Utjecaj broja odmrzavanja i zamrzavanja te
temperature pohrane krvne plazme na N-glikane
ukupnih plazmatskih proteina i imunoglobulina G

Bogdanicé, Vedran

Master's thesis / Diplomski rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:796742

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-19

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:796742
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:42
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:42
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:42

Vedran Bogdani¢

Utjecaj broja odmrzavanja i zamrzavanja te
temperature pohrane krvne plazme na N-glikane
ukupnih plazmatskih proteina i imunoglobulina G

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, godina 2015.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Molekularna biologija s genetickim
inZenjerstvom Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden u Zavodu
za biokemiju 1 molekularnu biologiju pod stru¢nim vodstvom doc. dr. sc. Olge Gornik.

Zahvaljujem se, u prvom redu, svojoj mentorici doc. dr. sc. Olgi Gornik na velikom angazmanu,
stru¢nom vodstvu, savjetima, strpljenju i pomoc¢i pri izradi ovoga rada kao i doktoru Gorniku na
pomoéi pri pribavljanju uzoraka potrebnih za eksperiment. Takoder se posebno Zelim zahvaliti
doktorandima Tomi Keseru i Tamari Pavi¢ na bezrezervnoj pomoc¢i tijekom izrade rade, ugodnom
drustvu i korisnim savjetima tijekom rada u laboratoriju kao i svim djelatnicima Zavoda za
biokemiju i molekularnu biologiju.



SADRZAJ

1. UuvoD 1
1.1 GLIKOZILACIJA | GLIKANI 1
1.1.1 GLIKOPROTEINI 1
1.1.2 TOPOLOGIJA GLIKOZILACIJE PROTEINA SISAVACA 2
1.1.3 REGULACIJA GLIKOZILACIJE 3
1.1.4 GLIKANIMA REGULIRANI STANICNI MEHANIZMI 5
1.1.5 BOLESTI I GLIKOZILACIJA 6
1.2 ANALIZA GLIKANA TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM VRLO VISOKE
DJELOTVORNOSTI BAZIRANE NA HIDROFILNIM INTERAKCIJAMA 8
1.2.1 ANALIZA GLIKANSKIH STRUKTURA 8
2. OBRAZLOZENJE TEME 9
3. MATERIJALI | METODE 11
3.1 MATERIJALI 11
3.1.1 SOLI KISELINE, LUZINE 11
3.1.2 ORGANSKE KEMIKALIJE 11
3.1.3 BIOLOSKI MATERIJAL 11
3.1.4 OTOPINE | PUFERI 12
3.1.5 PRIBOR 13
3.2 METODA 13
3.2.1 PRIPREMA UZORAKA 13
3.2.2 ZAMRZAVANJE | ODMRZAVANJE KRVNE PLAZME 14
3.2.3 DEGLIKOZILACIJA PROTEINA 15
3.2.3.1 Priprema uzoraka i filter ploc¢ice od 10 kDa 15
3.2.3.2 lzolacija 1gG-a pomocu protein G plocice 15
3.2.3.3 Vezanje 1gG-a i njegovo ispiranje 16
3.2.3.4 Eluacija lgG-a 16
3.2.3.5 Regeneracija i ¢uvanje protein G plocice 16
3.2.3.6 Deglikozilacija proteina 17
3.2.3.7 Deglikozilacija 17
3.24 OBILJEZAVANJE GLIKANA 17
3.2.4.1 Sakupljanje glikana 17
3.2.4.2 Priprema 2-AB otopine za obiljezavanje glikana 18
3.2.4.3 Obiljezavanje N-glikana derivatizacijom 18
3.2.4.4 Priprema GHP plocice 18
3.2.4.5 Prodi$éavanje 2-AB obiljezenih N-glikana 18
3.2.4.6 _Eluiranje obiljezenih N-glikana 19
3.2.4.7 Analiza derivata glikana HILIC-UPLC metodom (Hidrophilic Interaction Liquid
Chromatography - Ultra Performance Liquid Chromatography) 19
4, REZULTATI | RASPRAVA 21
5. ZAKLJUCCI 31
6. LITERATURA 32
7. SAZETAK 36
8. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA 38




1. UvOD

1.1 GLIKOZILACIJA | GLIKANI

1.1.1 GLIKOPROTEINI

Glikoproteini su kompleksni glikokonjugati koji se sastoje od srznog polipeptida i kovalentno
vezanih glikanskih lanaca koji imaju vitalnu funkciju u raznim bioloskim procesima poput
stani¢ne proliferacije, adhezije stanica, aktivacije receptora, prijenosa signala, diferencijacije,
upale, imunosnog odgovora i regeneracije tkiva (Hoshi i sur., 2012). Gotovo svi membranski i
sekretorni proteini (Apweiler i sur., 1999), kao i mnogi citoplazmatski proteini (Hart i sur.,
2007) su glikozilirani. Sekvenciranje cjelokupnog ljudskog genoma je bilo kolosalno
postignuce, no otkri¢e da broj ljudskih gena ne nadmasuje znatno broj gena jednostani¢nih
organizama koji su neusporedivo jednostavniji od filogenetski naprednijih organizama je bilo
iznenadenje i sasvim neocekivano otkri¢e bududéi da je ljudski organizam evidentno daleko
kompleksniji od obi¢ne bakterije pa se moglo pogresno pretpostaviti da se kompleksnost
bazira isklju¢ivo na broju gena organizma. Ovo otkri¢e dovelo je do promjene paradigme i
bitno drugacijeg pogleda na gene i njima kodirane proteine koji obavljaju veliki broj
jednostavnih procesa u kompleksnom i visoko rereguliranom eukariotskom organizmu u
kojem glikozilacija, ali i ostale postranslacijske modifikacije, epigenetski faktori,
nekodiraju¢a DNK, ali brojni i dalje nedovoljno istrazeni faktori grade punu slozenost zivota
na zemlji.

Pretpostavka da je funkcija svakog proteina odredena njegovom strukturom, koja je pak
definirana redoslijedom nukleotida u korespondiraju¢em genu, i dalje je srediSnja dogma
biologije, no u svijetlu novih otkri¢a znamo da je struktura glikana odredena kompleksnim
medudjelovanjem svih proteina koji sudjeluju u procesu sinteze glikana, genetskim
polimorfizmima uklju€enih gena, regulacijom genske ekspresije 1 aktivno$¢u enzima tijekom
procesa glikozilacije koji zajednicki odreduju kona¢nu strukturu glikana (Gornik i sur., 2011).
I jos mnogi dodatni mehanizmi poput primjerice specifi¢ne intracelularne lokalizacije procesa
ili kompeticija sa endogenim akceptorima supstrata i varijabilna dostupnost monosaharidnih
supstrata takoder mogu utjecati na kona¢nu strukturu glikana (Ohtsubo i Marth, 2006).
Karakterizacija i odredivanje glikozilacije plazmatskih proteina je izazovan zadatak zbog
heterogenosti samih glikanskih struktura, ali i dodatno otezan sli¢nim fizikalno-kemijskim
karakteristikama glikana pa su glavne metode analize glikana HILIC (kromatografija bazirana
na hidrofilnim interakcijama) u obliku tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti, CE



(kapilarna elektroforeza), MS (masena spektrometrija). Analizi N-glikana obi¢no prethodi
enzimatsko kidanje glikanske strukture s proteina pomocu peptid N-glikozidaze F,
oznacavanje oslobodenih glikana fluorescentnom oznakom poput 2-aminobenzamida i

separacija kromatografskom metodom.

1.1.2 TOPOLOGUA GLIKOZILACIJE PROTEINA SISAVACA

U procesima glikozilacije kod sisavaca sudjeluje ukupno devet monosaharida koji
nastaju visoko konzerviranim biosintetskim putevima iz Se¢era normalno prisutnih u hrani.
Nije zapazeno da suplementacija prehrane odredenim monosaharidima pridonosi zdravlju ili
terapiji bolesti, osim u slu¢aju nekih od rijetkih genetskih bolesti glikozilacije koje su prvotno
nazvane glikoproteinski sindromi ugljikohidratne deficijencije, a danas kongenitalni
poremecaji glikozilacije (CDG). Pa je tako kod primjerice bolesti deficijencije manoza-fosfat
izomeraze (MPI-CDG) dnevnom suplementacijom manoze moguce eliminirati simptome
bolesti koji na sre¢u zahvacaju samo gastrointestinalni trakt za razliku od defekta
fosfomanomutaze (PMM2-CDG) koji ukljucuje i teske neuroloske defekte $to je mozda
neobi¢no da usprkos bliskosti dvije reakcije u biosintezi manoze-1-fosfata svjedo¢imo
drasti¢no razli¢itim simptomima (Thierry 2011). Strukturalna raznovrsnost i razgranatost N-
glikoma sisavaca nastaje tijekom njihove sinteze koja zapoc€inje na membrani
endoplazmatskog retikuluma sintezom GIcNAc2Man5 na citosolnoj strani endoplazmatskog
retikuluma, zatim dolazi do translokacije na luminalnu stranu ER i nastavka sinteze na
lipidnom nosacu dolikol-pirofosfata. Svi N-glikani imaju istu glikansku jezgru Mana.1—
6(Manal1-3)Manf1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr i klasificiramo ih u tri glavne
skupine: oligomanoznu jer su samo manozni ostaci vezani na glikansku jezgru; kompleksnu
skupinu u kojoj od dvije ili viSe grana, barem jedna biva sintetizirana
acetilglukozaminiltransferazama te hibridnu skupinu kod koje su ostaci manoze vezani samo
na Mana1-6 ruku Secerne baze 1 dodatna jedna ili dvije antene sa raznim Se¢ernim ostacima

