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1. UVOD

1.1. Glikozilacija proteina

Glikozilacija je proces u kojem se na lipid ili protein kovalentno vezu glikani. Vezani
ugljikohidrati mogu se razlikovati u broju, rasporedu i vrsti monosaharida od kojih su sastavljeni
te glikozidnoj vezi (mjestu na kojem su vezani za protein). Posljedice tih razlika su raznovrsne
uloge koje vezani ugljikohidrati imaju unutar i izvan stanice. Vezani glikani imaju vaznu ulogu u
usmjeravanju proteina do ciljnog mjesta, medustani¢nim vezama, pravilnom smatanju i stabilnosti

proteina, ali i u regulaciji imunog odgovora (Vidarsson i sur. 2014).

Ovisno o vezi izmedu glikana i proteina, razlikujemo pet tipova glikozilacije proteina: N-
vezana glikozilacija, O-vezana glikozilacija, C-manozilacija, formacija glikozilfosfatidil
inozitolnog sidra i glikozilacija fosfoserina (Spiro 2002). Jedan tip glikozilacije ne iskljucuje drugi
pa tako na istom proteinu moze biti vise razli¢itih ugljikohidratnih lanaca vezanih na razli¢itim
mjestima. Primjer je protein imunoglobulin G (1gG) koji istovremeno moze imati i N-vezane i O-

vezane glikane (Fanger i Smyth 1972).

Proces glikozilacije odvija se u viSe koraka u koje je ukljucen velik broj enzima
rasporedenih u vise razli¢itih stani¢nih odjeljaka, gdje najvazniju ulogu imaju endoplazmatski
retikulum i Golgijev aparat. lako se glikozilacija smatra posttranslacijskom modifikacijom, N-
glikozilacija koja je najzastupljeniji tip glikozilacije odvija se paralelno s translacijom tj.
kotranslacijski (Spiro 2002).

N-vezana glikozilacija podrazumijeva vezanje prekursorskog oligosaharida za dusikov (N)
atom bo¢nog ogranka asparagina koji se nalazi unutar konsenzus slijeda Asn-X-Ser/Thr pri ¢emu
X predstavlja bilo koju aminokiselinu osim prolina. Prvi korak odvija se u lumenu
endoplazmatskog retikuluma kada se struktura sastavljena od 14 monosaharida prebacuje na
protein ¢ime se stvara kovalentna veza izmedu monosaharida N-acetilglukozamina (GICNAC) i
asparaginskog ostatka proteina. Prekursorska struktura doraduje se u endoplazmatskom retikulumu
te se protein potom transportira do Golgijevog aparata gdje se oligosaharid dodatno doraduje kako
bi nastali konacni oligosaharidi koje mozZemo podijeliti u tri skupine: oligosaharidi s velikim

udjelom manoze, kompleksni oligosaharidi i hibridni oligosaharidi (Reily i sur. 2019).



1.2. Imunoglobulini

Imunoglobulini (Ig) ili antitijela su glikoproteini koje stvaraju plazma stanice te Cine
najznacajniji dio humoralnog imunog sustava. Oko 20% proteina plazme ¢ine upravo
imunoglobulini (Vaillant i sur. 2021). U ljudi postoji ukupno pet izotipova imunoglobulina: 1gG,
IgA, IgM, IgE i 1gD. Sve skupine dijele zajedni¢ku osnovnu strukturu koju ¢ine dva laka i dva
teSka lanca medusobno povezana disulfidnim vezama. Laki lanci sastoje se od dvije domene, N-
terminalne varijabilne i konstantne domene. Teski se lanci sastoje od N-terminalne varijabilne
domene, te tri ili Cetiri konstantne domene ovisno o izotipu. Ig se moze pocijepati na tri velika
fragmenta: fragment Fc (eng. fragment crystallizable) i dva fragmenta Fab (eng. fragment antigen
binding). Fc fragment ¢ine dijelovi oba teska lanca te je taj fragment presudan u regulaciji samog
imunog odgovora jer veze razlicite Fc receptore i efektorske molekule. Fab fragment ¢ine laki lanac
1 dio teskog lanca, a unutar tog fragmenta nalazi se antigen vezuju¢e mjesto od kud dolazi i sam

naziv (Vaillant i sur. 2021).

1.2.1. Struktura i uloga imunoglobulina G

Imunoglobulin G (IgG) najzastupljeniji je od pet izotipova Ig-a u ljudskom serumu. Kao i
ostali izotipovi sastoji se od dva laka i dva teska lanca. Teski se lanac sastoji od jedne varijabilne
(VH od eng. heavy chain variable) i tri konstantne domene (CH1, CH2 i CH3 od eng. heavy chain
variable; Slika 1). Domene CH1 i CH2 povezane su spojnom (eng. hinge) regijom koja je bitna za
stvaranje disulfidnih veza izmedu dva teska lanca. Za povezivanje teSkih lanaca u dimer vaznu

ulogu imaju i CH3 regije koje interagiraju nekovalentnim interakcijama.

IgG se dodatno moze podijeliti u 4 skupine: IgGl, IgG2, IgG3 i IgG4, redom od
najzastupljenije do najrjede skupine prisutne u plazmi (Schur 1987). Navedene skupine razlikuju
se u pojedinim aminokiselinama, ponajvise unutar spojne regije i CH2 domene, $to za posljedicu
ima razli¢ite moguénosti vezanja pojedinih efektorskih molekula, a samim time i omogucéava
razli¢itu funkciju antitijela, odnosno razli¢iti imuni odgovor nakon prepoznavanja antigena
(Vidarsson i sur. 2014).



Slika 1. Shematski prikaz strukture imunoglobulina G. IgG se sastoji od dva teSka (tamno plava
i narancCasta boja) i dva laka (svijetlo plava i narancasta boja). Na domeni CH2 oba teska lanca
nalazi se oCuvani asparagin 297 na koji su vezani glikani smjeSteni unutar Supljine Fc fragmenta.
Na domeni VL lakog lanca nalazi se N-glikozilacijsko mjesto koje je glikozilirano u odredenom
postotku antitijela 19G. VL-varijabilna domena lakog lanca; CL-konstantna domena lakog lanca;
VH-varijabilna domena teSkog lanca; CH-konstantna domena teskog lanca; Fab-antigen vezujuci

fragment; Fc-fragment sklon kristalizaciji. Preuzeto i prilagodeno prema Bovenkamp i sur. (2016).

Imunoglobulin G ima visestruku ulogu u imunom odgovoru. VVezanjem patogena sprjec¢ava
njihov ulazak u stanice te dovodi do neutralizacije toksina. Takoder moze aktivirati i klasi¢an put
komplementa vezanjem i aktivacijom proteina C1q Sto naposljetku dovodi do lize ili fagocitoze
patogena (Thomson 2016). Tre¢i mehanizam djelovanja ukljucuje vezanje fragmenta Fc za
pripadajuce receptore fragmenta Fc 1gG-a (FcyR) koji se nalaze na vise razli¢itih skupina
hematopoetskih stanica, ali i na nekim endotelnim stanicama (Schroeder i sur. 2010). Efekti
vezanja za receptore FcyR mogu biti razli€iti, ovisno o podskupini receptora koje je 1gG vezao, ali
I ovisno o vrsti stanica na kojima se receptori nalaze. Vezanjem za receptore na makrofazima 1gG
dovodi do fagocitoze patogena, vezanjem za receptore na stanice ubojice (NK stanice, eng. natural
killer) aktivira stani¢nu citotoksi¢nost ovisnu o protutijelima (ADCC, eng. Antibody dependent cell
mediated cytotoxicity), a vezanjem limfocita regulira se sinteza ovog antitijela (Schroeder i sur.
2010).



