2 3999,784 - 1333,933 1000,701 800,763 be-bee b
N4H5S2F1 4145,842 - 1382,619 | 1037.216 | 829,974 sokcona-
NSH6S1 4073,820 - 1358,612 | 1019211 | 815,570 JSr%aa-
N5H6S2 4364,916 - 1455,643 1091,984 | 873,789 oM un-
NSH6S2F1 4510,974 - 1504,320 | 1128,499 | 903,001 :%é).“
-
5 N5H6S3 4656,011 - 1552,675 | 1164758 | 932,008 o
E
NSH6S3F1 4802,069 - 1601,361 1201,273 | 961,220 E%;.“
NGH7S1 4438,953 - 1480,322 | 1110,494 | 888,59 @n
N6H7S2 4730,048 - 1577354 | 1183,267 | 946,815 :@H
NGH7S2F1 4876,106 - 1626,040 | 1219,782 | 976,027 é"
N6H7S3 5021,143 - 1674,386 | 1256,041 | 1005,034 E@’“
N6H7S3F1 5167,201 - 1723,072 | 1292,556 | 1034,246 %...
N6H7S4 5312,239 - 1771,418 | 1328,815 | 1063,254 @u‘
NGH7S4F1 5458,297 - - 1365,330 | 1092,465 @“‘
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Slika 14. Fragmentacijski spektar najzastupljenijeg glikopeptida unutar skupine glikopeptida s glikozilacijskim
mjestom Asn 241. y: y ioni peptida; b: b ioni peptida.
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3.1.4. Ponovljivost i obnovljivost metode

Relativna kvantifikacija glikopeptida haptoglobina u uzorcima standarda seruma i VisuConF
plazme napravljena je u LacyTools-u. Nakon kontrole kvalitete opisane u poglavlju 2.3.6.,
ponovljivost i obnovljivost metode procijenjena je na preostalim uzorcima, 41 od 46 uzoraka
standarda seruma i 50 od 56 uzoraka VisuCon plazme, kroz sedam vremenskih tocki. Prosjecna
vrijednost CV za sve kvantificirane glikopeptide u uzorcima standarda seruma za glikozilacijsko
mjesto Asn 184 bila je izmedu 4,54 % u petoj 1 12,18 % u Cetvrtoj vremenskoj tocki. Za
glikopeptide s dva glikozilacijska mjesta ponovljivost je bila najbolja u Sestoj vremenskoj tocki s
prosje¢nom vrijednosti CV-a za sve kvantificirane glikopeptide 8,35 %, dok je najve¢i CV od
14,24 % izracunat u trecoj vremenskoj tocki. Vrijednost CV-a za glikozilacijsko mjesto Asn 241
kretala se izmedu 12,151 23,8 %. Ponovljivost na uzorcima VisuCon plazme dala je sli¢ne
vrijednosti izmedu vremenskih tocaka pa je tako prosjecni CV po vremenskoj tocki bio u rasponu
6 — 10,77 % za Asn 184, 8,76 % — 13,96 % za Asn 207/Asn 211 i1 14,44 % — 25,04 % za Asn 241.
Prosjecna vrijednost CV-a za sve vremenske tocke bila je 7,56 % za Asn 184, 10,7 % za Asn
207/Asn 2111 16,71 % za Asn 241 u uzrocima standarda, a vrlo sli¢ne vrijednosti dobivene su i za
uzorke VisuCon plazme. Na osnovi navedenih vrijednosti mozemo zakljuciti da metoda za analizu
glikopeptida haptoglobina LC-MS metodom ima dobru ponovljivost i obnovljivost te je

primijenjena u sklopu primarnog istrazivanja.
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3.2. Razvoj metode za analizu ukupnih N-glikana haptoglobina tekuéinskom

kromatografijom ultravisoke djelotvornosti

U prethodnom poglavlju opisana je visokoproto¢na metoda za analizu glikozilacije haptoglobina
koja podrazumijeva izolaciju iz malog volumena pocetnog materijala, 5 pLL plazme ili seruma, a
slijedi je analiza svakog glikozilacijskog mjesta zasebno Sto daje detaljne informacije o
glikozilaciji proteina. Prije detaljnog uvida u glikozilaciju proteina, vrijedno je imati informaciju
o njegovim ukupnim N-glikanima i u tu svrhu kroz ovo istrazivanje razvijena je visokoprotocna
metoda analize ukupnog N-glikoma haptoglobina upotrebom UHPLC-FLD-a. Prije same analize
bilo je potrebno ispitati optimalnu koli¢inu izoliranog proteina za fluorescentnu detekciju, Sto je

ukljucivalo optimizaciju izolacije, deglikozilacije i obiljezavanja N-glikana haptoglobina.

3.2.1. Optimizacija obogacivanja

NaCl(M)

0,137 0,25 0,5
kDa |
250 | -
130 | s ‘
100 | wee | g | S
75 | -
55 | - ey - = B
35 —
25 o

- .,

15 |-
o
10

Slika 15. Cistoca eluata pri pro¢iséavanju s puferom razligite ionske jakosti (0,137; 0,25 1 0,5 M NaCl). Lanci
haptoglobina oznaceni na SDS-PAGE-u: teski B lanac te laki a; 1 o lanci. Preuzeto i prilagodeno iz Simunovi€ i sur.,
2022 (54).

Izolacija haptoglobina ispitana je na monolitnoj ploc¢ici na koju su imobilizirana protutijela na
haptoglobin. Monolitni nosa¢i u formatu ploc€ice s 96 jazica do sada su omogucili izolaciju
imunoglobulina G (IgG) (32), transferina (33) i fibrinogena iz krvne plazme (53). Glavna prednost
ovog pristupa je sposobnost izvodenja ujednacene 1 brze (gliko)proteinske izolacije na

visokoucinkovit nacin.
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Optimalni uvjeti za izolaciju postignuti su ispitivanjem razli¢itog volumena pocetnog materijala 1
povecanjem stupnja Cistoce dobivenog eluata. Ispitana su tri razli¢ita pocetna volumena plazme,
50, 100 1 200 pL. Koncentracije haptoglobina izoliranog iz plazme izmjerene na spektrofotometru
Nanodrop 8000 iznosile su: 0,04 pg/uL za 50, 0,19 pg/puL za 100 odnosno 0,24 ng/uL za izolaciju
iz 200 uL plazme. Volumen plazme od 100 uL odabran je kao pocetni volumen, budu¢i da je
izolacija iz 50 pL rezultirala malom koli¢inom proteina 1 posljedicno loSim signalima
fluorescencije, dok izolacija iz 200 pL nije donijela linearno povecanje koli¢ine izoliranog
haptoglobina.

Povecanje ionske jakosti pufera za ispiranje s 0,137 M, preko 0,25 M pa do najviSe koncentracije
od 0,5 M NaCl-a, rezultiralo je smanjenjem nespecificnog vezanja drugih proteina plazme pa tako
i kontaminacije albuminom i IgG-om, kao $to je procijenjeno na SDS-PAGE-u (Slika 15). Cistoéa
izoliranog haptoglobina ispranog s puferom najvece ispitane ionske jakosti (0,5 M NaCl) dodatno
je potvrdena proteomskom analizom u MaxQuant programu, kako je opisano u poglavlju 2.4.4.1.
1z rezultata (Tablica 6) vidljivo je kako je prosjecni ukupni intenzitet haptoglobina bio 82,59 %,
ukazujuéi na visoko obogacivanje haptoglobina nakon izolacije na anti-haptoglobin monolitnoj

plocici u jednom koraku izravno iz uzorka razrijedene plazme.

Tablica 6. MaxQuant analiza Cistoce eluata nakon izolacije na anti-haptoglobin plocici. Preuzeto i prilagodeno iz
Simunovi¢ i sur., 2022 (54).

Postotak ukupnog intenziteta (% ) Replikat 1 Replikat 2 Replikat 3 | Prosje¢na vrijednost
Haptoglobin 77,63 83,18 86,96 82,59
Apolipoprotein L1 1,44 1,81 1,74 1,66
Ig mu lanac C regija 1,5 1,18 1,45 1,38
C4b-vezujudi protein alfa lanac 1,05 1,7 0,75 1,17
Ostali glikozilirani kontaminanti 3,62 5,02 1,31 3,32
Ostali neglikozilirani kontaminanti 9,67 4,32 3,29 5,76
Kontaminanti intenziteta <1% 5,08 2,79 4,49 4,12

3.2.2. Optimizacija denaturacije, deglikozilacije i obiljezavanja

Metoda opisana u poglavlju 2.4.2., prethodno objavljena i primijenjena za denaturaciju,
deglikozilaciju 1 obiljezavanje IgG-a (55), ispitana je i za obiljezavanje N-glikana haptoglobina.
Rezultat je pokazao nizak intenzitet fluorescencije, nedovoljan za kvantifikaciju. Moguce
objasnjenje takvog rezultata moze biti nepotpuna denaturacija i deglikozilacija. Takoder, intenzitet
fluorescentnih signala prvenstveno ovisi o koli¢ini polaznog proteina i soli, kao i o izboru

fluorescentne boje (Keser et al., 2018). Prethodno su Mann i sur. pokazali kako deglikozilacija nije
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bila potpuna kod kompleksne glikozilacije proteina kao Sto je haptoglobin zbog uvjeta reakcije

(56).