na Manao.1-3 ruku (Gornik i Lauc, 2008).
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Slika 1: Tipovi N- vezanih oligosaharida: oligomanozni, kompleksni i hibridni. Slika je preuzeta sa
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Glikozilacijom proteina nastaju N-vezani glikoproteini, ali i O-vezani glikoproteini i
glikozaminoglikani (proteoglikani). Takoder je poznata i glikozilacija lipida kojom nastaju
glikolipidi, ukljucujuéi i gangliozide povezane sa sijalinskom kiselinom (Maccioni i sur.,
2002). N-vezani glikani nastaju vezanjem na asparaginski ostatak proteina u sekvenci oblika
Asn-X-Ser/Thr, dok su O-vezani glikani spojeni na serinski ili treoninski ostatak (Yan i sur.,
2005). Kod glikozaminoglikana, odnosno proteglikana, takoder dolazi do povezivanja na
serinski ili treoninski ostatak, no posebnost glikozaminoglikana je u tome Sto su linearni,
nastaju posebnim biosintetskim putem i ¢esto su visokosulfurirani (Esko i sur., 2002).
Zanimljivo je spomenuti i glikozaminoglikan hijaluronan odnosno hijaluronsku kiselinu koja
je specifi¢na po tome §to nije sulfurirana i nastaje u plazmatskoj membrani, a ne u
Golgijevom aparatu i kao bitna komponenta ekstracelularnog matriksa dopridonosi
proliferaciji i migraciji stanica (Weigel i sur., 1997). Iznimka od pravila glikozilacije je
glikozilacija lizinskih, triptofanskih i tirozinskih ostataka pojedinih proteina, primjerice prvog
otkrivenog glikoproteina glikogena na ¢iji je srzni protein glikogenin vezano i do 30 000
molekula glukoze. Osim inherentne varijabilnosti, glikanske strukture mogu biti i dodatno

modificirane acetiltransferazama i sulfotransferazama koje dodaju acetilne odnosno sulfo



skupine na odredene Secerne ostatke u glikanima 1 pritom moduliraju funkciju kroz
modifikaciju strukture (Fukuda i sur., 2001).

Glikozilacija nije bitna samo u sekretornom biosintetskom putu, nego i kod mnogih
intracelularnih, pa 1 nuklearnih proteina. Primjerice kod vec¢ine eukariotskih organizama je
naden O-GlcNac (N-acetilglukozamin) vezan na serinski ili treoninski ostatak. Regulirana
citoplazmatska N-acetilglukozaminidaza opetovano veze O-GlcNac na predvidena mjesta na
proteinima, ili te aminokiselinske ostatke ostavlja slobodne za primjerice fosforilaciju. Ta
visoko regulirana posttranslacijska modifikacija direktno regulira transkripciju i translaciju
preko regulacije aktivnosti transkripcijskih faktora (Zachara i sur., 2004). Vazno je razlikovati
glukuronidaciju od glikozilacije sekretornih i citoplazmatskih proteina. Glukuronidacija je
naime proces vezanja samo jedne molekule glukuronske kiseline najéesée na ksenobiotike
kojom nastaju glukuronidi koji su tada tipi¢no solubilniji od ishodi$ne molekule pa lakse
bivaju eliminirani iz organizma urinom (Tukey, 2000). Takoder treba razlikovati i glikaciju
koja oznacava neenzimsko i nasumi¢no vezanje Secera povezano s odredenim bolestima
buduéi da dugo zivu¢e molekule mogu akumulirati znatna oStecenja vezanjem najcesée
fruktoze i galaktoze koje imaju veci potencijal vezanja od recimo glukoze. Primjerice kod
dijabetesa se kao pouzdan marker dugoro¢ne regulacije koncentracije glukoze u krvi pokazao

glicirani hemoglobin HbAlc ¢ija povisena vrijednost ukazuje na losu kontrolu dijabetesa.

1.1.3 REGULACHNA GLIKOZILACIJE

Glikoziltransferaze stvaraju glikane, a glukozidaze kidaju glikanske veze, no medudjelovanje
oba dva tipa enzima je bitno za kona¢nu strukturu glikana. Sljedec¢i korak u glikozilaciji nije
nasumican i nepredvidiv nego Cesto ovisi o ve¢ stvorenoj glikanskoj strukturi (Schachter,
2000). Postoji velik broj izoenzima glikoziltransferaza i upravo na tome se bazira lepeza
razli¢itih glikanskih struktura. Glikozilacija u sekretornom biosintetskom putu je dinamic¢an
proces moduliran kroz viSe mehanizama koji utje¢u na ekspresiju i strukturu
glikoziltransferaza i glukozidaza, no nisu jos uvijek do kraja razjasnjeni. Ekspresija glikana je
regulirana na posttranskripcijskoj i posttranslacijskoj razini, no bez promjene enzimatske
aktivnosti jer su i glikoziltransferaze i glukozidaze konstitutivno aktivne. Neke i same moraju
biti glikozilirane da bi bile aktivne §to pretpostavlja zapravo mehanizam kataliticke regulacije.
No, 1 pristup supstratima moZe utjecati na stvaranje glikana kroz razli¢itu unutarstani¢nu
lokalizaciju glikoziltransferaza i glukozidaza. Primjerice gubitkom nekih Saperona i
viSeproteinskih kompleksa odgovornih za transport glikoziltransferaza izmedu

endoplazmatskog retikuluma i Golgijevog aparata uzrokuje znatne promjene u glikomu (Wu i
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sur., 2004). Jos jedan moguci nacin regulacije je fosforilacija njihovih citoplazmatskih repova
Sto bi moglo dovesti do modulacije dostupnosti supstrata. Tako primjerice oksogvanin DNK
glikozilaza (OGGL1) inicira popravak 8-oksogvanina koji je ozbiljno oksidativno osteéenje
DNK, a ¢ije djelovanje je modulirano forsforilacijom (Hu i sur., 2005). Medu
glikoziltransferazama koje stvaraju razliCite glikozidne veze postoji kompeticija za supstrat,
pa tako postoje glikoziltransferaze razliCitog afiniteta za nukleotidni donor Secera, a jednaku
specificnost za akceptor supstrata; ali i one razliitog afiniteta za akceptor pa ovisno o tome
koji enzim prvi modificira supstrat, moze usmjeriti glikozilaciju bilo u jednom, bilo u drugom
smjeru (Priatel i sur., 2000). Mogu¢nost rapidnog stvaranja raznolikih novih struktura bez
promjena u genomu je velika evolucijska prednost visih eukariota sa niskim reproduktivnim
potencijalom u usporedbi sa virusima pa i bakterijama (Varki, 2006). Siroku kontrolu nad
sintezom glikana moze se posti¢i kontrolom biosinteze i raspolozivosti nukleotidnih donora
Secera-blokada njihove biosinteze ili gubitak specifi¢nih transportera iz endoplazmatkog
retikuluma ili Golgijevog aparata mogu onemoguditi stvaranje glikana koji sadrze primjerice
fukozu ili sijalinsku kiselinu (Schwarzkopf i sur., 2002). Aktivirane nukleotidne Secere
potrebno je iz citoplazme transportirati do Golgijevog aparata antiportom pomocu serije
energetski neovisnih transportera koji uvoze nukleozid difosfate, a izvoze nukleozid
monofosfate natrag u citoplazmu (Liu i sur., 2010). Ovakvi transporteri mogu biti visoko
specifi¢ni i prebacivati samo jedan supstrat ili selektivni prema nekoliko supstrata koji mogu
graditi i razli¢ite tipove glikana (Caffaro i sur., 2008).

1.1.4 GLIKANIMA REGULIRANI STANICNI MEHANIZMI

Glikani direktno sudjeluju u mnogim stani¢énim mehanizmima vezanjem na lektine i
sterickom modulacijom interakcija. Danas su poznate mnoge uloge glikana, a neke su nastale
rano u evoluciji viSestani¢nih organizama i zanimljivije medu njima su navedene u nastavku
teksta. Vezanje lektina moze potaknuti adheziju medu stanicama kod primitivnih
viSestani¢nih organizama poput spuzvi. Primjerice prosijavanjem spuzve na pojedinacne
stanice, one su u stanju ponovno se povezati te oformiti intaktni izvorni organizam. Funkciju
lektina u adheziji stanica sisavaca moze se zorno predociti preko selektina odnosno uloge
njihovih glikanskih liganda u vezanju leukocita, dakle u homeostazi imunoloskog sustava i
upalnom odgovoru (Rosen, 2004).

Vise studija je potvrdilo da selektini sudjeluju u takozvanom kotrljanju neutrofila, monocita i

limfocita po endotelu koje prethodi ahdeziji i dijapedezi stanice prema mjestu upale. Selektini
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se svojom aminoterminalnom ekstracelularnom lektinskom domenom vezu na specifi¢ne
glikanske ligande i ova interakcija je specifi¢na za leukocite 1 vaskularni endotel (Tedder i
sur., 1995). Glikozilacija je takoder bitna za razvoj embrija jer nepravilna ili nepotpuna
glikozilacija ¢esto dovodi do bolesti, a gubitkom nekih glikana onemoguéena je i sama
oplodnja (Okabe 2013). Enzimi potrebni za stvaranje nekih glikana poput komplesknog i
hibridnog tipa N-glikana kao i nekih O-glikana su se pokazali nepotrebnima za uspje$nu
fertilizaciju. To nas navodi na zakljucak da su glikoproteini bitni za proces fertilizacije, ali ne
i presudni (Williams i sur., 2007; Shi i sur., 2004).