1.2.2. Glikozilacija imunoglobulina G

Unutar domene CH2 IgG-a nalazi se o¢uvan asparagin na poziciji 297 (N297) na koji je
amidnom vezom vezan glikan. Glikani s obje domene CH2 smjeSteni su unutar Supljine koji
formiraju teski lanci (Slika 1; Cobb 2020). Vezani glikani imaju trostruku ulogu: strukturnu,
stabilizacijsku i funkcionalnu. Preradom prekursorske strukture do konacnog glikana nastaju
dodatne hidrofobne interakcije koje stabiliziraju fragment Fc (Bowden i sur. 2012). Druga je uloga
utjecaj na poluzivot cirkuliraju¢eg IgG-a pa tako dodatak sijalinske kiseline na N-vezani glikan
produzuje poluzivot cirkuliraju¢eg IgG-a, vjerojatno promjenom afiniteta vezanja za pojedine Fc
receptore (Bas i sur. 2019). Treca je uloga regulacija imunog odgovora. Sama struktura vezanog
glikana utjeCe na afinitet vezanja za pojedine tipove receptora Fc i proteine komplementa te
promjena strukture glikana dovodi do vezanja drugih receptora i posljedi¢no drugacijeg imunog

odgovora (Dekkers i sur. 2017; Shields i sur. 2002).

galaktoza
l manoza

sijalinska
kiselina

GIcNAc  rasijecajuci GIcNAc

Slika 2. Struktura N- glikana vezanog na asparagin 297 u molekuli imunoglobulina G. Srzna
struktura (uokvirena crvenom isprekidanom linijom) sastoji se od 5 molekula GIcNAc i 2 molekule
manoze. Glikan moze biti dodatno modificiran dodatkom fukoze, rasijecaju¢eg GICNAC, galaktoze

i sijalinske kiseline. Preuzeto i prilagodeno prema Vidarsson i sur. (2014).



Srzna struktura glikana vezanog za N297 sastoji se od 2 molekule GIcNAc, te tri molekule
manoze koje stvaraju biantenarnu strukturu (Slika 2). Ta struktura moze biti dodatno modificirana
dodatkom fukoze na pocetni (srzni) GlcNAc, rasijecajuc¢eg GlcNAc na pocetnu manozu, dodatkom
galaktoza na antenarne manoze, te dodatkom sijalinske kiseline na galaktozu. Svaka od tih
modifikacija utjece na funkciju i strukturu IgG-a. Fukozilacija smanjuje afinitet vezanja za FcyRIII,
atime i ADCC (Shields i sur. 2002) dok sijalinizacija ima supresivnu ulogu u imunom odgovoru
(Hess i sur. 2013). Galaktozilacija moze imati protuupalnu ulogu poboljsavajuc¢i vezanje za
inhibitorne receptore FcyRIIB (Karsten i sur. 2012), ali moze imati i proupalnu pospjesujuci
vezanje za FcyRlIlla (Houde i sur. 2010). Velik broj mogucih glikanskih struktura s razlicitim
funkcijama dovode do kompleksne uloge IgG-a u pro- i protuupalnom odgovoru.

Usporedujuéi glikanske profile unutar populacije, uoceno je postojanje znacajnih razlika
(Puci¢ i sur. 2011). Dio njih moguce je objasniti genetickom podlogom (Lauc i sur. 2013), ali je
velik dio uvjetovan okolisem. Ipak, gledajuci glikanski profil pojedinca, on je relativno stabilan
kroz vrijeme (Gornik i sur. 2009). Do promjena dolazi tek usred pojave razli¢itih promjena
fizioloskih stanja, te razli¢itih patoloskih stanja zbog ¢ega se glikanski profil 1gG-a namece kao

potencijalni biljeg zdravstvenog stanja pojedinca (Gudelj i sur. 2018).

Treba spomenuti i druga mjesta glikozilacije 1gG-a, prije svega unutar fragmenta Fab. Fab
mjesta glikozilacije nastaju prilikom procesa somatske hipermutacije i procjenjuje se da oko 20%
ljudskog lgG-a ima N-glikozilirane Fab fragmente (Bovenkamp i sur. 2016). lako nije toliko
istrazena kao glikozilacija fragmenta Fc, do sada je utvrdeno da Fab glikozilacija utjee na
stabilnost i poluzivot IgG-a te na afinitet vezanja antigena (Bovenkamp i sur. 2016, 2018; Khurana
i sur. 1997). Preostala mjesta glikozilacije specifi¢na su za izotip 1gG3. To je jedini izotip 19gG-a za
koji je utvrdena O-glikozilacija unutar vezne domene, no njezina uloga jo$ nije poznata (Plomp i
sur. 2015). Unutar fragmenta Fc izotipa IgG3 postoji i potencijalno mjesto N-glikozilacije na

poziciji N392 ¢ija uloga jos nije istrazena (de Haan i sur. 2020; Shah i sur. 2017).



1.2.3. Regulacija glikozilacije imunoglobulina G

Do sada su otkrivena Cetiri enzima koja sudjeluju u modifikaciji glikana na IgG-u, a sva
Cetiri enzima su glikoziltransferaze koje dodaju monosaharidne jedinice na postojecu glikansku
strukturu.  To su:  fukoziltransferaza 8 (FUT8, dodaje srznu fukozu), N-
acetilglukozaminiltransferaza 3 (MGAT3, dodaje rasijecajuc¢i GIcNAc), beta-galaktozidaza alfa-
2,6-sialiltransferaza 1 (ST6GALL, dodaje sijalinsku kiselinu) te beta-1,4-galaktoziltransferaza 1
(B4GALTL, dodaje galaktozu) (Lauc i sur. 2013).

Osim glikoziltransferaza, cjelogenomske studije povezanosti (eng. genome-wide
association study, GWAS) dovele su do otkri¢a veceg broja gena Koji su povezani s glikozilacijom
imunoglobulina G, a ¢ija se stvarna uloga u glikozilaciji treba utvrditi funkcionalnim analizama.
Jedan od posljednjih primjera je istrazivanje Klari¢ i sur. (2020) koje je pokazalo direktan utjecaj
promjene ekspresije transkripcijskog faktora IKZF1 na ekspresiju fukoziltransferaze 8 i
glikozilaciju 1gG-a.