¥
Slika 16. Ucinkovitost deglikozilacije pri razli¢itim uvjetima provjerena SDS-PAGE-om. Marker (jazica 1);
glikozilirani haptoglobin, 5 ug (jazica 2); deglikozilacija u vodi s 1,33 % SDS-om i 4 % igepal-CA630 u omjeru 1:1
(jazice 3, 4); deglikozilacija u 25 mM amonijevom formijatu (jazice 5,6) i vodi (jazice 7,8) s 0,4 % SDS-om i1 %
igepal-CA630 u omjeru 1:2,5. Preuzeto i prilagodeno iz Simunovié i sur., 2022 (54).

Uzimajuéi sve navedeno u obzir, optimizacija analize N-glikoma haptoglobina provedena je u
nekoliko koraka. Prvo su ispitani razli¢iti volumeni eluata za korak deglikozilacije i obiljezavanja
N-glikana 1 pokazalo se da 75 pL sadrzi optimalnu koli¢inu haptoglobina za daljnje korake. Zatim,
prema Mann i sur., naju¢inkovitiji postupak za oslobadanje N-glikana ukljucuje otapanje uzoraka
u 50 mM amonijevom formijatu, pH 8,5, koji sadrzi SDS, nakon Cega slijedi dodavanje izmedu
1% 11,5 % NP-40 (Mann et al., 1994.). Ispitivanje razli¢itih uvjeta denaturacije 1 deglikozilacije
pokazalo je da je najucinkovitije oslobadanje N-glikana upotrebom 0,4 % SDS-a 1 1 % Igepal-
CA630 u omjeru 1:2,5 uz dodatak 24 mU/uL enzima PNGase F (Slika 16, jazice 5-8). Otapanje
SDS-a u vodi (Slika 16, jazice 7-8) ili 25 mM amonijevom formijatu pH 8,0 (Slika 16, jazice 5-6)
nije imalo utjecaja na oslobadanje N-glikana. Prisutnost razliitth vrpci koje odgovaraju
deglikoziliranom B lancu haptoglobina upu¢uju na nepotpunu deglikozilaciju i mogu biti rezultat
nepotpunog oslobadanja N-glikana specificnih za odredeno glikozilacijsko mjesto. Stoga je vrpca
deglikoziliranog P lanca s najnizom masom od 35 kDa i uz pretpostavku najucinkovitijeg moguceg
oslobadanja N-glikana, tretirana tripsinom (57) i1 analizirana na razini glikopeptida kako bi se
procijenila u¢inkovitost deglikozilacije. Analiza glikopeptida pokazala je da samo glikozilacijsko
mjesto Asn 241 ostaje okupirano N-glikanima nakon deglikozilacije. S obzirom na to, napravljena

je analiza na triplikatima eluata haptoglobina koji su tretirani tripsinom, a potom je dio uzorka
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tretiran s PNGazom te je napravljena usporedba apsolutnog intenziteta glikopeptida u uzorcima
tretiranim samo tripsinom 1 onima tretiranima dodatno i PNGazom F. Apsolutni intenziteti
najzastupljenijeg glikopeptida po glikozilacijskom mjestu (Slika 17) nakon deglikozilacije

pomoc¢u PNGaze F prisutni su u najvecoj mjeri samo za Asn 241 bez obzira na varijaciju medu

triplikatima.
Asn 184 207/211 241
Glikan N4HSS2 N8H10S4 N4HS5S2
x10° x100 ] x10'
24,01 - 2,01
g 1,0+
E
= 2.0 1 1,04
= 4 ) A J
5 0,5
2
o
< 0 ' 0 | T A|L T O T T LI |
16 17 16 17 9 10 9 10 14 15 14 15
| Tripsin _| Tripsin + PNGaza F Vrijeme[min]

Slika 17. U¢inkovitost oslobadanja N-glikana haptoglobina usporedbom apsolutnog intenziteta najzastupljenijeg
glikopeptida po glikozilacijskom mjestu nakon tretiranja samo tripsinom i reakcije s tripsinom i PNGase F. Sastav
glikana izrazen u obliku NxHxSxFx, pri ¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin, H na heksozamin, S na sijalinsku
kiselinu, F na fukozu, a x na broj tih struktura u sastavu glikana. Preuzeto i prilagodeno iz Simunovié i sur., 2022
(54).

Objasnjenje ovakvih rezultata moze biti polozaj i nedostupnost glikozilacijskog mjesta enzimu ili
nedovoljna koli¢ina enzima. U tu svrhu, ispitana je povecana koncentracija PNGaze F i to 10 puta,
medutim, ovaj pristup nije poboljSao ucinkovitost oslobadanja N-glikana, tako da je u konacnoj

metodi koriSteno 24 mU/uL PNGaze F.

Intﬁ.‘ A Bl 90.03% c
x1074 ]
56.30%
1,0
96.89%
0,51
15.41% ]
M & b5

0 et T T

13 15 17 13 15 17 13 15 17

Vrijeme [min]
B ObiljeZeni glikani Neobiljezeni glikani Meduprodukti reakcije
Slika 18. Obiljezavanje N-glikana haptoglobina prokainamidom reakcijom reduktivne aminacije u jednom koraku —
A, u dva koraka — B i u dva koraka s dvostrukom koncentracijom prokainamida i 2-PB — C. Preuzeto i prilagodeno
iz Simunovi¢ i sur., 2022 (54).
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Obiljezavanje oslobodenih N-glikana ispitano je i1 s prokainamidom, jer je poznato da
obiljezavanje N-glikana ovom fluorescentnom bojom rezultira znacajno viSim intenzitetima
fluorescencije u usporedbi s tradicionalno koristenim 2-AB-om (44,58), §to je bio rezultat i u ovom
istrazivanju. Dodatno, usporedba obiljezavanja u jednom ili dva koraka pokazala je da
obiljezavanje u dva koraka ima prednost, jer na taj nacin u uzorku ne zaostaje intermedijarni
produkt reakcije reduktivne aminacije te je ukupna ucinkovitost obiljeZavanja znacajno veca (Slika
18A,B). Dvostruka koncentracija prokainamida i 2-PB-a rezultirala je dodatnim poboljSanjem

ucinkovitosti obiljeZavanja (Slika 18C).

0.4% SDS . R
65C 10 min 8 08 J‘ prokainamid %
5‘% 1% lgeml ) %D 7 65°C 1 sat @’i”}\'(/
s ’ -~
%Q [)LNATURAUJA Sc e OBILJEZAVANIE L
:) '

/'c?

2-pikolin boran
65°C 1.5 sat
37 min run SPE
o | - ———
Anotacija pikova “ | r UHPLC PROCISCAVANIE
UHPLC MS/MSANALIZA || ¢ | WU‘JU. ANALIZA kY /@)'L:NL/
A

Slika 19. Protokol za analizu N-glikoma haptoglobina UHPLC-om. Preuzeto i prilagodeno iz Simunovié i sur., 2022
(54)

Nakon ispitivanja uvjeta denaturacije i1 deglikozilacije haptoglobina te obiljezavanja njegovih N-
glikana, mozemo zakljuciti da optimalni uvjeti podrazumijevaju susenje 75 pL eluata haptoglobina
u vakuum centrifugi prije denaturacije. Korak denaturacije obuhvaca otapanje haptoglobina u
20 uL 0,4 % (v/v) SDS-a 1 inkubaciju pri 65 °C tijekom 10 minuta, a potom dodavanje 20 pL 1 %
Igepal-CA630 i nakon toga inkubaciju s 24 mU/uL enzima PNGase F u 5x PBS preko no¢i pri
37 °C. Sljede¢i korak ukljucuje fluorescentno obiljeZavanje N-glikana haptoglobina u dva koraka.
Prvi korak je inkubacija pri 65 °C jedan sat s 43,2 mg/mL prokainamida u 25 pL smjese
DMSO/octene kiseline (70:30, v/v), a nakon toga dodatnih sat i pol pri istoj temperaturi s
44,8 mg/mL 2-PB-a. Prije analize na UHPLC-u s fluorescentnim detektorom potrebno je napraviti

procis¢avanje obiljeZzenih N-glikana, kako je prethodno opisano u poglavlju 2.4.2 (Slika 19).
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3.2.3. Anotacija N-glikoma haptoglobina

GP 1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2627 28

PRUJEDLOG
STRUKTURE
(najzastupljenija
struktura u piku)

RETENCLISKO I T T | T I T T | T T T I T T T | T T T I T T I T 1
VRIJEME (min) g 10 12 14 16 18 20 22
m N-acetilglukozamin ©OGalaktoza ®Manoza e N-acetilneuraminska kiselina < Fukoza

Slika 20. PredloZena struktura svakog kromatografskog pika. Preuzeto i prilagodeno iz Simunovi¢ i sur., 2022 (54).