Sposobnost lektina sisavaca da razlikuju stanice vlastitog organizma od uljeza poput bakterija
i gljivica takoder se temelji na glikanima, pa tako urodeni imunosni sustav aktivacijom Toll-
like receptora raspoznaje bakterijske glikanske ligande (Barton i Medzhitov, 2003). Skoro da i
nema receptora koji na neki nacin ne ukljucuje glikoproteine, bilo da su same domene
receptora glikozilirane, ligandi koji se na njih vezu ili pak koregulacijske molekule potrebne
za funkcioniranje receptora. Nadalje, glikani stvoreni u Golgijevom aparatu moduliraju
endocitozu membranskih glikoproteina i tako mogu modulirati ekspresiju samih receptora i
stani¢nu singalizaciju (Partridge i sur., 2004). Takoder je zanimljivo spomenuti da i sve
molekule imunoglobulina G sadrZe N-glikane koju moduliraju njihovu biolosku aktivnost. U
prosjeku preko 95% IgG-a sadrzi srznu fukozu koja je svojevrsni osigura¢ koji onemogucava
protutijelom aktiviranu stani¢nu toksi¢nost. Dok manjem broju 1IgG molekula ta srzna fukoza
nedostaje te su u tom sluc¢aju i do 100 puta efikasnije u iniciranju antitijelom aktivirane
stani¢ne toksi¢nosti, a upravo to saznanje je iskoristeno u stvaranju terapeutskih
monoklonskih antitijela (Gornik i sur., 2012; Shan i sur.,2012). Glikani prisutni u organizmu
mogu takoder sluziti kao autoantigeni odnosno endogeni ligandi za CD1d u stvaranju i
selekciji prirodnih stanica ubojica (NKT stanica) u timusu. Budu¢i da odredene lizosomske
bolesti nakupljanja dovode do izostanka ili oslabljenog djelovanja prirodnih stanica ubojica,
znamo da su lizosomima obradeni i razgradeni glikoproteini bitni za normalno funkcioniranje
NKT stanica (Zhou i sur., 2004). Takoder, velik broj endogenih glikana sudjeluje u vezanju
T-limfocita na veliki kompleks tkivne kompatibilnosti (MHC). Promjenom ponekad i jednog
Se¢ernog ostatka na glikanskoj strukturi moguce je znatno utjecati na odgovor T stanica
(Carbone i Gleeson, 1997).

1.1.5 BOLESTI | GLIKOZILACIJA

Obicno pod bolestima glikozilacije podrazumijevamo raznorazne poremecaje koji su



posljedica nepravilne i nepotpune glikozilacije kao anabolickog procesa. Radi se 0
nasljednjim bolestima koje obuhvacaju i poremecaje i N- i1 O- glikozilacije. Kako broj
opisanih bolesti raste, dogovorena je i logicna nomenklatura bolesti: ime mutiranog gena +
CDG sto u prijevodu znaci kongenitalni poremecaj glikozilacije.

Defekti endocitoze i lizosomalne razgradnje glikana takoder spadaju pod bolesti glikozilacije
u Sirem smislu te rijeci. Primjerice Gaucherova bolest nakupljanja glukocerebrozida,
Sandhoffova bolest sa disfunkcionalnim HEXB genom rezultira nakupljanjem GM2
gangliozida zbog nedostatka beta heksoaminidaze tipa A i B; ili Tay-Sachsova bolest
deficijencije heksoaminidaze tipa A sve redom nastaju zbog greske u katabolizmu glikana §to
dovodi do gomilanja nerazgradenih glikana i njihovog nakupljanja u stanici. Te bolesti su
progresivne i jo§ uvijek nisu razvijeni uspjesni terapijski pristupi za lijeCenje, no moguca je
ve¢ i prenatalna dijagnostika u prvom trimestru.

Jedna od prvih otkrivenih bolesti glikozilacije je bila mukolipidoza tip 2 poznata i kao I-
stani¢na bolest zbog nastanka inkluzijskih tjelesaca kod koje izostaje uvodenje manoze-6-
fosfata u N-glikane u Golgijevom aparatu (Cathey i sur., 2010). Ta modifikacija usmjerava
hidrolaze u lizosome, a nepostojanje tog signala dovodi do narusenog katabolizma proteina
(Kornfeld i Kornfeld, 1985). Sve vise kongenitalnih bolesti glikozilacije koje vise ne
obuhvacaju samo ozbiljne morfoloske 1 metabolicke defekte biva otkriveno §to otvara prostor
novim dijagnosti¢kim metodama i terapijskim pristupima. Koliko ukupno ima bolesti
glikozilacije jo§ uvijek ne moZemo sa sigurnoS¢u re¢i jer su analiticke metode detekcije i dalje
nedovoljno razvijene. Detekcija ovih bolesti zapocela je sa ozbiljnijim sindromima kod kojih
je nefunkcionalna neka od ranih karika u procesu sinteze glikana i za njih jo$ uvijek uglavnom
ne postoje uspjesne terapije. Istrazivanja na zivotinjama su nam otkrila funkcije svih enzima
koji sudjeluju u glikozilaciji i opée pravilo je: $to je kasniji korak sinteze glikana inaktiviran
ili defektan, to su naj¢esce manje izrazene morfoloske promjene koje i ne moraju rezultirati
letalnim ishodom.

Najcesca bolest glikozilacije je PMM2 CDG odnosno deficijencija fosfomanomutaze 2
(Manoza-6-P — Manoza-1-P) i do danas je otkriveno preko 100 mutacija u tom genu.
Delecija tog gena na zivotinjskim modelima nije spojiva sa zivotom, pa se kod ove bolesti
radi o ve¢im ili manjim nedostacima aktivnosti enzima. Terapija nazalost jos uvijek ne
postoji, no radi se na otkrivanju PMM?2 aktivatora, nadomjestanju PMM2 1 drugim pristupima
koji obecavaju.

Do sada je postignut veliki napredak u otkrivanju kongenitalnih bolesti glikozilacije, no taj

progres izostaje na podrucju razvoja uspjesnih terapija za ove bolesti. Nove metode rane



dijagnostike, poznavanje molekulskih osnova bolesti kao i visokoproto¢ne metode analize
sigurno ¢e ubrzati razvoj ciljanih terapija za ve¢ poznate kao i novootkrivene bolesti

glikozilacije.

1.2 ANALIZA GLIKANA TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM VRLO
VISOKE DJELOTVORNOSTI BAZIRANE NA HIDROFILNIM
INTERAKCUAMA

1.2.1 ANALIZA GLIKANSKIH STRUKTURA

Zbog visoke polarnosti i hidrofilnosti, slicnih kemijskih i fizikalnih svojstava medu
glikanima, kompleksne strukture, ali i nepostojanja pogodnih kromofora za UV detekciju,
analiza glikana je donedavno bila zahtjevna zbog nezadovoljavajuce separacije analita
klasi¢énom kromatografijom visoke djelotvornosti i slabe osjetljivosti raspolozivih metoda.
Razvojem tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti koja se zasniva na hidrofilnim
interakcijama (HILIC — engl. Hydrophilic Interaction High Performance Liquid
Chromatography) postala je moguéa brza i efikasna kvantitativna analiza glikana (Buszewski
i Noga, 2012). HILIC se pokazao kao izuzetno mo¢na metoda za razdvajanje polarnih analita
koja omogucava drugaciju selektivnost u usporedbi sa klasicnom kromatografijom obrnutih
faza (Yunsheng, 2008). HILIC je vrsta razdjelne kromatografije koja istovremeno ima
obiljezja kromatografije normalnih i obrnutih faza. Kao i kod kromatografije normalnih faza,
stacionarna faza je polarnija od mobilne faze. Kao stacionarna faza najcesce sluzi silikagel
modificiran polarnim funkcionalnim skupinama kao $to su amino, amidna ili cijano skupina, a
mobilne faze mjesavine su otapala sa visokim udjelom hidrofobnog organskog otapala (Bieke
i sur., 2008). HILIC se koristi za odvajanje razli¢itih analita ukljucujuci bioloske molekule iz
slozenih matrica, koje se medusobno razlikuju po polarnosti i posebno je pogodan za
separaciju glikana. Kod standardne HILIC kromatografije iz kolone prvo izlaze hidrofobniji
analiti, a zatim oni polarniji i hidrofilniji koji se jace vezu za hidrofilnu stacionarnu fazu
(Buszewski i Noga, 2012; Pucic¢ i Bakovi¢, 2012). Za analizu glikana se najcesce koristi
HILIC jer HILIC kolone jace vezu i bolje razlucuju jako polarne analite poput glikana. N-
glikani enzimatski odvojeni sa glikoproteina uzoraka plazme PNG-azom F, obiljezavaju se
fluorescentnim markerom 2-aminobenzamidom te se potom razdvajaju HILIC-om (Ahn i sur.
2010). 2-aminobenzamid se pokazao kao izuzetno dobar fluorescentni marker visoke

osjetljivosti i u niskim pikomolarnim koncentracijama (Wing i sur., 2001).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Vecina svih poznatih proteina je glikozilirana i osim §to glikanske strukture doprinose
strukturnoj kompleksnosti, imaju i vaznu ulogu u brojnim procesima u organizmu koji dolaze
u fokus moderne biologije i medicine. Varijabilnost glikozilacije na razini populacije je
neobi¢no velika, no u pojedincu je kompozicija glikoma zapanjujuce stabilna usprkos
nepostojanju genetickog predloska. Do promjena u glikozilaciji proteina dolazi u brojnim
bolestima i ve¢ su identificirani mnogi glikobiomarkeri koji ¢e nedvojbeno razvojem podrucja
postati znacajni, kako u dijagnostici, tako i u terapiji uvidom u biolosku vaznost
glikomodifikacija (Alavi i sur., 2008). Recentni razvoj modernih analiti¢kih tehnika omogucio
je visokoproto¢nu analizu glikana velikog broja uzoraka, usprkos njihovoj fizikalno-kemijskoj

sli¢nosti te poteSko¢ama pri razdvajanju analita koje iz toga proizlaze.