Uz brojne transkripcijske faktore i druge proteine s nepoznatom funkcijom u ovom procesu,
sve je vise dokaza da i epigeneticka regulacija ima veliku ulogu u glikozilaciji 1gG-a i proteina
opc¢enito. Pokazano je da promjena metilacije gena koji kodiraju za glikoziltransferaze, ali i drugih
gena koji nisu direktno ukljuceni u dodatak ili skidanje monosaharida na glikansku strukturu,
dovodi do promjene strukture glikana. Metilacija promotora MGAT3 nadena kod pacijenata s
upalnim bolestima crijeva negativno korelira s galaktoziliranim i sijaliniziranim glikanima, kao i s
glikanima koji imaju vezan rasijecajuc¢i GICNAc (Klasic¢ i sur. 2018). Uloga histonskih modifikacija
u glikozilaciji nije toliko istraZzena, no postoje studije koje pokazuju da histonske modifikacije
reguliraju ekspresiju specifi¢nih glikoziltransferaza u mozgu (Kizuka i sur. 2011). Treci
epigeneticki mehanizam bitan u regulaciji glikozilacije proteina, a potencijalno i u glikozilaciji
IgG-a su male nekodiraju¢e RNA. Mikro RNA (miRNA) molekule reguliraju ekspresiju
glikoziltransferaza u mnogim tumorskim stani¢nim linijama. Razli¢ite miRNA smanjuju ekspresiju
FUT8 i fukozilaciju proteina u stanicama kolorektalnog karcinoma, kao i u stanicama
hepatocelularnog karcinoma (Wang i sur. 2014; Bernardi i sur. 2013). | drugi gliko-geni u
tumorskim stanicama regulirani su miRNA, npr. MGAT3 i ST6GALL (Han i sur. 2018; Huang i sur.
2018). Kako isti geni sudjeluju u glikozilaciji 1gG-a, mogucée je da miRNA imaju bitnu ulogu i u
tom procesu, Sto bi objasnilo odredene promjene glikanskih struktura koje nisu proporcionalne

promjeni ekspresije vezanih glikoziltransferaza (Thu i Mahal 2020; Neelamegham i Mahal 2016).
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Ciljano modificiranje ekspresije gena koji imaju potencijalnu ulogu u glikozilaciji moze
imati veliku ulogu u istrazivanju regulacije glikozilacije 19G-a, ali i u bioinjzenjerstvu
promijenjenog lIgG-a s ciljanim djelovanjem u terapeutske svrhe (Mijakovac i sur. 2021; Zong i
sur. 2017; Dekkers i sur. 2016).

1.3. Glikozilacija imunoglobulina G i starenje

Prve promjene IgG glikoma povezane sa starenjem uocene su prije viSe od 30 godina.
Parekh i suradnici uo€ili su promjene galaktozilacije IgG-a povezane s dobi ispitanika (Parekh i
sur. 1988). Udio galaktoziliranih struktura povecavao se do 25. godine nakon Cega je uocen
postepeni pad tj. povecanje udjela agalaktoziliranih struktura (Slika 3). Povecéanje udjela
agalaktoziliranih struktura tijekom starenja potvrdeno je i u nekoliko recentnijih studija (Bakovi¢
i sur. 2013; Chen i sur. 2012; Puci¢ i sur. 2011). Promjene galaktozilacije tijekom djetinjstva i
mladosti nisu potpuno jasne jer razliite studije donose razlicite rezultate (Martini¢ Kavur i sur.

2021).

Osim promjena galaktozilacije, tijekom starenja mijenjaju se i neke druge glikanske
strukture. Vise je istrazivanja potvrdilo porast udjela struktura s vezanim rasijecaju¢im GICNAC
kod ispitanika oba spola (Chen i sur. 2012; Shikata i sur. 1998). Nije potpuno jasno na koji nacin i
mijenja li se fukozilacija tijekom starenja. U djece je potvrdeno smanjenje udjela fukoziliranih
struktura tijekom odrastanja (Haan i sur. 2016), no u ispitanika odrasle dobi rezultati su
kontradiktorni - dok neki pokazuju lagano povecanje udjela fukoziliranih struktura, drugi pak
pokazuju smanjenje, a kod nekih nije doslo do promjene (Martini¢ Kavur i sur. 2021; Bakovi¢ i
sur. 2013; Chen i sur. 2012; Puci¢ i sur. 2011). Sijalinizacija se tijekom starenja ponasa kao
galaktozilacija, te je uocen pad sijaliniziranih struktura (Slika 3; Bakovi¢ i sur. 2013; Chen i sur.
2012; Puci¢ i sur. 2011). U navedenim studijama, osim starenja pokazana je i znacajna uloga
spolnih hormona u glikozilaciji 19gG-a. To bi objasnilo odredene razlike glikanskih profila
muskaraca i Zena, ali i velike promjene glikanskog profila u Zena u perimenopauzi i postmenopauzi.
Nedavno je istrazivanje napravljeno u grupi prof. Zoldo$ i prof. Lauca sugeriralo moguci
molekularni mehanizam utjecaja spolnog hormona estradiola na promjenu glikozilacije 19G-a u

Zena postmenopauzalne dobi (Mijakovac i sur. 2021).



Chronic low grade inflammation

Slika 3. Promjene udjela razli¢itih glikanskih struktura vezanih na IgG u korelaciji sa
starenjem i povecanje kroni¢ne upale niske razine. Veli¢ina prikazanih struktura proporcionalna
je relativnoj ucestalosti tih struktura u glikomu IgG-a Covjeka. Starenjem se smanjuje udio
galatkoziliranih i sijaliniziranih struktura, a raste udio agalaktoziliranih struktura i struktura s

vezanim rasijecaju¢im GICNAc. Preuzeto iz Martini¢ Kavur i sur. (2021).

Sve navedene promjene koreliraju uz odredena odstupanja s kronoloskom starosti ispitanika
te omogucuju relativno uspjesno predvidanje kronoloske dobi (Kristi¢ i sur. 2014). No, ovdje je
vazno spomenuti i bioloSku starost koja predstavlja mjeru zdravlja i funkcionalnosti organizma, a
koja je uvjetovana kombinacijom genskih i okoli$nih ¢imbenika (Martini¢ Kavur i sur. 2021). Na
biolosko starenje znatno utjeCe kroni¢na upala niske razine (od engl. low grade chronic
inflammation), a velik dio promjena glikoma uocenih prilikom starenja, prvenstveno smanjenje
galaktozilacije, povezan je upravo s upalnim procesima niske razine u organizmu. Teorija upalnog
starenja (eng. inflammaging) povezuje upravo procese kroni¢ne upale niske razine sa starenjem
(Dall’Olio 1 sur. 2013). Kroni¢na upala nastaje kao posljedica cjelozivotne izlozenosti vanjskim 1
unutarnjim ¢imbenicima (poput prekomjerne teZine, hipertenzije i kardiometaboli¢kih poremecaja)
sto dovodi do neravnoteze izmedu pro- i protuupalnih faktora. Povecanje udjela agalaktoziliranih
struktura na 1gG-u uzrokovano kronoloskim starenjem u tim okolnostima dovodi do jacanja upale
i stvaranja jo§ viSe proupalnih struktura te nastaje upalni ,,zacarani krug®. Na temelju toga moze se
zakljuciti da je promjena glikozilacije IgG-a povezana ne samo s kronoloSkim, ve¢ i bioloSkim

starenjem organizma te predstavlja dobar marker ovog procesa (Kristi¢ i sur. 2014).