Fluorescentno obiljezeni N-glikani haptoglobina razdvojeni su u 28 kromatografskih pikova
metodom opisanom u poglavlju 2.4.3. (Slika 20). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da N-
glikom haptoglobina ¢ine uglavnom glikani kompleksnog tipa, s najve¢im udjelom diantenarnih
glikana, zatim triantenarnih glikana 1 malom zastupljenoS¢u tetraantenarnih glikana.
Najzastupljenija struktura u N-glikomu haptoglobina je potpuno sijalinizirani diantenarni glikan
bez fukoze i bez ra¢vajuceg N-acetilglukozamina, koji je takoder najzastupljenija N-glikanska
struktura u ukupnom N-glikomu seruma (59). Tablica 7 prikazuje sve anotirane strukture u
kromatografskim pikovima razdvojenim unutar 22 minute. Dobiveni rezultati podupiru prethodno
objavljene podatke o glikozilaciji haptoglobina (21), ali i proSiruju zbirku identificiranih
triantenarnih i tetraantenarnih struktura u usporedbi s prethodnom studijom o fluorescentno
obiljezenim N-glikanima haptoglobina (60). Repertoar neutralnih 1 nepotpuno galaktoziliranih
glikana u prethodnim studijama (60,61) Siri je u usporedbi s glikanima koje smo identificirali u
ovom istrazivanju. Medutim, manje kompleksni glikani objavljeni u radu O Flaherty i sur. nisu
potvrdeni i na razini glikopeptida (62—64) pa se njihova prisutnost u maloj koli¢ini moze objasniti
kontaminacijom drugim proteinima plazme, a djelomicno i razlikama u koristenim metodoloSkim

pristupima.
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Tablica 7. PredloZena struktura svakog kromatografskog pika. Sastav glikana izrazen u obliku NxHxSxFx, pri

¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin (plavi kvadrat), H na heksozamin (zeleni i Zuti krugovi), S na sijalinsku

kiselinu (ljubicasti dijamant), F na fukozu (crveni trokut), a x na broj tih struktura u sastavu glikana. Preuzeto i
prilagodeno iz Simunovi¢ i sur., 2022 (54).

. ) . Detektirana | Detektirana
Glikanski . Teoretska masa | Teoretska masa PredloZena ppm ppm
ik (GP) Glikan % M-+H]" M+2H”"  |struktura glikana| on masa M+H]" | (M+2H]
p [ 1 [ ] g [M+H]" [M42H]> [ I | I 1
1 N4H5 - 1860,781 930,894 g:}-*""* 1860,779 - -1,17 -
N5HS5F1 43,7 2209,918 1105,463 g?""“”‘ 2209,926 1105,479 3,62 14,47
2 N4H4S1 32,8 1989,824 995,415 ,0:}'"%*‘ 1989,823 995,437 -0,50 22,10
Y
N4H5F1 23,5 2006,839 1003,923 2:}" 2006,840 1003,939 0,50 15,94
N4H5S1 73,9 2151,877 1076,442 r\z:}ui 2151,874 1076,461 -1,19 17,72
3 N2H7 18,7 1778,728 889,867 .?“)’rpm 1778,732 - 2,25 -
1
N4H5F1 7.4 2006,839 1003,923 2::)“ 2006,832 - -3,49 -
4 N4HS5S1 - 2151,877 1076442 | & |omonommen | 2151873 | 1076450 | -1.66 | 1587
N4H5S1F1 81,8 2297,934 1149,471 *|$:>l‘w 2297,933 1149,490 -0,44 16,53
N5H6 7,7 2225913 1113,460 ;).::;\'“*’““‘ - 1113,477 - 15,27
5
N2HS8 5.4 1940,781 970,894 :E:).“%A 1940,777 - 2,06 -
__r
NSH5S1F1 5.1 2501,014 1251,011 43:';.,.% - 1251,014 - 2,40
6 N2HS8 - 1940,781 970,894 :b,.m 1940,778 - -1,55 -
7 NS5HSSI1F1 - 2501,014 1251,011 *\g_?*"’“”* 2500,998 1251,027 -6,40 12,79
N4H5S2 75.1 2442,972 1221990 | Somoemmre| 2442970 | 1222,006 | -081 | 1340
__r
8 N4H5S1F1 19 2297,934 1149,471 *{3}** 2297,921 1149,491 -5,86 17,51
N4H5S1 5,9 2151,877 1076,442 *\:}"* 2151,904 1076,459 12,75 15,87
N4H5S2 74,4 2442972 1221,990 x}"*?m“ 2442,965 1222,005 2,85 12,59
9 N4H5S1 20 2151,877 1076,442 *!Z.'}'** 2151,863 1076,461 -6,31 17,72
N5H6S1 5,6 2517,009 1259,008 *{%‘*""’* - 1259,013 - 3,96
10 N5H6S1 - 2517,009 1259,008 *E‘;?’“ 2516,981 1259,026 | -11,03 14,28
N4H5S2F1 94,2 2589,030 1295,019 g:}"i 2589,025 1295,033 -1,88 11,14
11 v
N4H5S1F1 5,8 2297,934 1149,471 4;’:}.“ - 1149,484 - 11,31
12 NSH5S2F1 - 2792,934 1396,558 :g_}:;./.\"l‘""" - 1396,572 - 10,02
N5H6S2 75,6 2808,104 1404,556 x*{%"‘”‘" 2808,117 1404,570 4,57 10,17
13 NS5H6SIF1 18 2663,067 1332,037 ~|§‘:">.;; - 1332,050 - 9,76
N5H6S1 6,3 2517,009 1259,008 »\%;ul i 1259.022 i .12
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Glikanski . Teoretska masa [ Teoretska masa PredloZena Detektirana | Detektirana ppm ppm
ik (GP) Glikan % M+H]" M+2H]*" |struktura glikana masa masa M+H]" | [M+2H]**
P [M+H] [M+2H] g e I e
N5H6S2 79,2 2808,104 1404,556 [ gﬂ* - 1404,569 - 9,45
14 Y
NSH6S2F1 20,8 2954,162 1477,585 W‘&nm - 1477,585 - 0,22
NsH6S2 94.4 2808,104 1404,556 *‘f'::}ui 2808080 | 1404567 | 861 | 803
15
N5H6S1 5.6 2517,009 1259,008 4%‘:}»}1%*\ - 1259,020 - 9.53
N5H6S2F1 79,5 2954,162 1477,585 2xk|§‘é;‘>‘“PwA 2954,167 1477,595 1,67 6,99
16
NGH7S1 20,5 2882,141 1441,574 k|%»rr - 1441,584 - 6,85
N5H6S3 66 3099,200 1550,103 g.:}'**"’“ - 1550,116 - 8,12
S A
17 NS5H6S2F1 28,3 2954,162 1477,585 w’%pwn - 1477,598 - 9,02
__r
N6H7SIF1 5.9 3028,199 1514,603 k‘%ﬂ} - 1514,590 - -8,58
NSH6S2F1 66,4 2954,162 1477,585  [oe- S:_E}uiw - 1477,599 - 9,70
18
N5H6S3 33,6 3099,200 1550,103 @’*"’"’A - 1550,110 - 4,24
N5H6S3 90,8 3099,200 1550,103 %)"P“’A - 1550,111 - 4,89
19
N5H6S2 9,2 2808,104 1404,556 2x»|$>’“?m _ 1404,566 _ 7,12
N6H7S2 443 3173,236 1587,122 W‘@“m - 1587,124 - 1,37
NSH6S3F1 342 3245,257 1623,132 E%é;)"m - 1623,137 - 2,85
20 v
N5H6S2F1 12,4 2954,162 1477,585 w’%,, - 1477,588 - 2,25
v
N6H7S1F1 9,1 3028,199 1514,603 ‘%ﬂlp . - 1514,617 - 9,24
o o
21 NS5H6S3F1 - 3245257 1623,132 wf‘w - 1623,137 - 2,85
NS5H6S3 90,8 3099,200 1550,103 %"‘P“" - 1550,112 - 5,54
22
N5H6S2 9,2 2808,104 1404,556  [po- gﬂ*"’“ - 1404,568 - 8,54
NSH6S3F1 84,6 3245257 1623,132 %).*; B 1623,138 - 3,47
v
23 NS5H6S2F1 7.9 2954,162 1477,585 w’%;)}.w - 1477,593 - 5,64
N6H7S2 7.5 3173,236 1587,122 2%‘@" - 1587,122 - 0,11