Analiza glikoma stoga postaje sve vaznije podrucje istrazivanja koja podrazumijeva baratanje
ogromnim brojem uzoraka u populacijskim studijima, kohortnim studijama te
cjelogenomskim asocijacijskim studijama koje ukljucuju velik broj ljudi iz razli¢itih dijelova
svijeta. S obzirom na navedeno, od velike je vaznosti istraziti kako opetovano zamrzavanje i
varijabilni uvjeti tijekom transporta uzoraka, koji ¢esto bivaju analizirani i vie puta, mogu
utjecati na stabilnost glikanskih struktura i rezultate same analize glikozilacije. Poznavanje
ovog utjecaja vazno je kako bi se odredila ograni¢enja i moguénosti direktnog usporedivanja
rezultata analize glikoma u sluc¢aju kada predanaliticki koraci nisu jasno definirani. Osim
istrazivanja utjecaja predanalitickih ¢imbenika na N-glikozilaciju ukupnih proteina plazme, u
radu ¢e se proucavati i utjecaj tih cimbenika na rezultate analize N-glikozilacije
imunoglobulina G (1gG), kao jednog od najistrazivanijih plazmatskih proteina ¢ija je funkcija,

te utjecaj modifikacije glikana na istu, dobro poznat (Vidi Slika 2).

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti utjecaj ponavljanja odmrzavanja i zamrzavanja uzoraka
plazme, razlicitih temperatura ¢uvanja tih uzoraka te nac¢ina odmrzavanja krvne plazme na
analizu glikozilacije ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a kao proteina od posebnog interesa
metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti koja se temelji na hidrofilnim
interakcijama - HILIC (Cuhadar i sur. 2013). To je jedna od tri suvremene metode analize
glikana, uz kapilarnu elektroforezu i spektrometriju masa, a omogucava analizu velikog broja
uzoraka (Pabst i Altmann, 2011).



Specifi¢ni ciljevi rada:

» odvojiti plazmu iz pune krvi dobrovoljaca

» zamrzavati i odmrzavati uzorke krvne plazme pri razli¢itim uvjetima i razli¢it broj
puta

» analizirati glikozilaciju ukupnih plazmatskih proteina iz navedenih uzoraka plazme
tekuc¢inskom kromatografijom vrlo visoke djelotvornosti bazirane na hidrofilnim
interakcijama

» iz plazme izolirati imunoglobulin G

» analizirati glikozilaciju imunoglobulina G iz navedenih uzoraka plazme
teku¢inskom kromatografijom vrlo visoke djelotvornosti bazirane na hidrofilnim
interakcijama

» odrediti utjecaj temperature, broja i na¢ina odmrzavanja na rezultate analize

glikanskih struktura plazmatskih proteina te 19G-a
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3. MATERUALI | METODE

3.1 MATERIJALI

3.1.1 SOLL KISELINE, LUZINE

Amonij bikarbonat Sigma

Natrij klorid SigmaAldrich
Klorovodi¢na kiselina Kemika
Formijatna kiselina J. T.Baker
Ledena octena kiselina Merck

Kalij klorid SigmaAldrich
Dinatrij fosfat SigmaAldrich
Kalij dihidrogenfosfat SigmaAldrich

3.1.2 ORGANSKE KEMIKALNE

Acetonitril J.T.Baker

Etanol SigmaAldrich

TRIS (hidroksimetilaminometan) SigmaAldrich

DMSO (dimetilsulfoksid) Fluka

1,33% SDS (natrij dodecil sulfat) Invitrogen

4% lgepal SigmaAldrich
3.1.3 BIOLOSKI MATERIJAL

PNG-aza F Prozyme
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3.1.4 OTOPINE | PUFERI

10xPBS Za 1 L pufera; 80.028 g NaCl, 13.832 ¢
Na;HPO,, 2.964 g KH,PO4,1.976 g KCI te sve
pH=6,6 otopiti u miliQ H,O.
Nakon mijesanja otopinu filtrirati i ispitati pH.
5xPBS Za 1 L pufera: 500 ml 10xPBS uz dodatak
vode do 0.9 L; podesiti pH s NaOH i onda
pH=7,4 nadopuniti do 1 L.
1XPBS Za 1 L pufera: 100 ml 10xPBS uz dodatak
vode do 0.9 L; podesiti pH s NaOH i onda
pH=7,4 nadopuniti do 1 L.

Eluacijski pufer (0.1M formijatna kiselina)

pH=2,5

Za 500 ml pufera: 1.885 ml formijatne
kiseline dodaje se u 500 ml miliQH,O.

Neutralizacijski pufer (1M amonij bikarbonat)

Za 100 ml pufera: 7.906 g amonij bikarbonata
otapa se u 100 ml miliQ H,O

Storage pufer (20% EtOH u 20mM TRIS +
0.1M NacCl)

pH=7.4

Za 500 ml pufera: 100 ml EtOH, 1.21 g TRIS,
2.922 g NacCl, doliti miliQ H,O do 350 ml te
podesiti pH na 7.4 pomoc¢u HCI. Doliti H,O
do 500 ml te otopinu filtrirati.

1,33% SDS

Za 6 ml: 2 ml 2% SDS-a potrebno je

pomijesati sa 4 ml miliQ H,O.

Otopina za obiljezavanje glikana:
2-aminobenzamid (SigmaAldrich)
2-pikolin boran (SigmaAldrich)

Za 100 uzoraka: 0.048 g 2-
aminobenzamida i 0.112 g 2-pikolinborata u

2,5 ml 30% otopine octene kiseline u DMSO.

otopiti
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3.1.5 PRIBOR

Plocice za sakupljanje uzoraka, polipropilen, | Waters
2 ml zapremnine, za 96 uzoraka
Plocice za sakupljanje uzoraka, polipropilen, | Waters

1 ml zapremnine, za 96 uzoraka

Vacuum manifold

Pall Corporation

Mikropipete (obi¢ne i multikanalne), sa

nastavcima za automatsku pipetu

Ranin

Protein G plocica

Filter plocica od 1 ml

AcroPrep 96 GHP 0.45 um, Pall

10 kDa filter plocica

Pall

PCR plocice Frame Star 96-wellnonskirted PCR plate
Shaker IKA® - Schittler MTS 4

Centrifuga Eppendorf 5804

pH metar MetllerToledo

Vaga MetllerToledo

Filteri od 0.2 um

Carl Roth

3.2 METODA

3.2.1 PRIPREMA UZORAKA

Krv je od dobrovoljnih davatelja uzeta venepunkcijom na antikoagulans upotrebom sterilne

igle i spremnika odgovarajuce zapremnine sa podtlakom. Uzorci su zatim centrifugirani na

2500 okretaja tijekom 10 minuta kako bi se postigla potpuna sedimentacija i izdvajanje krvne

plazme koja se prenosi u istu ve¢u epruvetu kako bi se dobio homogeni uzorak. Plazma se

zatim razdjeljuje u prethodno oznacene ependorfice (vidi 3.2.2.). Svaki uzorak zatim prolazi

kroz eksperimentom predodreden broj zamrzavanja i odmrzavanja na preddefiniranim

temperaturama i vremenskim intervalima (vidi Slika 2) ¢emu slijedi analiza glikozilacije

plazmatskih proteina.
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KRV

3x odmrzavanije na sobnoj odvojiti plazmu

temperatur (Uviet 1) l
T~ PLAZMA 1x odmrzavanje na sobnoj
= temperaturi preko nodi
\ (Uviet 5)
2x odmrzavanje na sobnoj ~ 1x odmrzavanje na +4°C
temperaturi (Uwvijet 2) preko nodi (Uwijet 4)

1x odmrzavanje na sobnoj
temperatun (Uvjet 3)

Slika 2: Shema plana zamrzavanja i odmrzavanja uzoraka

3.2.2 ZAMRZAVANJE | ODMRZAVANJE KRVNE PLAZME

Krvna plazma se raspodjeljuje u 50 prethodno oznacenih ependorfica jer se uzorci tretiraju na
pet razli¢itih nacina (1, 2, 3, 4, 5). Svaki pokus radi se u pentaplikatu. Uzorci se pohranjuju na
temperaturama od -20°C i -80°C.
Protokol odmrzavanja:
1. dan — uzorci (1) se odmrzavaju na sobnoj temperaturi i vracaju natrag na
zamrzavanje na odgovarajucu temperaturu -20°C ili -80°C.
2. dan — uzorci (1) 1 (2) se odmrzavaju na sobnoj temperaturi i vracaju natrag na
zamrzavanje na odgovarajucu temperaturu -20°C ili -80°C.
— uzorci (4) odmrzavaju se preko no¢i na +4°C
— uzorci (5) odmrzavaju se preko no¢i na sobnoj temperaturi

3. dan — uzorci (1), (2) i (3) odmrzavaju se na sobnoj temperaturi
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3.2.3 DEGLIKOZILACIJA PROTEINA

3.2.3.1 Priprema uzoraka i filter plocice od 10 kDa

Tijekom rada s uzorcima plazme pozeljno je sve korake raditi u digestoru. Od krucijalne je
vaznosti takoder izbjec¢i unakrsnu kontaminaciju tijekom rada s velikim brojem uzoraka te je
potrebno mijenjati nastavke za automatsku pipetu pri manipulaciji svakim novim uzorkom.
1.33% SDS-u (natrij dodecil sulfat), 4% Igepal-u te 1xPBS-u (fosfatni pufer) treba dati
vremena da se zagriju na sobnu temperaturu. Na 10 kDa filter plo¢ici potrebno je isprati svaku
jazicu dva puta sa po 100 pL ultra procis¢ene vode koriste¢i 300 pl nastavke za pipetu te

plo€icu isprazniti pomoc¢u vakuuma pazeci pritom da vakuum ne prelazi 10 inHg.

Odmrznute uzorke plazme centrifugira se 3 minute na 13400 okretaja u minuti. U ¢istu
ploCicu jazica zapremnine 350 pl otpipetira se 10 pL plazma standarda u kontrolne jazice
koriste¢i nastavke za pipetu od 200 pL. Zatim se otpipetira po 10 uL uzoraka plazme u jazice
na istu plocicu zapremnine 350 puL koriste¢i nastavke za pipetu sa filterom od 200 uL. 90 uL
ultra procis¢ene vode dodaje se u jazice te promijesa pipetom te se koriStenjem istog nastavka
ukupni volumen od 100 uL prenosi u 10kDa filter plocicu koja se zatim centrifugira 20
minuta na 3500 okretaja u minuti. Potom se dodaje 100 pL ulta prociS¢ene vode svakom

uzorku i ponavlja se centrifugiranje 10 kDa filter plo¢ice 20 minuta na 3500 okretaja u minuti.