1.4. Stani¢na linija FreeStyle™ 293-F

Stani¢na linija HEK293 (od eng. human embryonic kidney 293) jedna je od najéeSce
koriStenih stani¢nih linija za ekspresiju rekombinantnih proteina. Stanice su prvotno izolirane iz
ljudskog Zenskog fetusa te su 1973. godine imortalizirane ugradnjom fragmenta adenovirusa 5
unutar kromosoma 19 (Graham i sur. 1977). Ugradeni fragment velicine je 4 tisu¢e parova baza te
sadrzi gene za proteine E1A i1 E1B koji inhibiraju apoptozu i interferiraju s regulatorima stani¢nog

ciklusa $to omogucava kontinuiranu kultivaciju ove stani¢ne linije.

Tijekom godina, od originalne roditeljske linije uspostavljeno je vise stani¢nih linija
razli¢itih Karakteristika (Slika 4). Neke linije imaju ugradene virusne gene Cija ekspresija
poboljsava sintezu rekombinantnih proteina, na primjer linija HEK293T (DuBridge i sur. 1987).
Neke su linije prilagodene rastu u suspenziji u mediju bez seruma §to omogucuje veliku gustocu
rasta i uzgoj u bioreaktorima (Co6té i sur. 1998; Graham 1987), na primjer HEK293-H, HEK293-
F i FreeStyle™ 293-F. Linija 293-F stvorena je izolacijom klona koji je imao sposobnost brzog
rasta i veliku uspjesnost transfekcija te prilagodbom izoliranog klona na rast u suspenziji u mediju
bez seruma. Prilagodbom te nove linije na rast u FreeStyle mediju dobivena je linija FreeStyle™
293-F (Slika 4).

HEK 293 imortalizacija ugradnjom fragmenta adenovirusa )

5 u ljudske embrionalne stanice bubrega, 1973,
‘ godina

kion sa dobrom brzorastuci klon s velikom uspjesSnosti
sposobnosti prianjanja transfekcija

u jednoslojnoj kulturi \
klon koji stabilno eksprimira
EBNA1 i ima veliku ‘ ‘

uspjesnost transfekcija \ s

brzorastuci klon prilagoden rastu u
suspenziji (u mediju bez seruma)

klon koji stabilno eksprimlra
veliki T antigen simian virusa 40

klon prilagoden rastu u suspenziji,

a s dobrom sposobnosti

prianjanja u plak eseju \
1 prilagodba na Freestyle™

< o @ O —@©

293-T 293-E 293-H 293-F Freestyle 293F

Slika 4. Shematski prikaz nastanka razli¢itih stani¢nih linija od izvorne linije HEK293. Prikazane
su linije koje se danas koriste u istrazivanjima poput 293-T i 293-E, a nastale su ugradnjom virusnih
gena, dok su druge nastale selekcijom klonova s odredenim prednostima poput brzog rasta i rasta u

suspenziji, kao $to su 293-H, 293-F i Freestyle 293-F. Preuzeto i prilagodeno prema Malmi sur. (2020).
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Rast u suspenziji ovim linijama daje veliku prednost za uzgoj u velikim koli¢inama i sintezu
zeljenih proteina, a posljednjih se godina prepoznaje jos jedna velika prednost novih linija, a to je
ljudsko podrijetlo. Za razliku od stani¢ne linije jajnika kineskog hréka (eng. chinese hamster ovary,
CHO), koja je dugo bila najcesce upotrebljavana stani¢na linija za sintezu monoklonskih antitijela
u terapijske svrhe (Walsh 2018), linija HEK293 i iz nje izvedene linije sadrze aktivne odredene
enzime ukljucene u posttranslacijske modifikacije proteina, a koje nalazimo samo u stanicama
ljudskog podrijetla. Primjer je o2,6-sialiltransferaza, enzim uklju¢en u glikozilaciju proteina, koji
nalazimo u ljudskim stanicama, ali ne i u CHO (Lee i sur. 1989). Takve razlike u aktivnim
enzimima dovode do razlika u strukturi i funkciji sintetiziranih proteina, prije svega
imunoglobulina. Na primjer, 1gG1 sintetiziran u stanicama HEK293-F ima razli¢it glikanski profil
te razliCito interagira s Fc receptorima u usporedbi s IgG1l sintetiziranim u stanicama CHO
(Blundell i sur. 2020). 1z tog se razloga istrazivanja i proizvodnja glikoziliranih proteina sve vise

usmjeravaju na ljudske stani¢ne linije.

Osim $§to linija HEK293-F ima aktivne sve enzime potrebne za normalnu glikozilaciju
ljudskih proteina, ukljucujuéi i IgG, pokazano je i da je i glikom 1gG-a sintetiziranog u ovoj
stani¢noj liniji jako slican glikomu 1gG-a ljudske plazme (Dekkers i sur. 2016). Dekkers i sur.
(2016) koristili su liniju FreeStyle™ 293-F za sintezu rekombinantnog IgG-a. Njihovi rezultati
pokazuju da glikom IgG-a iz ove linije ima podjednaku razinu fukoze kao i serumski 1gG, te nesto
manje razine vezane galaktoze, sijalinske kiseline i rasijecajuceg GICNAC. Jo§ jedno recentno
istrazivanje pokazalo je da je linija FreeStyle™ 293-F dobra modelna linija za prouc¢avanje glikoma
ljudskog 1gG-a. Mijakovac i sur. (2021) su upotrijebili ovu liniju za proucavanje uloge veéeg broja
gena u regulaciji glikozilacije 1gG-a. Trenutni nedostatak modelne linije za proucavanje utjecaja
starenja na promjene IgG glikoma, uz navedene upotrebe i dokazane prednosti linije FreeStyle™
293-F namecu pitanje moZe li ova linija biti dobar model za istraZivanja promjena glikoma usred

starenja.
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1.5. Metode istrazivanja glikana

Prvi korak u analizi glikana je priprema i predtretman samih uzoraka, a o tom koraku
uvelike ovise i kvaliteta same analize glikana. Priprema uzoraka moze se pojednostavljeno
podijeliti na nekoliko koraka: kemijsko ili enzimsko odvajanje glikana od proteina, izolacija i
obiljezavanje glikana, te po potrebi obogacivanje i dodatno proc¢iS¢avanje uzoraka (Paton i sur.

2021).