46



Detektirana | Detektirana
Glikanski . Teoretska masa | Teoretska masa PredloZena ppm ppm
ik (GP) Glikan % M-+H]" M+2H]** [struktura glikana masa masa M+H]" | [M+2H]**
P [M+H] [M+2H] g ey | sanp | MEHIT | DMe2H)
Y
NSH6S3F1 84,6 3245257 1623,132 %;),.pm - 1623,139 - 4,08
24 N6H7S3 29,9 3464,332 1732,670  [se- @-ilx - 1732,677 - 4,32
1
N6H7S2F 1 21,6 3319,294 1660,151 4%-1 - 1660,150 - 0,60
25 N5H6S3F2 - 3391,315 1696,165 g;).l - 1696,165 - 0,12
N6H7S3 55,1 3464,332 1732,670 ew|§l+w - 1732,666 - 2,03
26 \¢
N6H7S3F1 449 3610,390 1805,698 [, %,, - 1805,694 - 2,48
27 N6H7S4 - 3755,427 1878,217 @.—li’m/—\ _ 1878,216 _ -0,65
v
N6H7S3F1 40,1 3610,390 1805698 | @“ - 1805,694 2,48
N A
28 N6H7S4F1 33,7 3901,485 1951,246 - 1951,206 20,59
N6H7S4 26,2 3755,427 1878,217 @.ﬁm - 1878,204 7,04
3.2.4. Ponovljivost i obnovljivost metode

Ponovljivost i obnovljivost metode procijenjena je na replikatima analiziranim u sedam

vremenskih toc¢aka. Prosje¢ni CV za sve kromatografske pikove u razli¢itim vremenskim to¢kama

imao je vrijednosti u rasponu od najmanje 4,63 % u petoj, do najvece 9,17 % u Cetvrtoj vremenskoj

tocki, s prosjecnom vrijednosti od 5,97 %, ukazuju¢i na dobru preciznost metode. Kromatografski

pik GP9 imao je najmanju varijaciju kroz sve vremenske tocke s CV-em od 1,01 %, a GP20 je

imao najvisi CV od 13,83 %. GP9 ima najveci udio u N-glikomu haptoglobina i struktura koja je

anotirana u tom piku je diantenarni glikan s dvije sijalinske kiseline. S druge strane, vrlo mali udio

u kromatogramu otpada na GP20, na ¢ijem retencijskom vremenu se u najvecem postotku eluira

tetraantenarni glikan s dvije sijalinske kiseline. S obzirom na dobru ponovljivost i obnovljivost,

ova metoda je primijenjena u sklopu validacijskog istrazivanja.
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3.3. Analiza glikozilacije haptoglobina u kolorektalnom karcinomu

Prethodno opisane i optimirane visokoproto¢ne metode primijenjene su na uzorke plazme i seruma
primarnog, a potom 1 validacijskog istrazivanja u svrhu analize glikozilacije haptoglobina u

kolorektalnom karcinomu.
3.3.1. Primarno istraZivanje

Nakon analize u LacyTools-u i primjene parametara kontrole kvalitete, statisticka obrada
napravljena je na preostalim uzorcima: 175 pacijenata s dijagnozom kolorektalnog karcinoma i 82
uzorka prikupljenih nakon operacije te 161 kontrolnih uzoraka.

Reprezentativni uzorak iz skupine pacijenata s kolorektalnim karcinomom usporeden je s
reprezentativnim uzorkom kontrolne skupine 1 lista identificiranih glikopeptida bila je podjednaka
(Slika 21, Slika 22) i nisu pronadene jedinstvene strukture za odredenu skupinu. S obzirom na to,
napravljena je relativna kvantifikacija na analitima prethodno anotiranim za svako glikozilacijsko
mjesto. Ukupno je kvantificirano 66 analita, 11 za glikozilacijsko mjesto Asn 184, 39 za

glikopeptid s dva glikozilacijska mjesta Asn 207 1 Asn 211 1 16 za glikozilacijsko mjesto Asn 241.
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Slika 21 Usporedba profila glikozilacijskih mjesta Asn 184 1 Asn 241 izmedu reprezentativnih uzoraka skupine
pacijenata s kolorektalnim karcinomom i kontrolne skupine.
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Slika 22. Usporedba profila peptida s glikozilacijskim mjestima Asn 207 i Asn 211 izmedu reprezentativnih uzoraka
skupine pacijenata s kolorektalnim karcinomom i kontrolne skupine.

Nakon grupiranja pojedinacnih glikoformi svakog kvantificiranog glikopeptida na osnovi sli¢nosti
u glikanskoj strukturi, izraCunata su derivirana svojstva za pojedino glikozilacijsko mjesto, osam

deriviranih svojstava za Asn 184, dva za Asn 207 1 Asn 211 te devet za Asn 241.

FDR korekcijom odreden je prag zna¢ajnosti a = 3,55x10% i na osnovi toga znacajna povezanost
promjena na razini glikopeptida haptoglobina s kolorektalnim karcinomom uocena je na pet od
osam deriviranih svojstava za Asn 184, a na Sest od devet svojstava za glikozilacijsko mjesto Asn
241 (Tablica 8). Za glikopeptid koji u sebi sadrzi informaciju o dva glikozilacijska mjesta bilo je
moguce provjeriti povezanost na dva derivirana svojstva i oba su pokazala statisti¢ki znacajan
rezultat (Tablica 8).

Na glikozilacijskom mjestu Asn 184 bile su znacajne promjene u fukozilaciji i sijalinizaciji.
Fukozilacija sijaliniziranih diantenarnih (Asn184 AZ2SF) i triantenarnih glikana (Asn184 A3SF)
imala je znaCajno vise razine u skupini pacijenata s kolorektalnim karcinomom u odnosu na
kontrolnu skupinu. Takoder, sijalinizacija je pokazala isti trend promjena kod diantenarnih
(Asn184 A2S), triantenarnih (Asn184 A3S) i tetrantenarnih glikopeptida (Asn184 A4S), s viSom
razinom vrijednosti u kolorektalnom karcinomu. Promjene na ukupnim diantenarnim,

triantenarnim i tetraantenarnim glikanima nisu bile statisti¢ki znacajne.
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Buduc¢i da glikopeptid koji na sebi nosi dva glikozilacijska mjesta pruza informaciju o ukupnom
sastavu obje glikoforme, na razini deriviranih svojstava bilo je moguce evaluirati samo promjene
u ukupnoj fukozilaciji, ¢ije su povisene razine u kolorektalnom karcinomu bile statisti¢ki znacajne.
Rezultati za glikozilacijsko mjesto Asn 241 pokazali su takoder statisticki znac¢ajne promjene u
fukozilaciji diantenarnih glikana (Asn241 A2SF), ali ne i triantenarnih glikana (Asn241 A3SF).
Promjena kod diantenarnih glikana imala je suprotan trend u odnosu na glikozilacijsko mjesto Asn
184. Dodatno, za Asn 241 napravljena je i analiza fukozilacije tetraantenarnih glikana, ¢ija je
razina statisticki znacajno narasla u kolorektalnom karcinomu. Promjene u sijalinizaciji na ovom
glikozilacijskom mjestu imale su isti smjer kao 1 na glikozilacijskom mjestu Asn 184, ali su
statisticki znaCajne bile samo kod triantenarnih (Asn241 A3S) i tetraantenarnih glikana
(Asn241 A4S). Na Asn 241 uocene su promjene i u razgranatosti glikana, stoga su razine manje
razgranatih diantenarnih glikana (Asn241 OA2) bile vece u skupini s kolorektalnim karcinomom,

a razine vise razgranatih tetraantenarnih glikana (Asn 241 OA4) su se znacajno smanjile.

Tablica 8. Rezultati logisticke regresije primarnog istrazivanja. Opis deriviranog svojstva naveden u poglavlju 3.3.1.

Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Kolorektalni Kontrolna
. . . Omjer Interval Interval
Derivirano karcinom skupina . . . .
. s . C - B izgleda | pouzdanosti | pouzdanosti P p korigirano
svojstvo prosjecni relativni | prosjecni relativni
R : R ' (OR) 2,5 97,5
intenzitet (SD) intenzitet (SD)
Asnl184 A3SF 25,4 (10,07) 20,7 (7,77) 0,55 1,73 1,36 2,24 1,59x10°| 1,45%x10°
Asnl184 A2SF 4,11 (1,16) 3,59 (0,94) 0,50 1,65 1,30 2,14 7,39x107| 1,94x107
Asnl84 A3S 89,71 (3,08) 88,39 (3,1) 0,45 1,56 1,24 1,98 1,63x10™| 2,10x10
Asnl84 A4S 61,58 (1,86) 60,84 (1,83) 0,43 1,54 1,23 1,97 3,08x10™| 2,42x1072
Asnl84 A2S 88,44 (3,83) 87,19 (3,47) 0,34 1,40 1,12 1,77 3,41x107| 3,06x102
Asnl84_OA2 80,39 (4,14) 80,66 (3,71) -0,05 0,95 0,76 1,19 6,55x10"| 1,45%107
Asnl84 OA3 19,08 (3,95) 18,78 (3,61) 0,06 1,06 0,85 1,33 6,00x10"| 1,61x107
Asnl84 OA4 0,43 (0,17) 0,46 (0,18) -0,21 0,81 0,64 1,02 7.91x10| 1,77x107
Asn207.211_OF 35,31(5,89) 31,49 (5,3) 0,72 2,06 1,61 2,69 3,25x107%| 1,61x107
Asn207.211 OF0 57,77 (5,8) 61,39 (5,32) -0,70 0,50 0,38 0,64 8,47x10°| 4,84x10
Asn241_A3S 77,94 (2,44) 76,58 (2,19) 0,64 1,91 1,49 2,47 521x107| 8,06x107
Asn241 A4SF 39,45 (3,76) 36,7 (5,14) 0,64 1,89 1,48 2,46 8,90x107| 9,68x107
Asn241_OA4 6,5(1,23) 7,25 (1,62) -0,64 0,53 0,39 0,69 1,42x10°| 1,29x107
Asn241 A4S 78,37 (2,57) 76,46 (4,58) 0,60 1,82 1,39 2,43 2,46x10°| 1,61x107
Asm241_A2SF 6,25 (2,19) 7,27 (2,93) -0,41 0,67 0,52 0,84 9,61x107*| 2,74x10
Asn241 OA2 71,02 (3,53) 69,91 (3,41) 0,34 1,40 1,12 1,77 435x107| 3,23x107
Asm241_A3SF 12,16 (3,8) 11,51 (3,69) 0,18 1,20 0,96 1,51 1,17x107"| 4,19x107
Asn241 _OA3 22,44 (2,49) 22,78 (2,12) -0,16 0,86 0,69 1,07 1,68x107"| 4,35%x107
Asn241 A2S 95,6 (0,85) 95,56 (0,86) 0,03 1,03 0,83 1,28 7,79%10"| 5,00x1072

! nije korigirano na spolidob
SD - standardna devijacija

50



3.3.2. Validacijsko istrazivanje

Isti statisticki pristup primijenjen je i u analizi uzoraka prikupljenih u sklopu validacijskog
istrazivanja. Pri izraCunu deriviranih svojstava uzeta je u obzir najzastupljenija struktura u svakom
kromatografskom piku i u analizu je uvrSteno deset deriviranih svojstava. FDR korigirani prag
znadajnosti bio je a = 3,92x10 i na osnovi toga je sedam od deset svojstava pokazalo statisticki

znacajnu povezanost glikozilacije 1 kolorektalnog karcinoma (Tablica 9).

Tablica 9. Rezultati logisticke regresije validacijskog istrazivanja. Opis deriviranog svojstva naveden u poglavlju
3.3.2. Podebljane vrijednosti su statisticki znacajne.

Kolorektalni . .
.. . Kontrolna skupina Omijer Interval Interval
Derivirano karcinom o . . . . p
. .. | prosjecnirelativii B izgleda | pouzdanosti | pouzdanosti p U
svojstvo | prosjecni relativni ) Korigirano
. . 1 intenzitet (SD) (OR) 2,5 97,5
intenzitet (SD)
A28 85,24 (2,83) 83,10 (2,65) 0,85 2,35 1,90 2,95 3,79x10™| 3,57x10°
A3SF 48,49 (9,38) 41,51 (8,31) 0,84 231 1,87 290 |9.28x10™"%| 7,14x107
OFa 1,28 (0,62) 0,99 (0,42) 0,61 1,84 1,49 2,32 6.27x10° | 1,43x107
A3S 85,38 (2,83) 84,54 (1,43) 0,53 1,71 1,41 2,09 1,02x107 | 1,79x1072
OF 22,24 (5,08) 19,91 (3,97) 0,52 1,67 1,38 205 |343x107 | 2,50x107
OF0 77,76 (5,10) 80,09 (4,01) -0,51 0,60 0,49 0,73 4,48x 107 2,86><10'2
0A2 64,16 (5,56) 63,16 (4,10) 0,18 1,20 1,01 144 |445%107 | 3,93x107
OA3 35,49 (5,47) 36,46 (4,00) -0,18 0,83 0,69 100 |471x102 | 429x102
0A4 0.36 (0,16) 0,35 (0,16) 0,08 1,08 0,90 1,31 3,88x10! 4,64x10'2
A2SF 7,85 (1,98) 7,67 (2,06) 0,06 1,06 0,89 127 | 532x10" | 5.00x102

! nije korigirano na spoli dob

SD - standardna devijacija

Logisticka regresija napravljena unutar validacijskog istrazivanja pokazala je znac¢ajnu povezanost
razina manje razgranatih glikana, fukozilacije i sijalinizacije s kolorektalnim karcinomom. Manje
razgranati glikani, diantenarne strukture (OA2), imali su zna¢ajno povisene razine u kolorektalnom
karcinomu u odnosu na kontrolnu skupinu, dok promjene u vise razgranatim strukturama poput
triantenarnih (OA3) i tetraantenarnih (OA4) nisu pokazale statisticki znacajnu povezanost s ovim
patoloskim stanjem. Ukupna fukozilacija (OF), kao i fukozilacija sijaliniziranih triantenarnih
glikana (A3SF) znacajno je narasla u kolorektalnom karcinomu, $to se posljedi¢no odrazilo na
smanjenje razine glikana koji nemaju fukozu u svojoj strukturi (OF0). Pored toga, derivirano
svojstvo koje obuhvaca strukture s vise od jedne fukoze takoder je imalo trend rasta. Jedino

statisti¢ki znacajna povezanost nije uocena kod fukozilacije diantenarnih glikana (A2SF). Razine
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sijalinizacije bile su u znacajnom rastu i kod diantenarnih i triantenarnih glikana u skupini

pacijenata s kolorektalnim karcinomom u odnosu na kontrolnu skupinu.

3.3.3. Usporedba rezultata primarnog i validacijskog istrazivanja

Glikozilacija haptoglobina analizirana je s dva razlicita pristupa na dvije razlicite skupine uzoraka
koji su neovisno prikupljeni. Prvi pristup podrazumijevao je analizu pojedinog glikozilacijskog
mjesta haptoglobina, dok se kroz validacijsko istrazivanje analizirao N-glikom haptoglobina Sto
predstavlja sumu svih oslobodenih N-glikana glikoproteina. Pored toga, primijenjen je drugaciji
analitiki pristup, gdje je u primarnom istrazivanju koriSten spektrometar masa kao detektor i
sustav LC-MS, a u validacijskom istrazivanju metoda je ukljucivala fluorescencijsku detekciju
nakon razdvajanja glikanskih struktura UHPLC sustavom. Analiza primarne i validacijske studije
ortogonalnim analitickim metodama dodatni je osigura¢ da bioloski efekt izmjeren u ovom
istrazivanju zaista potjece od razlike izmedu dviju skupina, a da se ne radi o potencijalnom
prikrivenom efektu same analiticke procedure. Niz promjena u glikozilaciji izmedu skupina
pacijenata i zdravih kontrola koje su detektirane na pojedinom glikozilacijskom mjestu potvrdene
su u validacijskoj studiji provedenoj na razini ukupnih glikana.

Razgranatost glikana provjerena je na razini ukupnih diantenarnih (OA2), triantenarnih (OA3) i
tetraantenarnih (OA4) glikana. Razine diantenarnih i triantenarnih glikana imaju suprotan trend
promjene na glikozilacijskim mjestima Asn 184 1 Asn 241, s tim da ukupni glikani oslikavaju smjer
promjene koja je vidljiva na Asn 241. Medutim, statisticki znacajna je jedino promjena na ukupnim
diantenarnim glikanima vidljiva na Asn 241 pa tako 1 statisticki znacajno reflektirana na ukupni
N-glikom haptoglobina. S druge strane, smjer promjene tetrantenarnih glikana je isti na
glikozilacijskim mjestima Asn 184 1 Asn 241, na kojem je jedino 1 statisticki znacCajan, ali na
ukupnim N-glikanima, iako nije statisticki znacajan, smjer promjene je drugaciji. Moguce je da taj
smjer promjene dolazi s glikozilacijskih mjesta Asn 204 i Asn 211 za koje nemamo pojedinacnu

informaciju u ovoj studiji.
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Tablica 10. Izracun zajednickih deriviranih svojstava NAnt, NS, NF i SAnt. Sastav glikana izrazen u obliku NxHxSxFx, pri ¢emu se N odnosi na N-acetilheksozamin
(plavi kvadrat), H na heksozamin (zeleni i zuti krugovi), S na sijalinsku kiselinu (ljubicasti dijamant), F na fukozu (crveni trokut), a x na broj tih struktura u sastavu
glikana. GP predstavlja glikanski pik.