3.2.3.2 lzolacija IgG-a pomocu protein G plocice

Odmrznuti uzorci plazme centrifugiraju se 3 minute na 13 400 okretaja u minuti. U plo€icu za
sakupljanje uzoraka zapremnine 1 ml otpipetira se 100 pL plazme po uzorku. Svakom uzorku
se dodaje 700 uL 1xPBS-a. Nakon razrjedenja uzorci se prenose na AcroPrep GHP filter
plocCicu zapremnine 1 ml sa veli¢inom pora od 0.45 um te se uz primjenu vakuum pumpe
filtrat sakuplja u plocicu za sakupljanje uzoraka od 2 ml. Uzorci se filtriraju kroz AcroPrep
filter plo¢icu kako bi se uklonile eventualno prisutne vece Cestice iz plazme koje bi mogle
uzrokovati zacepljenje protein G plocice. MijeSaju se na tresilici do stavljanja na plocicu sa
proteinom G. Kako bi protein G plo€ica ostala $to dulje funkcionalna i kako bi se mogla
viSestruko koristiti, stavlja se pufer za ¢uvanje plocice Koji je prije ponovne upotrebe potrebno
baciti. Nakon toga plocica se ispire sa 2 ml miliQ H,O i 2 ml 1xPBS-a kako bi se omogucilo

procis¢avanje od mehanickih necistoca i izotonizacija. Nakon toga dodaje se 1 ml 0.1M
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formijatne kiseline da bi se uklonio eventualno zaostali IgG iz prethodnih ispitivanja. Kako bi
se postigla neutralizacija kiselog medija nakon dodatka formijatne kiseline dodaje se 2 ml
10xPBS-a. Naposljetku se dodaje 4 ml 1xPBS-a kako bi se plocica ekvibrilirala. Nakon
svakog koraka i dodavanja otopina, plocica je ispraznjena uz pomo¢ vakuum ruénog uredaja

pri ¢emu vakuum nije prelazio 17 inHg da se plo¢ica ne bi ostetila.

3.2.3.3 Vezanje IgG-a i njegovo ispiranje

Filtrirani uzorci plazme skinu se s tresilice i pomocu viSekanalne pipete se prenose na
protein G plocicu. Prilikom nanosenja vakuum ne bi smio prelaziti 10 inHg, kako bi vezivanje
IgG-a i proteina G bilo §to ucinkovitije. Za ispiranje cjelokupne plazme na plocicu se nakon
toga nanose tri puta po 2 ml 1xPBS-a i svaki put se plo€ica isprazni uz pomo¢ vakuum

manifold uredaja.

3.2.3.4 Eluacija 1gG-a

Na ¢istu plo€icu za sakupljanje uzoraka od 2 ml postavlja se protein G plocica te se IgG eluira
pomocu 1 ml 0.1 formijatne kiseline. Kako su neki glikani osjetljivi na kiseli medij dodaje se
170 uLL amonij bikarbonata koji se resuspendira, a sluzi za neutralizaciju. Eluat koji sadrzi
IgG vakuumom se skuplja u plo¢icu za sakupljanje uzoraka. Opet je bitno da za vrijeme

sakupljanja 1gG-a vakuum ne prelazi 10 inHg. Eluat se pohranjuje na -20°C do daljnje obrade.

3.2.3.5 Regeneracija i cuvanje protein G plocice

Plocica se prvo ispire s 2 ml 0.1M formijatne kiseline, nakon toga s 2 ml 10xPBS-a i na kraju
s 4 ml 1xPBS-a. Nakon svakog koraka plo¢ica se prazni pomoc¢u vakuuma koji ne smije
prelaziti 17 inHg. Nakon ispiranja dodaje se 1 ml pufera za ¢uvanje (20% EtOH u 20 mM
TRIS-u i 0.1M NaCl) koji se isprazni uz pomo¢ vakuuma. Ponovo se doda 1 ml istog pufera,
ali se on ovaj put ostavlja u jaZicama ploc€ice i ona se pohranjuje na +4°C. Natrij klorid se

dodaje radi ujednacavanja osmolarnosti, tris je detergent, a etanol se koristi za dezinfekciju.
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3.2.3.6 Deglikozilacija proteina

Uzorcima krvne plazme kao i uzorcima izoliranog 1gG-a se dodaje 30 uL. 1.33% SDS-a
koriste¢i nastavke za automatsku pipetu od 250uL te pipetom promijeSa svaki uzorak. SDS
uzrokuje denaturaciju proteina i tako ,,odmotani* proteini otkrivaju svoje glikanske strukture
koje je lakse pokidati enzimom. Plocicu se prekrije i zapec€ati adhezivnim filmom te inkubira
10 minuta na temperaturi 65°C. Po isteku 10 minuta, plocica se hladi na sobnoj temperaturi
pola sata. Uzorcima ohladenim na sobnu temperaturu dodaje se po 10 puL 4% Igepala i
promijesa pipetom. Igepal neutralizira viSak dodanog SDS-a koji bi inace denaturirao i enzim
kojeg dodajemo u idu¢em koraku. 10kDa filter plocicu stavljamo 15 minuta na tresilicu i po

isteku vremena je stavljamo na ploc¢icu za sakupljanje od 1mL.

3.2.3.7 Deglikozilacija

U ovom koraku koristi se otopina enzima PNG-aze F u 5xPBS-u. Svakom uzorku treba dodati
10 uL 5xPBS-a i 0.12 puL enzima PNG-aza F pa se pripremi ukupna koli¢ina za sve uzorke s
tim da je prije pipetiranja PNG-aze F potrebno zavrtiti enzim na centrifugi kako bi se sadrzaj
spustio na dno i izbjegli gubici i nepreciznost pri pipetiranju. PNG-aza F je enzim koji kida
vezu izmedu N-glikana 1 proteina i1 oslobada glikane za analizu, a 5xPBS je pufer koji
osigurava uvjete potrebne za aktivnost enzima poput pH i osmolarnosti. 10 pL otopine enzima
dodaje se u svaku jazicu sa uzorcima te se pritom resuspendira sadrzaj pipetom. Potom se
plocica prekrije ahdezivnom folijom te osigura njeno dobro prijanjanje kako uzorci ne bi
isparili tijekom 18-satne inkubacije na 37 °C tijekom kojih enzim u inkubatoru kidanjem veza
oslobodi N-glikane.

3.2.4 OBILJEZAVANIJE GLIKANA

3.2.4.1 Sakupljanje glikana
Plocicu za sakupljanje od 1ml na kojoj je 10 kDa filter plo€ica izvadi se iz inkubatora i
centrifugira 20 minuta na 3500 okretaja u minuti bez skidanja adhezivnog filma. Potom se

otpipetira 50 uL ultra proc¢is¢ene vode u svaki uzorak i plo¢ica stavi 5 minuta na tresilicu.

Postupak centrifugiranja ponavlja se sa dodatnih 20 minuta na 3500 okretaja u minuti.
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3.2.4.2 Priprema 2-AB otopine za obiljezavanje glikana

Priprema 2-AB otopine za obiljezavanje glikana opisana je u tablici reagenasa. 2-
aminobenzamid je reagens za derivatizaciju glikana te omogucuje detekciju derivata glikana
na UPLC fluorescencijskom detektoru. 2-pikolin boran je reducens te osigurava
kvantitativnost reakcije derivatizacije glikana. Octena kiselina osigurava potrebnu kiselost
medija dok dimetilsulfoksid kao kootapalo omogucéava otapanje 2-aminobenzamida i 2-

pikolin borana buduc¢i da su obje kemikalije slabo topljive u vodi.

3.2.4.3 Obiljezavanje N-glikana derivatizacijom

U svaku jaZicu s uzorcima dodaje se 25 pL otopine za obiljezavanje i sadrzaj promijesa
resuspendiranjem pipetom. Zatim se sve jazice na plo€ici prekriju adhezivnim filmom i
ploc€ica se stavlja 10 minuta na tresilicu kako bi se sadrzaj promijesao. Potom slijedi
inkubacija na 65° C tijekom 2 sata u inkubatoru i hladenje uzoraka na sobnoj temperaturi pola

sata.

3.2.4.4 Priprema GHP plocice

GHP plocicu potrebno je pripremiti za koriStenje kako bi se glikani zadrZali na hidrofilnoj
membrani. Kroz jacice na plo€ici propusta se redom 200 puL. 70% etanola , zatim 200 pL ultra
procisc¢ene vode i na kraju 200 pL acetonitrila. Propustanje otopina ubrzava se pomocu

vakuum uredaja pazeci pritom da vakuum ne prekoraci grani¢nu vrijednost od 2 inHg.

3.2.4.5 Procis¢avanje 2-AB obiljezenih N-glikana

Svakom uzorku glikana derivatiziranih 2-AB reagensom doda se 700 pL acetonitrila, sadrzaj
svake jazice promijesa Se pipetom i ukupni sadrzaj svake jazice pipetom se prenese na GHP
plocicu. Nakon dvominutne inkubacije sadrzaj plo€ica se isisa pomocu vakuuma. Glikani koji
su po svojim karakteristikama hidrofilne naravi ¢e se zadrZati na hidorofilnim membranama
GHP plocice. Sljedeci korak je ispiranje GHP plocice 4 puta sa po 200 uL acetonitrila kojeg
se isisa vakuumskom sisaljkom pazeci pritom da vakuum ne prekoraci 2 inHg i time se

osiguravaa vezanje i zadrzavanje glikana na GHP plocici. Zatim se GHP plo€icu sa uzorcima
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stavlja na plo¢icu za sakupljanje zapremnine 1 ml te se otpipetiram po 200 uL acetonitrila u

svaku jazicu i potom se plocica centrifugira tijekom 5 minuta na 1000 okretaja u minuti.