Jedna od prvih metoda analize glikana temeljena je na upotrebi lektina, proteina koji vezu
Secere. Lektini specificno vezu odredene monosaharidne strukture Sto omogucuje relativnu
uspjes$nu analizu izoliranih glikana, pogotovo u kombinaciji s fluorescentnom detekcijom signala
(Paton i sur. 2021). Novije metode koje se koriste za analizu udjela pojedinih glikanskih struktura
su tekucinska kromatografija i kapilarna elektroforeza. Obje se metode baziraju na razliitom
vremenu zadrzavanja (retencije) pojedinih glikana zbog razlika u veli€ini, strukturi i naboju Sto
dovodi do stvaranja razli¢itih kromatografskih ili elektroforetskih vrsaka (eng. peaks). Ako su
glikani fluorescentno obiljeZeni, mjeri se intenzitet fluorescencije inducirane laserom koji je
proporcionalan koli¢ini pojedine glikanske strukture u uzorku. Navedene metode pogodne su za
analize velikog broja uzoraka gdje se moze pretpostaviti da je sadrzaj pojedinih vrsaka stabilan
(Martini¢ Kavur 1 sur. 2021).

Za odredivanje same strukture glikana najbolji je izbor spektrometrija masa, no nedostatak
metode je veca sloZenost opreme i potrebnih vjestina. Moguce je i povezati spektrometriju masa s
teku¢inskom kromatografijom ili kapilarnom elektroforezom za odredivanje struktura pojedinih
vrikova (Martini¢ Kavur i sur. 2021). Cetvrta metoda kojom je moguce odrediti primarnu strukturu
glikana, ali 1 druge strukturne te dinamicke informacije, je nuklearna magnetna rezonanca (NMR).
Prednost ove metode je o¢uvanje uzoraka i mala potrebna koncentracija za analizu, a u kombinaciji
s drugim metodama moguce je dobiti puno preciznije strukture glikana (Paton i sur. 2021; Leeflang
i Vliegenthart 2012).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja utvrditi je dolazi li starenjem modelne stani¢ne linije FreeStyle™
293-F do promjena u glikozilaciji izlu¢enog imunoglobulina G, te mogu li se te promjene usporediti
s promjenama IgG glikoma koje su posljedica starenja ljudskog organizma. Nadalje, ukoliko dolazi
do promjena u glikozilaciji 19G-a, cilj je utvrditi jesu li te promjene izravna posljedica promjene
ekspresije glikoziltransferaza koje su odgovorne za pojedine korake u procesu 1gG-glikozilacije ili
su promjene rezultat promjene u ekspresiji nekih drugih gena, GWAS hitova povezanih s

glikozilacijom IgG-a, i/ili nekog drugog mehanizma regulacije glikozilacije.

Specifi¢ni ciljevi:

1. Uzgoj i pasaziranje stanica linije FreeStyle™ 293-F kroz dulji vremenski period te
transfekcija stanica sustavom za ekspresiju 1gG-a nakon svake 4 pasaze. Time ¢e se

dobiti stanice razlicite starosti koje ¢e izlu¢ivati molekule IgG-a za analizu glikana.

2. Provjera koli¢ine izlu¢enog IgG-a, te analiza glikana na IgG molekulama izlu¢enih iz

stanica razli¢ite starosti.

3. Analiza ekspresije glikoziltransferaza ovisno o promjenama glikana na IgG

molekulama izluCenim iz stanica razlicite starosti.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

Komercijalni setovi kemikalija:

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka); TURBO DNA-free Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD); Applied Biosystems™ Power SYBR™ Green PCR Master Mix
(Thermo  Fisher  Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); Random  Primer
(hexadeoxyribonucleotide mix; TaKaRa, Tokio, Japan); Recombinant RNase Inhibitor (TaKaRa,
Tokio, Japan); dNTP Mixture (TaKaRa, Tokio, Japan)

Enzimi:

PrimeScript Reverse Transcriptase (200 U/uL; TaKaRa, Tokio, Japan)

Plazmidi:

p3SVLT (Mijakovac i sur. 2021; Slika P1); pORF-hp21 (InvivoGen, San Diego, Kalifornija, SAD;
Slika P1); pORF-hp27 (InvivoGen, San Diego, Kalifornija, SAD; Slika P2); plazmid s teskim i
lakim lancem IgG-a (Mijakovac i sur. 2021; Slika P2)

Uredaji:

spektrofotometar NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); Eve
automated cell counter (NanoEntek, Seoul, Juzna Koreja); 7500 Fast Real-Time PCR System
machine (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); ProFlex™ 3 x 32-well PCR
System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD); Centrifuga Eppendorf 5424
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka); Alliance Q9 Advanced Auto (Uvitec, Cambridge, UK); CO>
inkubator Panasonic MCO-170AICUV-PE (Panasonic, Osaka, Japan); orbitalna tresilica PSU-20i
(Biosan, Riga. Latvija)

Stani¢na linija:

FreeStyle™ 293-F (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)
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Ostalo:

293-Fectin, Invitrogen (Thermo Fisher Scientific); 293 Expression Medium, Invitrogen (Thermo
Fisher Scientific); Opti-MEM Reduced Serum Medium (Thermo Fisher Scientific); 1 x PBS (100
ml/L 10 x PBS); Amersham Protan Nitrocellulose Blotting Membrane Premium 0,45 um (GE
Healthcare, Chicago, Illinois, SAD); Milchpulver (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka); PBST
(1:1000 Tween u 1 x PBS); antitijelo Ab97225 Goat anti-human IgG-Fc (Abcam, Cambridge,
Velika Britanija); Clarity Max Western ECL Substrate (Luminol Enhancer Solution i Peroxide
Solution; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)
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3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj stanica u kulturi

Alikvot stanica FreeStyle™ 293-F izvaden je iz spremnika s teku¢im dusikom, kratko
inkubiran u vodenoj kupelji na 37 °C, dok se stanice nisu odmrznule, te je 1 ml prebacen u tikvicu
s 29 ml prethodno zagrijanog hranjivog medija 293 Expression Medium. Stanice su uzgajane na
37 °C u inkubatoru s 8%-tnim udjelom CO: u atmosferi na orbitalnoj tresilici s konstantnim
mijeSanjem na 140 rpm. Stanice su presadivane (pasazirane) svaka 2 do 3 dana, kada bi dosegle
gustocu od 1 do 2 milijuna stanica po mililitru. Broj stanica i vijabilnost odredivani su upotrebom

automatskog brojaca stanica Eve ili Blirker-ove komorice i tripanskog modrila.