Derivirano Glikozilacijsko

‘ot ) Formula za dervirano svojstvo
SVojstvo mjesto

[2x(Asn184 N4HSS1+Asn184 N4HSSIFI+Asn184 NAH5S2+Asn184 N4HSS2F1)+3x(Asnl184 NSH6SI1+Asn184 NSH6S2+Asnl84
N5H6S2F1+Asn184 N5H6S3+Asn184 N5SH6S3F1)+4x(Asn184 N6H7S2+Asn184 N6H7S3)]
[[2%(Asn207.211_N8HI10S2+Asn207.211_NSHI10S2F1+Asn207.211_N8H10S2F2+Asn207.211_N8H10S3+Asn207.211_NSHI0S3F1+A
sn207.211_N8H10S3F2+Asn207.211 N8H10S4+Asn207.211 NSH10S4F1)+2.5x(Asn207.211_NOH11S1+Asn207.211_NOH11S1F1+As
n207.211_N9H11S2+Asn207.211 NOH11S2F1+Asn207.211_N9H11S3+Asn207.211 NOH11S3F1+Asn207.211_N9H11S4+Asn207.211
NAnt Asn 207211 NOH11S4F1+Asn207.211_NOH11S5+Asn207.211 N9H11S5F1+Asn207.211 NOHI1S5F2)+3x(Asn207.211 N10H12S2+Asn207.211 N

10H12S2F1+Asn207.211_N10H12S3+Asn207.211_N10H12S3F1+Asn207.211_N10H1284+Asn207.211_N10H12S4F1+Asn207.211_N1
z O OH1285+Asn207.211_N10H12S5F1+Asn207.211 N10H12S6+Asn207.211_N10H12S6F1+Asn207.211_N10HI12S6F2)+3.5%(Asn207.21
1_N11H13S4+Asn207.211_N11HI3S4F1+Asn207.211 N11H13S5+Asn207.211 N11H13S5F1+Asn207.211 N11H13S6+Asn207.211 N
Broj antena 11H13S6F1)+4x(Asn207.211 N12H14S4+Asn207.211 NI12H14S5+Asn207.211 N12H14S6)]
[2x(Asn241_N4H5S1+Asn241 N4H5SIF1+Asn241 N4H5S2+Asn241 N4H5S2F1)+3x(Asn241 N5H6S1+Asn241 N5H6S2+Asn241
Asn 241 NSH6S2F1+Asn241 N5SH6S3+Asn241 NSH6S3F1)+4x(Asn241 N6H7S1+Asn241 N6H7S2+Asn241 NGH7S2F1+

+Asn241 N6H7S3+Asn241 NG6H7S3F1+Asn241 N6H7S4+Asn241 NGHTS4F1)]
[1x(GP3+GP4+GP5+GP7+GP10)+2x(GP8+GPI+GP11+GP12+GP13+GP14+GP15+GP16+GP18)+
3x(GP17+GP19+GP21+GP22+GP23+GP24+GP25+GP26)+4x(GP27)]

Asn 184

ProA glycans

[1x(Asn184 N4HSSI1+Asn184 N4HSSIFI+Asnl84 NSH6SI)+2x(Asnl84 NAH5S2+Asn184 N4H5S2F1+Asnl84 NSH6S2+Asnl84
NSHGS2F 1+Asn184 N6H7S2)+ 3x(Asn184 N5H6S3+Asn184 N5SH6S3F1+Asn184 N6H7S3)]
[0.5%(Asn207.211_NOHI1S1+Asn207.211 N9HIISIF1)+1x(Asn207.211 NSH10S2+Asn207.211_NSHI0S2F1+Asn207.211_NSHI0S2F
2+Asn207.211_N9H11S2+Asn207.211_N9OH11S2F1+Asn207.211_N10H12S2+Asn207.211_N10H12S2F1)+1.5%(Asn207.211_NSH10S3
z ’_ +Asn207.211 NSHI10S3F1+Asn207.211 NSHI10S3F2+Asn207.211 N9H11S3+Asn207.211 NOH11S3F1+Asn207.211 N10HI12S3+Asn
Broj sijalinskih Asn 207.211 207.211_N10H12S3F1)+2x(Asn207.211_NSH10S4+Asn207.211 _N8H10S4F1+Asn207.211_NOH1184+Asn207.211_NOH11S4F1+Asn2

07.211_N10H12S4+Asn207.211_N10HI2S4F1+Asn207.211_N11H13S4+Asn207.211 N11HI3S4F1+Asn207.211 NI12H14S4)+2.5%(As

kiselina n207.211_N9H11S5+Asn207.211 NOH11S5F1+Asn207.211 NOH11S5F2+Asn207.211_N10H1285+Asn207.211_N10H12S5F1+Asn207

211 N11HI3S5+Asn207.211_N11HI3S5F1+Asn207.211_N12H1485)+3x(Asn207.211_N10HI2S6+Asn207.211_N10H12S6F1+Asn20
7.211_N10H12S6F2+Asn207.211_N11HI3S6+Asn207.211 N11HI3S6F1+Asn207.211_N12H14S6)]

Asn 184
NS
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[1x(Asn241_N4HS5S1+Asn241 N4HSS1F1+Asn241_N5H6S1+Asn241 N6H7S1)+2x(Asn241_N4HS5S2+Asn241 _N4HSS2F1+Asn241_

Asn 241 NSH6S2+Asn241 NSH6S2F1+Asn241 N6H7S2+Asn241 N6H7S2F1)+
3x(Asn241 _N5H6S3+Asn241 NSHGS3F1+Asn241 N6H7S3+Asn241 NGH7S3F1)+4x(Asn241 N6H7S4+Asn241 N6H7S4F1)]
[1x(GP3+GP4+GP5+GP7+GP10)+2x(GP8+GPI+GP11+GP12+GP13+GP14+GP15+GP16+GP18)+
ProA glycans
3x(GP17+GP19+GP21+GP22+GP23+GP24+GP25+GP26)+4x(GP27)]
Asn 184 1x(Asn184 N4HSSIF1+Asnl184 N4H5S2F1+Asn184 NSH6S2F1+Asn184 NSHGS3F1)
[0.5%(Asn207.211_N8HI10S2F1+N10Asn207.211_NSHI0S3F1+Asn207.211_NSHI10S4F1+Asn207.211_NOH11S1F1+Asn207.211_N9H
NF 11S2F1+Asn207.211_N9H11S3F1+Asn207.211_N9H11S4F1+Asn207.211_NOH11S5F1+Asn207.211_N10H12S2F1+Asn207.211_N10H
Asn 207.211 12S3F1+Asn207.211_N10H12S4F1+Asn207.211_N10H1285F1+Asn207.211_N10H12S6F1+Asn207.211_N11H13S4F1+Asn207.211 N
z ' ‘ 11H13S5F1+Asn207.211_N11H13S6F1)+1x(Asn207.211_N4H5S1F1+Asn207.211_N4H5S2F1+Asn207.211_NSH6S2F1+Asn207.211
N5HG6S3F1+Asn207.211_N6H7S2F1+Asn207.211 N6H7S3F1+Asn207.211 N6H7S4F1+Asn207.211_NSH10S3F2+Asn207.211_N9HI11
Broj fukoza S5F2+Asn207.211 N10H12SF2)+(2x(Asn207.211 N5H6S3F2)]
Asn 241 1x(Asn241 N4H5SIF1+Asn241 N4H5S2F1+Asn241 NSHGS2F1+Asn241 N5SH6S3F1+Asn241 N6H7S2F1+Asn241 _N6H7S3F1+Asn
241 N6H7S4F1)
ProA glycans 1x(GP5+GP7+GP11+GP12+GP16+GP18+GP21+GP23+GP24+GP25)+2xGP25
Asn 184
Asn 207.211
SAnt
Asn 241
NS/NAnt
Sijalinizacija po ProA glycans
anteni

54




Kontrolna skupina ~ mKolorektalni karcinom Postoperativni uzorci

Broj antena (NAnt) Broj sijalinskih kiselina (NS) Broj fukoza (NF) Sijalinizacija po anteni (SAnt)

245,00 4 215.00 40.00 95.00 4
24000 | 21000 N I I . 35.00 :

e 205.00 T 90.00

2 23500 o

s 20000 T 30.00

B 23000 :

B 195.00 * 25.00 85.00

S 22500

2 190.00

£ 22000 20.00

= 185.00 80.00

B 21500 4 15.00 *

g 180.00

5 200 175.00 10.00 I I 75.00 4

205.00 4

LG 5.00 I I

165.00 70.00
Asnl84  Asn207.211  Asn241 ProA Asnl84  Asn207.211  Asn241 ProA 0.00 Asnl84  Asn207.211  Asn241 ProA
glikani glikani Asnl84  Asn207211  Asn241  ProA glikani glikani

200.00

Slika 23. Usporedba rezultata primarnog i validacijskog istrazivanja.