3.2.4.6 Eluiranje obiljezenih N-glikana

Nakon centrifugiranja GHP plo¢icu s uzorcima stavlja se na novu ¢istu plo¢icu za sakupljanje
uzoraka od 1 ml u kojoj ¢e ovim korakom biti sakupljeni uzorci glikana. U svaku jazicu
dodaje se 100 pL ultra procis¢ene vode i 15 minuta mijesa uzorke postavljanjem plocice na
tresilicu. Primjenom vakuuma se sakuplja prva frakcija uzoraka eluata u plocicu za
sakupljanje. Drugu frakciju sakuplja se dodavanjem joS 100 puL u svaku jaZicu i postavljenjem
ploc¢ice ponovo na tresilicu tijekom 15 minuta i centrifugiranjem GHP plocice sa plo¢icom za
sakupljanje uzoraka tijekom 5 minuta na 1000 okretaja u minuti. Nakon provjere da nema
zaostalih kapljica u GHP plo¢ici tijekom centrifugiranja, uzorke iz plo¢ice za sakupljanje
volumena od 200 pL prenosi se na PCR plo¢icu zapremnine 300 pL, poklopcima Sse zatvara

jaZice te se PCR plocica sa uzorcima pohranjuje na -20°C do analize.

3.2.4.7 Analiza derivata glikana HILIC-UPLC metodom (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography-Ultra Performance Liquid Chromatography)

Prethodno derivatizirani, odnosno fluorescentno obiljezeni N-glikani, razdvojeni su
kromatografijom hidrofilnih interakcija na Waters Acquity UPLC instrumentu. Waters
Acquity UPLC sastoji se od sljede¢ih glavnih dijelova: pumpe za mobilnu fazu, kolone,
automatskog injektora uzoraka i fluorescentnog detektora koji je namjesten na valnu duljinu
od 330 nm za ekscitaciju i valnu duljinu od 420 nm za emisiju. Derivatizirani N-glikani
razdvojeni su na Acquity UPLC BEH Glycan koloni za kromatografiju glikana, dimenzija
kolone 100 mm x 2.1 mm, koja je napunjena Cesticama veli¢ine 1.7 um. Kao otapalo A
koristen je 100 mM amonij formijat podesen na pH 4.40, a acetonitril je koristen kao otapalo
B. Uvjeti analize glikana 1gG-a bili su sljedeci: linearni gradijent acetonitrila od 75-62 % s
brzinom protoka 0.4 ml/min, tijekom 25 min, a temperatura na kojoj se analiza odvijala bila je
60°C.
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Vrijeme (min) Protok (mL/min) | %A %B
pocetno 0.400 25.00 75.00
25 0.400 38.00 62.00
26 0.400 100.00 0.00
28 0.400 100.00 0.00
29 0.400 25.00 75.00
34 0.400 25.00 75.00

Tablica 1: Promjena postotaka otapala A i B tijekom kromatografske analize N-glikana 1gG-a

Uvjeti analize N-glikana plazmatskih proteina su bili sljedeci: linearni gradijent
acetonitrila od 70-53 % s brzinom protoka 0.561 ml/min, tijekom 24.81 min, a temperatura na

kojoj se analiza odvijala bila je 25°C.

Vrijeme (min) Protok (mL/min) | %A %B
pocetno 0.561 30.00 70.00
25 0.561 30.00 70.00
26 0.561 47.00 53.00
28 0.250 100.00 0.00
29 0.250 100.00 0.00
34 0.250 25.00 70.00

Tablica 2: Promjena postotaka otapala A i B tijekom kromatografske analize N-glikana ukupnih proteina plazme
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kako bi se odredio utjecaj broja zamrzavanja i na¢ina odmrzavanja na glikozilaciju proteina
plazme, uzorci plazme su izlozeni djelovanju pet razlicitih uvjeta zamrzavanja i odmrzavanja.
Plazmatski proteini, kao i iz plazme izolirani 1gG, su deglikozilirani pomoc¢u PNG-aze F
nakon eksperimentom utvrdenog nac¢ina odmrzavanja, a otpusteni glikani obiljeZeni su 2-
aminobenzoamidom te analizirani teku¢inskom kromatografijom vrlo visoke djelotvornosti
koja se bazira na hidrofilnim interakcijama (UPLC-HILIC). Dobiveni kromatogrami
integrirani su na nacin da su podijeljeni u 39 skupina u slu¢aju ukupnih glikana plazme te 24
skupine u sluc¢aju glikanskih struktura izoliranog IgG-a. Ove skupine sadrzavaju odredene
glikanske strukture kako je prikazano na Slici 3 za glikane plazme te Slici 6 za glikane 1gG-a.
Dobiveni kromatogrami predstavljaju glikane koji izlaze prema kriteriju polarnosti i veli¢ine.
Prema tim kriterijima, ocekivano prvo izlaze manje i hidrofobnije molekule, dok vece i
polarnije molekule, posebno one nabijene s vise sijalinskih kiselina, izlaze posljednje najduze

se zadrZavaju¢i na koloni.
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Slika 3. UPLC kromatogram bitnih N-glikanskih struktura krvne plazme

Kratice struktura: svi N-glikani imaju dva GIcNAc-a u sklopu svoje jezgre; F na pocetku kratice upucuje na fukozu u jezgri
vezanu a1-6 vezom na unutarnji GIcNAc; Mx, broj (x) manoze na GIcNAc-u u jezgri; D1 oznacava da je al-2 manoza
vezana na Mana1-6Mana1-6 grani, D2 na Mana1-3Manal-6 grani, D3 na Mana1-3 grani od M6 i na Mano1-2Mana1-3
grani od M7 i M8; Ax, broj grana (GIcNACc) na tromanoznoj jezgri; A2, biantenarna s oba GIcNAc-a vezana 1-2 vezom; A3,
triantenarna s GICNAc vezanim B1-2 vezom na manozu i na tre¢i GIcNAc vezan $1-4 vezom na manozu vezanu a1-3 vezom;
A4, GlcNAc-i vezani kao A3 s dodatnim GIcNAc-om vezanim B1-6 vezom na manozu vezanu al-6 vezom; B, presijeca f1-
4 vezan GIcNAc na B1-3 manozu; Gx, broj (x) B1-4 vezanih galaktoza na grani; [3]G1 i [6]G1 oznacava da je galaktoza na
grani a1-3 ili a1-6 manoze; Fx, broj (x) a1-3 vezane fukoze na granu GIcNAc-a; Lac(x), broj (x) produzetaka laktozamina
(GalB1-4GlcNAc); Sx, broj (x) sijalinskih kiselina vezanih na galaktozu; brojevi 3, 6, ili ? iza S u zagradi oznacavaju je li
sijalinska kiselina vezana a2-3, a2-6 ili nepoznatim vezom.

21



Nakon odredivanja udjela pojedine glikanske skupine u svakom kromatogramu, usporedene
su dobivene vrijednosti za pet uvjeta odmrzavanja i zamrzavanja na -20°C te na -80°C.

Usporedbe su dane na Slici 4.
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Slika 4: Vrijednosti udjela pojedine glikanske skupine u glikomu plazme za svaki od pet ispitanih uvjeta odmrzavanja i
zamrzavanja.Slika je box-plot prikaz (crta u sredini prikazuje medijan, pravokutnik vrijednosti od 25-te do 75-te percentile, a
okomite linije obuhvacaju sve vrijednosti. To¢kama su prikazane vrijednosti koje odudaraju od ostatka skupine).

Uvjet 1: odmrzavanje tri puta na sobnoj temperaturi Uvjet 4: odmrzavanje preko no¢i na +4° C

Uvjet 2: odmrzavanje dva puta na sobnoj temperaturi Uvjet 5: odmrzavanje preko no¢i na sobnoj temperaturi
Uvjet 3: odmrzavanje jednom na sobnoj temperaturi
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Iz Slike 5 vidljivo je da razli¢it broj te uvjeti zamrzavanja i odmrzavanja utjeCu na rezultat
analize glikozilacije plazmatskih proteina. Sve glikanske skupine nisu jednako podlozne tim
utjecajima, ali se iz slike moze vidjeti da Uvjet 1, kod kojeg su uzorci zamrzavani tri puta,
ima najvece rasprsenje unutar rezultata te da najviSe odudara od ostalih uvjeta.

Radi lakSe usporedbe, na Slici 5 usporedene su srednje vrijednosti pentaplikata za svaki
pojedini predanaliticki uvjet.

Slika potvrduje ocekivani rezultat pa vidimo da vrijednosti Uvjeta 1 najviSe odudaraju od
rezultata ostalih uvjeta za veéinu glikanskih skupina. To je vrlo jasno vidljivo kod primjerice
GP1, GP7, GP10, GP21, GP36. Osim Uvjeta 1, za pojedine glikanske strukture ukupnih
proteina plazme nesto vece odskakanje prikazuje i Uvjet 5 koji ukljucuje odmrzavanje na
sobnoj temperaturi preko no¢i. Dakle, najveca odstupanja postoje za uvjet u kojem su uzorci
zamrzavani tri puta, ali i takoder za uzorke koji su odmrzavani preko no¢i na sobnoj
temperaturi Sto su eksperimentom najnepovoljniji predvideni uvjeti baratanja uzorcima. To

odstupanje je najoucljivije kod GP11, GP18, GP22.
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Slika 5: Srednja vrijednost relativnih povrsina ispod kromatografskih vr§aka za svaku skupinu N-glikana plazme za svaki
uvjet.