3.2.2. Transfekcija stanica

Stanice su transfecirane nakon svake cetvrte pasaze, pocevsi od trece pasaze (kao nulte).
Razmak izmedu transfekcija bio je izmedu 9 i 10 dana (ovisno o danima pasaziranja). Nakon
brojanja stanica i odredivanja vijabilnosti, na plo¢ice za stani¢nu kulturu sa Sest jazica nasadeno je
po 1 x 108 stanica po jazici. Koli¢ine pojedinih plazmida odredene su prema radu Vink i sur. (2013).
Za sto bolju ekspresiju IgG-a potrebno je izvrSiti istovremenu transfekciju s plazmidom s genima
za 1gG (geni za laki i teSki lanac IgG1, bez sekvence za mjesto glikozilacije unutar Fab regije) te s
plazmidima p33SVLT, p21 i p27 u masenom omjeru 0,69/0,01/0,05/0,25. Kako bi u konaénici
masa DNA za jednu transfekciju iznosila priblizno 2 pg, prema navedenom omjeru odredena je
masa pojedinih plazmida: 1,4 pg/ 20 ng/ 100 ng/ 500 ng (plazmid s IgG/ p3SVLT/ pORF-hp21/
pORF-hp27). Razrjedenja koncentracije plazmida pripremljena su u 76 pl medija Opti-MEM.
Masa transfekcijskog reagensa 293-Fectin po uputama proizvodaca treba biti dvostruko veca od
mase DNA pa je 4 ul Fectin-a razrijedeno u 76 ul Opti-MEM-a i potom inkubirao 5 minuta uz
neprestano protresanje. Kompleks Fectin-a i Opti-MEM-a potom je dodan u smjesu DNA i Opti-
MEM-a koja je pritom neprestano mijesana vorteksom. Dobivena smjesa inkubirana je 25 min te
potom dodana na stanice u plocice sa 6 jazica. Stanice i supernatanti skupljani su pet dana nakon
transfekcije. Cijeli sadrzaj jaZice prebacen je u epruvetu Eppendorf, centrifugiran 5 min na 4000 g
te su potom odvojeni supernatanti koji su kori$teni za analizu IgG glikoma od taloga koji je koriSten
za analizu ekspresije gena. Supernatanti su smrznuti na -20 °C, a talozi na -80 °C kako bi ostali

intaktni do analize.
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3.2.3. Analiza dot blot

Metodom dot blot provjerena je koli¢ina izlu¢enog IgG-a $to je ujedno i mjera za uspjesnost
transfekcije stanica. Prvo je na nitroceluloznoj membrani oznac¢ena shema kapanja uzoraka, a
potom je membrana stavljena u plasticnu kadicu i prelivena s 1 x PBS-om. Nakon kratkog
namakanja PBS je izliven, a membrana posusena papirom. Membrana je vracena u kadicu i
naneseno je po 2 ul uzoraka, kontrola i ranije pripremljenih standarda. Kao kontrole koriSteni su
uzorci u kojima je ve¢ ranije dokazana dovoljna koncentracija IgG-a za daljnju analizu (pozitivna
kontrola), uzorci u kojima je prisutan 1gG-a, ali u nedovoljnoj koncentraciji za analizu glikana te

govedi albuminski serum kao negativna kontrola.

Za vrijeme susenja uzoraka Koji su nakapani na membranu, pripremljen je svjezi PBST
(deterdZent Tween razrijeden u PBS-u u omjeru 1:1000) te potom 5% -tno mlijeko u PBST-u (1,25
grama bezmasnog mlijeka u prahu otopljeno u 25 ml PBST-a). Membrana je prelivena mlijekom
te inkubirana 30 minuta na tresilici na sobnoj temperaturi. Nakon 30 minuta izliveno je mlijeko i
membrana je prelivena s antitijelom na ljudski Fc fragment IgG-a obiljezenim peroksidazom iz
hrena (Ab97225, goat anti-human IgG-Fc, HRP) razrijedenim u 5%-tnom mlijeku u omjeru 1:2000.
Kadica je prekrivena aluminijskom folijom i inkubirana jedan sat na tresilici na sobnoj temperaturi.
Nakon inkubacije, otopina antitijela je izlivena, a membrana dvaput isprana s PBST-om. Potom je
membrana prelivena s PBST-om i inkubirana 15 minuta na tresilici (prekrivena folijom). Isti je
korak ponovljen jo$ jednom, a potom je membrana kratko posusena papirom i prebacena u suhu
kadicu. Membrana je ravnomjerno prekrivena s 2 ml reagensa za detekciju (smjesa luminola i
vodikovog peroksida u omjeru 1:1) te inkubirana 5 minuta prekrivena folijom. Nakon inkubacije
membrana je prebacena na prozirnu foliju i rezultati su vizualizirani pomoc¢u uredaja Alliance Q9
Advanced Auto.
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3.2.4. I1zolacija ukupne stani¢ne RNA i tretman DNazom

Za izolaciju ukupne RNA koristen je komplet RNeasy Mini Kit (Qiagen), a postupak je
proveden prema uputama proizvodaca uz manje preinake. U svaku je epruvetu s talozima stanica
dodano 350 ul pufera RLT te su epruvete dobro promijeSane pomocu vorteksa, a potom je dodan
isti volumen 70%-tnog etanola te je smjesa promijeSana pipetiranjem. Po 700 ul uzorka,
ukljucujué¢i nastale precipitate prebaceno je u kolonu RNeasy Mini spin koja je stavljena u
kolekcijsku epruvetu od 2 ml. Potom su kolone centrifugirane 30 sekundi na 10000 g, a eluat je
bacen. U svaku je kolonu dodano 700 ul pufera RW1 te su kolone opet centrifugirane 30 s na 10000
g, a eluat je bacen. U sljede¢em je koraku dodano po 500 ul pufera RPE te su kolone ponovno
centrifugirane 30 s na 10000 g, a eluat je opet bacen. Jo§ jednom je dodano 500 pul pufera RPE te
su kolone ovoga puta centrifugirane 2 minute na 10000, a eluat je bacen. Kolone su potom
prebacene u nove kolekcijske epruvete od 2 ml i centrifugirane 1 minutu na 14000 g kako bi se
eluirao ostatak pufera i nevezanih frakcija. U sljede¢em su koraku kolone prebacene u kolekcijske
epruvete od 1,5 ml, dodano je po 50 ul vode bez RNaze te su kolone centrifugirane 1 minutu na
10000 g kako bi se isprala vezana RNA. Koncentracije dobivenih RNA izmjerene su na uredaju
NanoDrop8000.

Kako bi se uklonila zaostala stanicna DNA, napravljen je tretman TURBO DNazom
(Thermo Fischer Scientific). U svaku reakcijsku smjesu dodano je 3000 ng izolirane RNA, 0,5 ul
DNaze, 2,5 pl pufera 10 x Turbo DNAse Buffer te destilirana voda do 25 pl. Smjese su promijesane
pipetiranjem te inkubirane 30 minuta na 37 °C. Potom je u smjese dodano po 2,5 ul inaktivirajuéeg
agensa te su inkubirane 5 minuta na sobnoj temperaturi uz stalno mijesanje Vorteksom. Nakon
inkubacije uzorci su centrifugirani 90 s na 10000 g, sakupljeni su supernatanti i ponovno su

izmjerene koncentracije RNA na uredaju NanoDrop8000.
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3.2.5. Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija napravljena je upotrebom Prime Script RTase (TaKaRa). Najprije
su pripremljena razrjedenja RNA kako bi masa RNA po reakciji iznosila 400 ng. U reakcijsku
smjesu je osim 13 pl razrijedene RNA dodan 1 pl nasumi¢nih heksamernih pocetnica (50 uM) i 1
ul mjesavine dNTP (10 uM). Smjesa je inkubirana 5 min na 65 °C te zatim 5 min na ledu. Nakon
inkubacije u pocetnu je reakcijsku smjesu dodano 5 ul druge reakcijske smjese u sastavu: 4 pl
pufera 5 x Prime Script Buffer, 0,5 pl Prime Script RTase i 0,5 pul Recombinant RTase Inhibitor.
Finalne smjese (dobivene mijeSanjem prve i druge reakcijske smjese) stavljene su u PCR uredaj na
program: 30 °C — 10 min, 42 °C —60 min, 70 °C — 15 min. Negativna kontrola reverzne transkripcije
bila je reakcija bez dodane RNA (RNA-).