Promjena u fukozilaciji sijaliniziranih diantenarnih glikana (A2SF) statisticki je znaCajna i na Asn
184 i Asn 241. Medutim, ova promjena je specifi¢na za glikozilacijsko mjesto jer se njen smjer
razlikuje na Asn 184 (raste u kolorektalnom karcinomu) i Asn 241 (opada u kolorektalnom
karcinomu). To je mogu¢i razlog zaSto promjene u razini A2SF nisu znacajne na razini ukupnih
glikana, jer se promjene na glikozilacijskim mjestima medusobno poniStavaju. Fukozilacija
sijaliniziranih triantenarnih glikana raste i na glikozilacijskim mjestima Asn 184 i Asn 241, kao i
na ukupnim glikanima te je statisticki znacajna za Asn 184 i ukupne N-glikane.

Sijalinizacija medu triantenarnim glikanima (A3S) haptoglobina znacajno je poviSena kako za
glikozilacijska mjesta Asn 184 1 Asn 241, tako i1 za ukupne N-glikane, medutim razina sijalinizacije
diantenarnih glikana (A2S) znacajno je poviSena samo na razini glikozilacijskog mjesta Asn 184 i
ukupnih N-glikana kod ispitanika s kolorektalnim karcinomom u odnosu na kontrolnu skupinu.
Nadalje, kako bi se jednostavnije usporedili dobiveni kompleksni podatci iz dvije studije, kreirana
su dodatna cCetiri zajedniCka derivirana svojstva za glikopeptide i obiljezene N-glikane. To su: broj
antena (NAnt), broj fukoza (NF), broj sijalinskih kiselina (NS) i sijalinizacija po anteni
(SAnt) (Tablica 10). Razina deriviranog svojstva NAnt niza je u skupini ispitanika s kolorektalnim
karcinomom u usporedbi s kontrolama na glikozilacijskim mjestima Asn 207/211, Asn 241 i na
ukupnom N-glikomu, dok su vise razine uoCene samo za Asn 184, ali statisticki znacajna
povezanost uo¢ena je samo s glikozilacijskim mjestom Asn 241. Promjene u NF svojstvu bile su
statisti¢ki znacajne za sva glikozilacijska mjesta, kao i za ukupne N—glikane, s tim da je Asn 241

jedino imalo smanjene razine ovog deriviranog svojstva u kolorektalnom karcinomu. PoviSene
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razine NS svojstva za glikozilacijsko mjesto Asn 184, Asn 207/Asn 211 1 ukupne N-glikane bile
su statisticki znac¢ajno povezane s kolorektalnim karcinomom, ali ne i1 za glikozilacijsko mjesto
Asn 241, na kojem vise razine u kolorektalnom karcinomu nisu bile statisticki znacajne. SAnt je
statistiCki znacajno veca u stanju kolorektalnog karcinoma na svim glikozilacijskim mjestima i
ukupnim N-glikanima. Ova analiza pokazuje da su odredene promjene specificne za
glikozilacijsko mjesto, a ukupni N-glikani oslikavaju promjene vidljive na vecini glikozilacijskih
mjesta (Slika 23). Promjene u razgranatosti glikana, fukozilacije i1 sijalinizacije uocene u
primarnom istrazivanju potvrdene su i u validacijskom istrazivanju. Metoda analize ukupnog N-
glikoma haptoglobina razvijena i1 primijenjena za validacijsko istraZzivanje, moze se koristiti za
preliminarnu provjeru promjena na razini glikozilacije haptoglobina. Za detaljnije informacije o
profilu svakog glikozilacijskog mjesta moguce je koristiti metodu razvijenu i1 primijenjenu u

primarnom istrazivanju.

3.3.4. Analiza postoperativnih uzoraka

U sklopu primarnog istrazivanja prikupljeno je 85 uzoraka prije 1 poslije operacije te je nakon
kontrole kvalitete relativne kvantifikacije preostalo 75 parova uzoraka za analizu. Analiza ovih
uzoraka napravljena je u GraphPad programu. Znacajne promjene uocene su kod 17 od 31
deriviranog svojstva). Fukozilacija i sijalinizacija (derivirana svojstva NF i NS) smanjile su se
nakon operacije na glikozilacijskim mjestima Asn 184 1 Asn 207/Asn211. U postoperativnim
uzorcima, razine sijalinizacije po anteni unutar diantenarnih i triantenarnih glikana na Asn 184,
kao i triantenarnih glikana na Asn 241 bile su nize. Sveukupno, ova promjena znacajna je za Asn

207/Asn211 i uocena je za Asn 184 u diantenarnim i triantenarnim sijaliniziranim glikanima.
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Slika 24. Analiza postoperativnih uzoraka. Prikazana su derivirana svojstva koja su statisticki znacajno razlicita prije i poslije operacije. Detaljan opis deriviranog
svojstva nalazi se u poglavlju 3.3.1.
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3.3.5. Glikozilacija haptoglobina u kolorektalnom karcinomu

Promjene u kolorektalnom karcinomu na razini N-glikoma plazme ili seruma analizirane su u nizu
studija. UoCena je povecana razgranatost i sijalinizaciji, te sniZzena razina srzne fukozilacije i
sniZzena razgranatost glikanskih struktura (29,30,65). Takoder, rezultati istrazivanja na tkivima 1
stani¢nim linijama potvrduju promjene u razgranatosti i sijalinizaciji dobivene na razini proteina
plazme. Dodatno, na toj razini opisan je 1 povecani udio oligomanoznih struktura, kao i srzne
fukozilacije, dok je s druge strane snizen udio rac¢vaju¢eg N-acetilglukozamina (9). Jedno od
kljuénih pitanja ostaje odrediti nosioce tih promjena na razini pojedinacnih proteina plazme.

Promjene u srznoj fukozilaciji mogu biti opisane kroz najzastupljenije protutijelo u plazmi,
imunoglobulina G, jer njegova glikozilacija u kolorektalnom karcinomu pokazuje povecane razine
srzne fukozilacije medu neutralnim glikanima dok su razine sniZene za sijalinizirane glikane (66).
S druge strane, povecane razine sijalinizacije u ukupnom N-glikomu plazme i seruma su
potencijalno rezultat promjena u glikozilaciji haptoglobina i upravo oslikavaju njegovu povisenu
sijalinizaciju $to je bio rezultat 1 u ovom provedenom istrazivanju. Povecana sijalinizacija moze
biti rezultat vece aktivnosti ST6Gall enzima ¢ija je ekspresija veca u stanicama kolorektalnog
karcinoma (67). lako se haptoglobin sintetizira prvenstveno u jetri, otkriven je i u niskim
koncentracijama u stanicama kolona dok su u stanju karcinoma te koncentracije povecane (68).
Osim $to je povecana ekspresija ST6Gall, takoder fukoziltransferaze (npr. FUT1-6 1 FUTS) imaju

povecanu aktivnost u stanicama kolona te to moze rezultirati pove¢anom fukozilacijom (69,70).

Povecana aktivnost enzima je karakteristika i drugih karcinoma i povezana je s napredovanjem
bolesti pa to moZe objasniti slicne promjene u sijalinizaciji i fukozilaciji haptoglobina i u drugim
karcinomima (70-72). Glikozilacija haptoglobina proucavana je do sada u karcinomima gusterace,
jetre, pluca, prostate, jajnika, zeluca i debelog crijeva (71). Prethodna istrazivanja navela su
fukozilirani haptoglobin kao dijagnosticki biljeg karcinoma gusterace, pri ¢emu je utvrdeno kako
je razina fukoziliranog haptoglobina veca u viSim stadijima karcinoma gusterace (73-76).
Povisena razina fukoziliranog haptoglobina zabiljeZena je i1 u karcinomu jetre (77-80), Zeluca
(63,81,82) i prostate (83—85). Karcinom plu¢a moze se razlikovati od kroni¢ne opstruktivne bolesti