Uvjet 1: odmrzavanje tri puta na sobnoj temperaturi
Uvjet 2: odmrzavanje dva puta na sobnoj temperaturi
Uvjet 3: odmrzavanje jednom na sobnoj temperaturi

Uvjet 4: odmrzavanje preko no¢i na +4° C
Uvjet 5: odmrzavanje preko no¢i na sobnoj temperaturi
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Izracunati su i koeficijenti varijacija pojedinih mjerenja te prikazani u Tablici 3

Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet

1 2 3 4 5 1* 2* 3* 4* 5* cv

GP1 6.8 7.3 3.7 9.4 34 7.8 5.8 4.7 6.5 4.9 2.5
GP2 6.5 6.2 31 9.4 35 7.9 5.3 3.6 6.5 5.0 23
GP3 8.2 3.8 4.0 11.5 5.9 11.3 4.0 6.5 8.4 6.3 5.3
GP4 6.7 7.0 33 9.0 33 6.8 5.4 4.3 6.6 5.2 2.5
GP5 6.2 7.2 2.7 9.2 2.9 7.1 5.3 4.9 6.8 5.5 2.7
GP6 6.8 6.0 35 9.2 3.7 6.9 4.8 2.9 6.2 4.9 2.5
GP7 6.0 6.1 23 8.7 2.9 7.0 4.0 3.8 6.2 5.1 2.4
GP8 6.1 11.8 8.2 15.7 8.1 10.2 7.6 5.0 5.8 0.7 6.3
GP9 8.5 4.1 9.3 14.3 6.1 10.2 24 7.6 6.6 6.5 7.5
GP10 6.5 4.5 2.2 9.1 3.1 6.3 5.0 3.6 5.8 4.5 3.0
GP11 6.8 2.1 4.1 9.6 4.1 8.9 3.8 4.3 5.8 4.2 4.7
GP12 8.1 2.4 4.9 12.8 3.5 53 3.1 1.2 34 1.7 5.3
GP13 7.9 7.0 2.5 8.9 5.6 4.9 5.2 2.2 4.3 23 3.5
GP14 6.2 2.6 3.7 10.8 33 4.9 4.8 2.0 2.7 1.1 3.7
GP15 7.9 34 4.5 111 4.8 6.9 4.4 5.3 4.5 4.7 6.5
GP16 6.5 4.2 1.9 8.6 3.0 4.6 4.1 15 4.4 2.8 33
GP17 7.1 4.9 1.8 8.7 3.7 5.1 2.9 2.3 4.8 4.6 3.5
GP18 2.3 2.8 3.9 6.4 7.5 8.9 3.8 2.6 7.7 5.6 3.1
GP19 6.5 4.5 23 6.9 33 4.1 4.5 1.1 5.1 4.2 1.9
GP20 4.9 2.1 29 7.1 5.8 8.5 3.3 3.4 7.0 4.6 3.2
GP21 3.6 1.6 2.0 2.2 0.7 3.7 2.7 2.5 2.2 1.7 1.9
GP22 3.9 2.6 23 4.8 4.4 4.7 1.5 3.0 3.9 3.6 24
GP23 33 4.0 1.8 6.1 4.5 3.3 2.0 2.5 2.7 0.7 1.8
GP(24+25) 33 7.4 5.6 5.6 1.7 1.2 2.8 1.8 2.5 5.9 3.5
GP26 4.9 5.2 4.2 4.7 1.1 1.7 2.0 1.5 1.7 35 3.2
GP27 4.3 6.3 5.6 3.9 1.8 1.6 1.7 1.6 2.8 4.1 2.9
GP28 16.5 6.9 8.0 189 89 6.8 8.9 1.7 5.8 1.7 6.6
GP29 21.9 6.8 8.3 19.5 8.9 12.7 10.2 4.5 7.2 5.3 8.5
GP30 243 6.0 11.3 285 151 9.5 14.6 24 8.1 30 |115
GP31 26.1 8.6 11.2 315 143 104 122 24 7.3 45 | 11.7
GP32 29.3 5.1 149 339 195 100 17.0 21 9.3 46 | 133
GP33 31.0 6.2 14.8 355 19.8 9.0 15.8 3.1 8.5 42 | 135
GP34 279 111 6.6 28.7 205 9.6 16.4 3.0 8.3 45 | 10.5
GP35 25.2 31 84 305 174 8.5 15.4 2.0 8.2 39 | 116
GP36 27.9 8.1 8.8 28.7 18.0 8.4 13.9 5.7 8.0 4.1 9.3
GP37 379 209 261 583 547 150 234 7.2 279 17.1 | 24.4
GP38 356 180 233 541 515 151 223 5.1 253 163 | 22.6
GP39 353 143 185 500 459 19.0 212 8.6 239 16.6 | 21.1

SREDNJA

VRUEDNOST 130 64 6.7 169 104 7.7 7.7 3.5 73 5.0 6.7

Tablica 3: Koeficijenti varijacije za pentaplikate svakog od ispitivanih uvjeta izracunati za pojedine glikanske skupine. Uvjeti
1-5 zamrzavani su na -20 °C, a Uvjeti 1*-5* zamrzavani su ha -80°C.
Uvjet 1: odmrzavanje tri puta na sobnoj temperaturi
Uvjet 2: odmrzavanje dva puta na sobnoj temperaturi
Uvjet 3. odmrzavanje jednom na sobnoj temperaturi

Uvjet 4: odmrzavanje preko no¢i na +4° C
Uvjet 5: odmrzavanje preko no¢i na sobnoj temperaturi
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Za svaku glikansku strukturu izrazena je vrijednost koeficijenta varijacije izmedu svih
uvjete zamrzavanja i odmrzavanja uzorka plazme.
Nakon $to je iz svake, razli€ito tretirane plazme, izoliran imunoglobulin G, takoder je

analizirana i njegova glikozilacija.

Dobiveni kromatogrami analize glikanskih struktura IgG-a predstavljaju N-glikane koji izlaze
po veli¢ini i polarnosti kao i u slu¢aju analize N-glikana ukupnih proteina plazme. Prema tim
kriterijima, prvo izlaze manje i hidrofobnije molekule koje se slabije zadrzavaju na hidrofilnoj
koloni, dok ve¢e molekule i one polarnije posebno one nabijene izlaze na kraju. Vrijeme u

kojemu se N-glikani 19G-a uglavnom pojavljuju je od 7. do 24. minute.

Na daljnjim slikama usporedene su vrijednosti mjerenja za pojedinu glikansku skupinu,
ovisno o predanalitickom tretmanu, na isti nac¢in na koji su prikazani i za analizu N-glikana
plazme. Dakle, Slika 7 prikazuje usporedbu mjerenja u Box and Whisker prikazu, Slika 8
usporedbu srednjih vrijednosti, a Tablica 4 utjecaj tretmana na pojedine glikanske strukture

izraZen koeficijentom varijacije.
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Slika 7: Vrijednosti udjela pojedine glikanske skupine u glikomu lgG-a za svaki od pet ispitanih uvjeta odmrzavanja i
zamrzavanja. Slika je box-plot prikaz (crta u sredini prikazuje medijan, pravokutnik vrijednosti od 25-te do 75-te percentile, a
okomite linije obuhvacaju sve vrijednosti. Toc¢kama su prikazane vrijednosti koje odudaraju od ostatka skupine).

Uvjet 1: odmrzavanje tri puta na sobnoj temperaturi Uvjet 4: odmrzavanje preko no¢i na +4° C

Uvjet 2: odmrzavanje dva puta na sobnoj temperaturi Uvjet 5: odmrzavanje preko no¢i na sobnoj temperaturi
Uvjet 3: odmrzavanje jednom na sobnoj temperaturi
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Slika 8: Srednja vrijednost relativnih povrsina ispod kromatografskih vr§aka za svaku skupinu N-glikana 1gG-a za svaki uvjet
Uvjet 1: odmrzavanje tri puta na sobnoj temperaturi
Uvjet 2: odmrzavanje dva puta na sobnoj temperaturi
Uvjet 3: odmrzavanje jednom na sobnoj temperaturi
Uvjet 4: odmrzavanje preko no¢i na +4° C
Uvjet 5: odmrzavanje preko noc¢i na sobnoj temperaturi
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Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet Uvjet oV
1 2 3 4 5 1* 2% 3* 4* 5*

GP1 5.8 4.4 6.4 5.7 9.5 0.0 134 15.0 17.8 16.7 | 13.1
GP2 5.0 2.9 6.8 35 4.0 2.9 6.8 7.2 8.5 7.2 7.7
GP3 5.8 7.9 7.9 9.3 9.5 0.0 6.4 6.4 14.8 5.5 4.5
GP4 2.0 0.7 1.9 2.6 2.8 1.0 3.7 4.7 4.9 4.4 5.6
GP5 2.8 4.6 3.8 1.9 5.7 24 4.9 3.8 10.7 4.1 6.2
GP6 1.5 1.4 1.7 2.2 34 0.8 2.5 2.9 34 2.8 3.8
GP7 24 3.9 2.8 2.7 3.8 1.4 1.7 34 3.5 1.7 3.5
GP8 0.6 0.4 0.8 0.4 1.3 0.5 0.5 0.6 1.5 2.1 0.6
GP9 0.6 0.7 1.0 1.0 0.9 0.5 0.7 0.6 1.4 0.4 0.7
GP10 0.8 1.7 1.5 1.4 3.0 1.5 1.7 1.4 1.7 2.2 14
GP11 13 2.3 1.4 1.4 1.7 0.8 11 0.8 2.3 3.0 1.5
GP12 1.5 3.7 35 4.1 21 3.2 31 5.2 2.2 4.2 3.8
GP13 2.4 4.8 4.4 5.0 4.8 2.1 2.7 24 2.5 8.1 4.8
GP14 1.1 1.0 1.1 1.4 3.0 0.8 1.9 2.2 3.0 1.8 2.9
GP15 2.3 2.7 2.6 2.1 4.4 1.8 33 2.0 3.6 6.5 1.6
GP16 1.8 1.2 2.1 2.2 1.4 1.3 2.8 3.3 2.9 53 5.2
GP17 1.1 2.2 4.5 5.1 8.9 6.8 9.5 10.3 121 10.7 | 7.5
GP18 3.2 1.9 3.1 3.2 2.6 0.7 2.7 3.0 4.0 3.9 6.1
GP19 4.4 1.3 6.7 4.0 5.5 1.8 2.0 2.0 4.9 7.2 5.4
GP20 3.7 31 4.3 5.9 9.3 2.1 10.7 10.2 7.7 15.2 | 7.5
GP21 0.8 7.9 4.8 9.3 244 123 21.2 20.6 415 14.0 | 131
GP22 3.2 4.3 4.8 3.8 8.4 7.1 3.7 7.1 37.3 22.1 | 10.0
GP23 4.9 4.3 6.0 5.6 4.7 1.7 4.6 4.3 40.1 7.2 8.6
GP24 6.3 34 7.5 5.6 5.3 1.6 4.2 4.2 41.1 6.9 8.4
V:SEE::)AST 2.7 3.0 3.8 3.7 5.4 23 4.8 5.1 11.4 6.8 5.6