3.2.6. Lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR)

Metoda qPCR koristena je za odredivanje promjene ekspresije pojedinih gena koji kodiraju
glikoziltransferaze. Postoji viSe varijanti detekcije produkata umnaZzanja ovom metodom, a U Ovom

je istrazivanju Koristena tehnologija fluorescentnih interkaliraju¢ih boja ,,SYBRGreen®.

Reakcijska smjesa sastojala se od 10 pl smjese ,,Power SYBR™ Green PCR Master Mix*“,
0,1 pl forward pocetnice (10 uM) i 0,1 ul reverse pocetnice (10 uM) za ciljani gen, 8,8 pl dH2O te
1 ul ¢cDNA (5 ng). Geni ¢ija je ekspresija analizirana su BAGALT1, ST6GAL1 i FUT8. Kao
endogena kontrola koristeno je vise gena, HPRT1 koji kodira hipoksantin-guanin fosforibozil
transferazu, HMBS koji kodira hidroksimetilbilan sintazu, ACTB koji kodira beta-aktin, GUSB koji
kodira glukuronidazu beta te PUML1 koji kodira RNA vezujuéi protein 1 iz porodice Pumilio (eng.
Pumilio RNA Binding Family Member 1). Pocetnice koriStene za umnazanje gena od interesa i

endogenih kontrola navedene su u Tablici 1.
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Tablica 1. Pocetnice koristene u kvantitativnoj lan¢anoj reakciji polimerazom

Pocetnice Sekvenca pocetnice (5’ — 3°)
HPRT1 FW CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT
HPRT1 REV AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA
HMBS FW AGCTTGCTCGCATACAGACG
HMBS REV AGCTCCTTGGTAAACAGGCTT

BAGALTL FW 3

CCAGGCGGGAGACACTATATT

B4GALTL REV 3

CACCTGTACGCATTATGGTCAT

ST6GALL FW 2

CTACCACCCGCTGCTCTATG

ST6GALL REV 2

GTGTGGCTTTTCCAAGCAGG

FUT8_FW AACTGGTTCAGCGGAGAATAAC
FUT8 REV TGAGATTCCAAGATGAGTGTTCG
PUM1 FW1 CGGTCGTCCTGAGGATAAAA
PUM1_REV1 CGTACGTGAGGCGTGAGTAA
PUM1_FW2 GGCATGGAGCCTCTTCAGTT
PUM1 REV2 ACAGCAAGCGCATTAGGTCT
PUM1 FW3 GCGGGAGATTGCTGGACATA
PUM1_REV3 ACCATGAGTTGGTAGGCAGC
GUSB_FW1 CCACGGTGTCAACAAGCAT
GUSB REV1 GCGGGGGACCGGGAA

GUSB FW2 TTGAAGCTGGAGGGAACTGG
GUSB_REV?2 GCGGGGGACCGGGAA
GUSB_FW3 CTCTCCTGGGGGTACAGCAT
GUSB_REV3 CCAACCGCGAGAAGATGA
ACTB_FW1 CCAGAGGCGTACAGGGATAG
ACTB _FW2 GGATTCCTATGTGGGCGACGA
ACTB_REV2 GCGTACAGGGATAGCACAGC
ACTB_FW3 CTTCGCGGGCGACGAT
ACTB_REV3 CCACATAGGAATCCTTCTGACC

Prvo je u plocicu za qPCR s 96 bazencica ispipetirano 19 ul smjese pocetnica, dH20 i
smjese Master Mix te je zatim dodan 1 pul cDNA. Za svaki su uzorak radene dvije tehnicke replike.
Za svaki su gen radene i dvije negativne kontrole, negativna kontrola reverzne transkripcije (RNA-
, opisano u 3.2.5.) i negativna kontrola gPCR reakcije u koju je umjesto cDNA dodana dH20.
Takoder je napravljena kontrola tretmana DNazom tako $to je u reakcijsku smjesu umjesto cDNA
dodana RNA nakon tretmana kako bi se provjerilo postoji li zaostala DNA koja bi se mogla

umnoziti. Broj ciklusa reakcije qPCR iznosio je 45, a vrijeme elongacije 30 sekundi.
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Rezultati analize qPCR obradeni su metodom AACt, a kao referentni uzorak koriStena je
prva pasaza. Kako su za svaku biolosku repliku radene dvije tehnicke replike, prvo je izracunata
srednja vrijednost Ct za svaku biolosku repliku. Dobivene srednje vrijednosti Ct za gene B4AGALT1,
ST6GALL ili FUT8 normalizirane su u odnosu na srednju vrijednost Ct endogene kontrole
odgovarajuce bioloske replike, kako bi se dobila vrijednost ACt. Potom je izraunata srednja
vrijednost ACt za svaku biolosku skupinu, koja je normalizirana u odnosu na srednju vrijednost
ACt referentne skupine. Dobivene vrijednosti AACt koriStene su za izraCunavanje faktora promjene

ekspresije gena FC (engl. fold change).

3.2.7. I1zolacija molekula 1gG, fluorescentno oznacavanje i razdvajanje glikana

Izolacija i analiza IgG-a napravljena je u suradnji s tvrtkom Genos d.0.0 (sve do izracuna
deriviranih svojstava i statisticke obrade podataka). 1gG je izoliran upotrebom agaroznih kuglica s
imobiliziranim proteinom G (Protein G Agarose fast flow beads, Merck, Njemacka). Kuglice su
triput isprane s 10 x volumena 1 x PBS-om. Potom su resuspendirane u PBS-u, centrifugirane 10
s na 150 g te je potom uklonjen supernatant. Nakon tre¢eg ispiranja kuglice su resuspendirane u
PBS-u te je dobivena smjesa u omjeru 50:50 (v/v). Supernatanti sakupljeni nakon transfekcija
pomijesani su s jednakim volumenom PBS-a i 40 ul smjese kuglica u epruveti volumena 5 ml.
Nakon resuspendiranja pipetiranjem, uzorci su inkubirani 1 sat na sobnoj temperaturi uz lagano
mijeSanje. Tijekom inkubacije uzorci su dvaput resuspendirani pipetiranjem. Nakon inkubacije
uzorci su centrifugirani 10 s na 150 g te je uklonjen sav supernatant. Kuglice su isprane triput s
300 ul 1 x PBS-a te triput s 300 ul vode visoke Cistoce (eng. ultrapure water) kako bi se uklonili
nespecifiéno vezani proteini. Vezani IgG ispran je inkubacijom kuglica u 100 ul 0,1 M mravlje
kiseline 15 min na sobnoj temperaturi uz lagano mijesanje. Isprani IgG je neutraliziran sa 17 pl 1

M amonijevog bikarbonata. Uzorci su potom osuseni u vakuumskom evaporatoru.