pluca na osnovu srzne i antenarne fukozilacije tetrantenarnih glikanskih struktura (86).
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Prethodno su Park 1 suradnici potvrdili fukozu vezanu ol-3 ili ol-4 vezom s N-
acetilglukozaminom kao dominantnu strukturu u karcinomu kolona §to ih je uputilo na to da je al-
3/4 fukozilacija glikozilacijskog mjesta 241 na B lancu potencijalni biljeg ovog oboljenja (68). S
druge strane, ovi rezultati nisu potvrdeni kao statisticki znacajni u studiji Darebne i suradnika (87).
Nedostatak obje studije bio je mali broj analiziranih uzoraka. Medutim, kroz ovu doktorsku
disertaciju potvrdene su promjene u fukozilaciji na ve¢em broju i u dva seta uzoraka. S tim da je
na glikozilacijskom mjestu Asn 241 zapazeno da ukupna fukozilacija sijaliniziranih diantenarnih i
triantenarnih glikana ima suprotan trend promjene u odnosu na prethodnu studiju. Svakako bi
trebalo posebno analizirati srznu i antenarnu fukozilaciju jer mozda je to rezultat razli¢itog trenda.
Iz anotiranog kromatograma N-glikana u ovoj studiji mozemo primijetiti kako diantenarni glikani
¢eS¢e imaju srznu fukozu nego triantenarni u €ijoj je strukturi ¢eS¢e anotirana antenarna fukoza;
taj se trend poklapa s prethodno objavljenim rezultatima Park i suradnika. Takoder, Takeda i
suradnici su upotrebom lektina analizirali fukozilaciju haptoglobina i njenu ulogu u prognozi
kolorektalnog karcinoma te su dobili znac¢ajnu povezanost izmedu povisenih razina fukozilacije
haptoglobina i loSeg ishoda bolesti (88). Iako su kroz studiju koristili nespecificnu izolaciju
haptoglobina iz plazme i studija je napravljena na manjem broju uzoraka rezultati se poklapaju s

rezultatima dobivenim u ovom doktorskom radu.

S druge strane, poviSena sijalinizacija i fukozilacija mogu se objasniti akutnim odgovorom
organizma koji moze biti stimuliran aktivno$¢u citokina IL-6 pri ¢emu koncentracija proteina
akutne faze, pa tako i haptoglobina, jako raste (89,90), a uz povecanu ekspresiju prethodno
navedenih enzima moze do¢i i do promjena u glikozilaciji haptoglobina koje smo uocili u ovoj

studiji.

Dodatni aspekt na koji bi bilo dobro obratiti paznju u narednim studijama glikozilacije
haptoglobina svakako je i njegov fenotip (75). Struktura i funkcija haptoglobina razlikuju se medu
fenotipima, Sto ima utjecaj i1 na profil glikana (26), stoga bi u budu¢im istrazivanjima trebalo uzeti

u obzir i tu karakteristiku prilikom analize glikozilacije $to nije ucinjeno kroz ovu studiju.
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4. ZAKLJUCCI



Analiticke metode razvijene u sklopu ovog istrazivanja omogucuju ucinkovitu i1 brzu
imunoafinitetnu izolaciju 1 obogacivanje haptoglobina iz plazme ili seruma, te daljnju analizu
glikozilacije na razini glikopeptida i ukupnih N-glikana haptoglobina tehnikama LC-MS-a i
UHPLC-FLD-a.

Razvijene metode mogu se primijeniti na velikom broju uzoraka u istrazivanju nekog drugog
oboljenja ili populacijskim studijama. Analiza ukupnog N-glikoma haptoglobina omogucava
pregled i1 preliminarnu procjenu promjena u glikozilaciji ovog proteina. Detaljnije informacije

mogu se dobiti analizom svakog glikozilacijskog mjesta haptoglobina.

Generalno, promjene uocene u glikozilaciji haptoglobina u kolorektalnom karcinomu kroz ovo
istrazivanje su povecan udio manje razgranatih glikanskih struktura, povecana fukozilacija 1

sijalinizacija u skupini ispitanika s kolorektalnim karcinomom u odnosu na kontrolnu skupinu.

Iako su odredene promjene u glikozilaciji haptoglobina specifi¢ne za N-glikozilacijska mjesta,
vecina promjena je sli¢na izmedu glikozilacijskih mjesta i1 vidljiva je na ukupnim N-glikanima
haptoglobina, tako da su povisene razine diantenarnih glikana, fukozilacije i sijalinizacije dobivene

u primarnom istrazivanju replicirane i kroz validacijsko istrazivanje.

Glikozilacijsko mjesto Asn 184 imalo je statisticki znacajno povecanu fukozilaciju diantenarnih
sijaliniziranih 1 triantenarnih sijaliniziranih glikana, kao i sijalinizaciju diantenarnih, triantenarnih

1 tetraantenatrnih glikana u stanju kolorektalnog karcinoma.

Statisticki znaCajne poviSene razine na glikozilacijskom mjestu Asn 241 bile su u ukupnim
diantenarnim glikanima, njihovoj sijalinizaciji, te sijalinizaciji triantenarnih i tetrantenarnih
glikana, dok je fukozilacija diantenarnih glikana bila znacajno niza u kolorektalnom karcinomu u

odnosu na kontrolnu skupinu.

Ukupni N-glikani haptoglobina pacijenata s kolorektalnim karcinomom imali su poviSene razine
diantenarnih glikana te poviSenu razinu sijalinizacije na diantenarnim i triantenarnim glikanima.

Fukozilacija je bila znacajno viSa samo na triantenarnim sijaliniziranim glikanima.
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Razine fukozilacije i sijalinizacije u postoperativnih uzorcima bile su snizene u odnosu na uzorke
prikupljene prije operacije, Sto upucuje da se glikozilacija haptoglobina nakon operacije mijenja u

smjeru karakteristicnom za kontrolnu skupinu.
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SAZETAK
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sporadi¢no, ali moze imati i nasljednu komponentu. Otkrivanje novih, specifi¢nijih, u€inkovitijih i manje invazivnih
biljega kolorektalnog karcinoma unaprijedilo bi dijagnosticke i prognosti¢ke moguénosti u klinickoj praksi. Prethodna
istrazivanja pokazala su promjene u N-glikozilaciji proteina plazme u kolorektalnom karcinomu. Jedan od potencijalnih
nositelja tih promjena je haptoglobin, protein akutne faze, koji ima cetiri glikozilacijska mjesta u svojoj strukturi. U
ovom doktorskom radu razvijene su analiticke metode za analizu glikozilacije haptoglobina iz seruma ili plazme velikog
broja uzoraka na razini glikopeptida i ukupnih N-glikana. Primarno istrazivanje napravljeno je na 185 uzoraka seruma
ispitanika s kolorektalnim karcinomom i 185 kontrola prikupljenih u biobanci LUMC (engl. Leiden University Medical
Center) u Nizozemskoj. Analiza je napravljena specifi¢no za svako glikozilacijsko mjesto upotrebom spregnutog sustava
tekucinske kromatografije sa spektrometrijom masa. Validacijsko istrazivanje provedeno je na 224 uzorka plazme
ispitanika s kolorektalnim karcinomom i 269 kontrola. Ovi uzorci su prikupljeni u Klinickom bolni¢kom centru Sestre
milosrdnice u Zagrebu u Hrvatskoj. Ukupni N-glikom haptoglobina analiziran je na uzorcima validacijskog istrazivanja
metodom tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti s fluorescentnom detekcijom. Primjenom metode
logisticke regresije ispitana je znacajnost povezanosti promjena u glikozilaciji haptoglobina i stanja kolorektalnog
karcinoma. Statisticki znacajne promjene uocene su u povecanoj razini manje razgranatih glikanskih struktura, ukupnoj
fukozilaciji i sijalinizaciji. Iako su odredene promjene specificne za glikozilacijsko mjesto, rezultati primarnog
istrazivanja potvrdeni su u validacijskom istrazivanju. Promjene u fukozilaciji i sijalinizacji oslikavaju promjene
prethodno objavljene na ukupnim proteinima plazme.

Rad je pohranjen u Sredisnjoj knjiznici Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad sadrzi: 75 stranica, 24 graficka prikaza, 10 tablica i 91 literaturnih navoda. Izvornik je na hrvatskom
jeziku.

Kljuéne rijeci: kolorektalni karcinom, haptoglobin, N-glikozilacija, teku¢inska kromatografija, spektrometrija
masa

Mentor: dr. sc. Gordan Lauc, redoviti profesor u trajnom zvanju Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.

Ocjenjivaci: dr. sc. Sanja Dabelié¢, redovita profesorica Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.
dr. sc. Dunja Rogié, redovita profesorica Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.
dr. sc. Neven Ljubicié, redoviti profesor u trajnom zvanju Sveucilista u Zagrebu Medicinskog
fakulteta.

Rad prihvaéen: 17. sijeénja 2024.



Basic documentation card

University of Zagreb Doctoral dissertation
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Pharmaceutical-Biochemical Sciences

A. Kovacica 1, 10000 Zagreb, Croatia

HAPTOGLOBIN GLYCOSYLATION IN COLORECTAL CANCER

Jelena Simunovic

SUMMARY

Colorectal cancer is the second leading cause of cancer-related deaths both worldwide and in Croatia. It often occurs
sporadically but can also have a hereditary component. The development of new, more specific, effective, and less
invasive tools for colorectal cancer would enhance diagnostics and prognostics in clinical practice. Previously,
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