Tablica 4: Koeficijenti varijacije za pentaplikate svakog od ispitivanih uvjeta izracunati za pojedine glikanske skupine. Uvjeti
1-5 su zamrzavani na -20 °C, a Uvjeti 1*-5* su zamrzavani na -80°C.
Uvjet 1: odmrzavanje tri puta na sobnoj temperaturi

Uvjet 2: odmrzavanje dva puta na sobnoj temperaturi

Uvjet 3. odmrzavanje jednom na sobnoj temperaturi
Uvjet 4: odmrzavanje na +4° C

Uvjet 5: odmrzavanje preko no¢i na sobnoj temperaturi
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Iz navedenih prikaza je vidljivo da razlicit broj te uvjeti zamrzavanja utjecu i na glikanske
strukture otpustene s imunoglobulina G, ali u manjoj mjeri. Ovaj rezultat je bio 1 ocekivan s
obzirom da je maksimalna sloZenost glikanske strukture IgG-a manja od maksimalno moguce
slozenih glikana prisutnih na proteinima plazme. Sto su veée glikanske strukture IgG-a tim
kasnije izlaze iz kolone te na temelju porasta vrijednosti relativne standardne devijacije za
takve glikanske strukture zaklju¢ujem da su sloZenije molekule IgG-a, pogotovo one sa dvije
molekule sijalinske kiseline, osjetljivije na broj zamrzavanja. Takoder je moguce vidjeti da
drasti¢nost uvjeta takoder doprinosi dobivenim razlikama, ali je i ovaj fenomen puno manje

izrazen nego kod analize ukupnih proteina plazme.
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5. ZAKLJUCCI

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj broja i na¢ina zamrzavanja i odmrzavanja uzoraka plazme
na analizu glikanskih struktura ukupnih proteina plazme i, iz iste plazme izoliranog, 1gG-a
kao proteina od posebnog interesa. Uzorci plazme te iz odmrzavane plazme pomocu protein G
plocice izoliran 1gG podvrgnuti su razli¢itim uvjetima zamrzavanja i odmrzavanja. N-glikani
su otpusteni pomoc¢u PNG-aze F i obiljeZeni 2-aminobenzamidom. Tako obiljezeni glikani su
kromatografski analizirani pomocu tekucinske kromatografije vrlo visoke djelotvornosti
bazirane na hidrofilnim interakcijama (UPLC-HILIC), odredene su povrSine ispod
kromatografskih vrsaka u svakom kromatogramu, a rezultati su obradeni te su pokazali

sljedece:

1. Zamrzavanje i odmrzavanje uzoraka plazme prije analize glikozilacije ukupnih
proteina plazme ili izoliranog IgG nema znatan utjecaj na rezultate HILIC-UPLC
kromatografije ukoliko su uzorci zamrzavani te kratko odmrzavani jedan ili dva puta
na sobnoj temperaturi.

2. Odmrzavanje uzorka plazme preko noc¢i na +4°C ne utjeCe na rezultate analize
glikozilacije proteina plazme.

3. Postoji utjecaj na rezultate analize glikozilacije ukupnih proteina plazme i IgG-a ako
je uzorak odmrzavan tri puta te ukoliko je odmrzavan jednom, ali preko noci na
sobnoj temperaturi.

4. Rezultati uzoraka pohranjivanih na -80°C pokazuju manju rasprSenost i vecu
medusobnu podudarnost u usporedbi s uzorcima pohranjivanim na -20°C

5. Utjecaji navedeni pod to€kom 3. nisu veliki, ali je iz grafickih prikaza jasno da postoje
u smislu najveceg odudaranja ovih skupina od ostalih te najveceg rasprSenja rezultata
unutar ove dvije skupine.

6. Statisticku znacajnost evidentnih odstupanja navedenih pod tockom 3. nije moguce
kvantificirati iz samo 5 ponavljanja ve¢ bi bilo potrebno provesti puno vecu studiju.

7. ZapaZeni utjecaj iz tocke 3. je manji za IgG nego za ukupne proteine plazme koji su

raznorodniji te ukljucuju 1 kompleksne razgranatije glikanske strukture.
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7. SAZETAK

Glikozilacija je visokospecifican i reguliran posttranslacijski proces kovalentnog vezanja
slozenih glikanskih struktura na proteine 1 lipide, a glikoproteini su uklju¢eni u gotovo sve
bioloske procese na intracelularnoj i intercelularnoj razini. Predmet istrazivanja ovog rada su
N-vezani plazmatski glikoproteini sa posebnim fokusom na imunoglobuline G kao iznimno
bitne i istrazivane glikoproteine.

Imunoglobulini G, plazmatski glikoproteini u posebnom fokusu ovog rada, koji u organizmu
djeluju kao protutijela zaduzena za obranu organizma od Stetnih utjecaja, primjer Su
glikoproteina odgovornih za prepoznavanje patogena i prezivljavanje organizma. N-
glikozilacija ima bitnu ulogu u organizmu te bilo kakava neregularnost procesa moze dovesti
do razvitka bolesti ili letalnog ishoda.

Posljednjih godina provode se velike populacijske studije, cjelogenomske asocijacijske studije
i kohortna istrazivanja s ciljem identifikacije genske podloge glikozilacije, pronalazenja novih
dijagnostickih glikobiomarkera te opcenitog razumijevanja uloge glikozilacije. Ova
istrazivanja podrazumijevaju upotrebu velikog broja uzoraka iz razlicitih zemalja te njihov
transport, pohranu i viSestruke analize. S obzirom na navedeno, od velike je vaznosti istraziti
kako opetovano zamrzavanje i varijabilni uvjeti tijekom transporta uzoraka, koji ¢esto bivaju
analizirani 1 viSe puta, mogu utjecati na stabilnost glikanskih struktura i rezultate same analize
N-glikozilacije. Sa ukupnih proteina plazme, ali i iz plazme izoliranih imunoglubulina G
pokidani su N-glikani Kkoji su zatim obiljezeni fluorescentim markerom te analizirani
teku¢inskom kromatografijom vrlo visoke djelotvornosti bazirane na hidrofilnim
interakcijama (UPLC — HILIC). Rezultati analize N-glikozilacije uzoraka ukupnih proteina
plazme i imunoglobulina G koji su zamrzavani i odmrzavani tri puta te uzoraka koji su
odmrzavani preko no¢i na sobnoj temperaturi pokazali su najveée odstupanje od ostalih
uzoraka koji su odmrzavani brzo jedanput ili dvaput na sobnoj temperaturi ili preko no¢i, ali
na +4°C. Na temelju rezultata se moze zakljuciti kako ponavljano i dugotrajno odmrzavanje
moze utjecati na rezultate analize N-glikanskih struktura imunoglobulina G 1 ostalih
plazmatskih proteina. Ovaj utjecaj se nije doduse pokazao velikim, ali za ispitivanje njegove

stvarne statisticke zna€ajnosti trebalo bi provesti mnogo vece istrazivanje.

KLJUCNE RIJECTI: glikozilacija proteina plazme, glikozilacija imunoglobulina G, promjene

glikozilacije, utjecaj zamrzavanja i odmrzavanja na glikozilaciju
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7. SUMMARY

Glycosylation is a highly specific and delicately regulated posttranslational process of
covalent bonding of complex glycan structures and proteins or lipids. Glycoproteins are
involved in most intercellular and intracellular biological processes. The topic of this master
thesis are N-linked plasma glycoproteins with a focus on immunoglobulin G as an important
and widely investigated glycoprotein.

Immunoglobulin G, the plasma glycoprotein in focus of this thesis, is an antibody
responsible for the defense of an organism against detrimental influences and survival of said
organism. N-glycosylation has an important role in an organism and any irregularity of the
process may lead to an illness or even be lethal.

In the last few years, huge population studies, genome wide association studies and cohort
studies have been conducted with the goal of identifying genetic foundation of glycosylation,
discovering new diagnostic glycobiomarkers and deepening the understanding of
glycosylation in general. All these above mentioned studies encompass the repeated analysis
of a large number of samples collected from multiple countries, and variable transport and
storage conditions. It is of great importance to determine how repeated freeze-thaw cycles and
variable transport conditions as well as the reuse of samples affect the stability of plasma
glycan structures and the results of N-glycosylation analysis. In this experiment, N-glycans
have been removed from the plasma proteins and the previously isolated 1gG both of which
have undergone different freeze-thaw cycles. Purified N-glycans have been labeled with a
fluorescent marker and separated with Hydrophilic interaction ultra performance liquid
chromatography (HILIC-UPLC). Samples which had been thawed three times and those
which had been defrosted during the night at room temperature, have shown the greatest
deviation out of all the other samples which had been defrosted once or twice at room
temperature or over night at +4° C . The result of the experiment points to the conclusion that
the repeated freeze-thaw cycles and a longer thawing period may have an impact on the
glycan structure analysis of immunoglobulin G and other plasma proteins. The effect was not
very large so a much larger study should be conducted in order to determine its real statistical

significance.

KEY WORDS: plasma proteins glycosylation, immunoglobulin G glycosylation,

glycosylation change, impact of freeze-thaw cycles on glycosylation
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