Kako bi se glikani odvojili od 1gG-a, najprije je u svaki uzorak dodano 30 ul 1.33% (w/v)
SDS-a, uzorci su resuspendirani pipetiranjem, pokriveni ljepljivom folijom te su inkubirani 10
minuta na 65°C. Nakon toga uzorci su ohladeni na sobnu temperaturu te je dodano 10 pl 4% (v/v)
Igepal-CA630 (Merck, Njemacka) kako bi se neutralizirao visak SDS-a. Potom je uzorcima dodano
10 ul 5xPBS-a s 1,2 U enzima PNGase F (Promega, SAD), poklopljeni su ljepljivom folijom te
inkubirani 18 h na 37°C.
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Nakon odvajanja od 1gG-a, glikani su fluorescentno obiljezeni prokainamidom.
Obiljezavanje je provedeno u dva koraka. U prvom je koraku svakom uzorku dodano 25 pl otopine
za obiljezavanje u sastavu prokainamid klorid koncentracije 172.8 mg/ml (Thermo Fisher
Scientific, USA) otopljen u smjesi DMSO-a (Merck, Njemacka) i ledene octene kiseline (Merck,
Njemacka) (70:30, v/v). Uzorci su inkubirani 1 h na 65°C. U sljede¢em je koraku po uzorku dodano
25 ul otopine u sastavu: 2-pikolin boran koncentracije 179.2 mg/ml otopljen smjesi DMSO-a i
ledene octene kiseline (70:30, v/v). Uzorci su inkubirani 1,5 h na 65°C. Ostatak nevezanih
fluorescentnih oznaka i otapala uklonjeni su metodom tekuéinske kromatografije temeljene na
hidrofilnim interakcijama (eng. hydrophilic interaction liquid chromatography solid-phase
extraction, HILIC-SPE) upotrebom filtar plo¢ice 0.2 um GHP filter plate (Pall Corporation, SAD).
Glikani su isprani s kolone ultrapro¢iS¢enom vodom. Glikani su odvojeni tekucinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti (eng. ultra performance liquid chromatography,
UPLC) na uredaju Waters Acquity UPLC (Waters, SAD).

Dobiveni kromatogrami obradeni su automatskom integracijom koja je za svaki uzorak
ru¢no doradena, a udio pojedine glikanske strukture (kromatografskih vrsaka) izrazen je kao

postotak ukupne integrirane povrsine.

Derivirana svojstva (glikani odredenih zajednickih karakteristika, na primjer s vezanim
rasijecaju¢im GICNACc) dobivena su zbrajanjem udjela povrSina svih vr§8kova ¢ije pridruzene

glikanske strukture imaju trazenu karakteristiku (Tablica 2).
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Tablica 2. Derivirana svojstva uz pridruZen opis i kromatografske vrskove (GP) koji su

pridruZeni pojedinom svojstvu

Derivirano ) _ )
) Opis svojstva Ukljuceni kromatografski vrsci
svojstvo
Udio agalaktoziliranih struktura u
A ) GP1 + GP2 + GP3 + GP4 + GP5 + GP6
ukupnom glikomu IgG-a
GP7 + GP8 + GP9 + GP10 + GP11 +
s Udio galatoziliranih glikana u GP12 + GP13 + GP14 + GP15 + GP16
ukupnom glikomu IgG-a + GP17 + GP18 + GP19 + GP20 +
GP21 + GP22 + GP23 + GP24
S Udio sijaliniziranih glikana (mono-i | GP16 + GP17 + GP18 + GP19 + GP20
di-) u ukupnom glikomu 1gG-a + GP21 + GP22 + GP23 + GP24
GP1 + GP4 + GP6 + GP8 + GP9 +
Udio glikana koji sadrZe srznu
F ] GP10 + GP11 + GP14 + GP15 + GP16
fukozu u ukupnom glikomu 1gG-a
+ GP18 + GP19 + GP23 + GP24
B Udio glikana koji sadrze rasijecaju¢i | GP3 + GP6 + GP10 + GP11 + GP13 +
GIcNACc u ukupnom glikomu IgG-a GP15 + GP19 + GP22 + GP24

3.2.8. Statisticka obrada podataka

Rezultati analize glikana metodom UPLC obradeni su testom ANOVA s post hoc testom

Tukey u programu GraphPad Prism kako bi se odredilo je li doslo do statisticki znac¢ajne promjene

udjela odredenih glikanskih struktura starenjem stanica.

Rezultati analize ekspresije gena metodom qPCR obradeni su testom Kruskal-Wallis s post

hoc testom Dunn u program GraphPad Prism kako bi se odredilo je li doslo do znacajne promjene

u ekspresiji pojedinih glikoziltransferaza.
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4. REZULTATI

4.1. Uzgoj i transfekcija stanica FreeStyle™ 293-F te kvantifikacija izlu¢enih
molekula 1gG

Stanice su presadene 39 puta prije nego $to im je vijabilnost pala ispod 90% S$to se smatra
prestankom log faze rasta, te stanice tada viSe nisu prikladne za transfekciju prema uputama
proizvodaca (Thermo Fisher Scientific 2020). Ukupno su analizirani glikani sakupljeni nakon
devet transfekcija. Od odmrzavanja stanica do prve transfekcije (trece pasaze) proslo je sedam
dana, a od prve do devete transfekcije proslo je 75 dana. Na temelju broja stanica (brojane su prije
svake pasaze) i poznatog vremenskog perioda izmedu dviju pasaza odredeno je vrijeme
udvostrucenja stanica koje iznosi 23,87 sati (£ 3,69 sati). Ovaj podatak je u skladu s uputama
proizvodaca prema kojima je vrijeme udvostruc¢enja stanica FreeStyle™ 293-F izmedu 22 i 28 sati
(Thermo Fisher Scientific 2020). 1z navedenog se moze zakljuciti da je broj dioba stanica otprilike
jednak broju dana trajanja eksperimenta. Treba napomenuti da se vrijeme udvostrucenja nije

mijenjalo starenjem stanica ve¢ je bilo prili¢no ujednaceno kroz cijeli eksperiment.

Koli¢ina IgG-a provjerena je metodom dot blot. Analizirani su supernatanti od prve do
osme transfekcije. Rezultati dot blot-ova analizirani su u programu ImageJ (ImageJ, Ver 1.53 k,
NIH, United States) mjerenjem integrirane opticke gustoCe to¢aka (OD) nakon automatskog
uklanjanja pozadinskog signala. Koli¢ina glikana nakon pojedinih transfekcija relativno su
kvantificirane kako bi se odredila uspjesnost pojedine transfekcije u odnosu na ostale, te kako bi
se utvrdilo je li koli¢ina molekula 1gG u supernatantima dovoljna za analize glikana. Radi lakse
usporedbe koli¢ina sakupljenog IgG izmedu razlicitih transfekcija, uz navedene standarde i
kontrole na svaku je membranu nanesen i uzorak supernatanta sakupljenog nakon prve transfekcije
(p3-1 ili p3-2).

Detekcijom i relativnom kvantifikacijom glikana iz supernatanata utvrdeno je da su sve
transfekcije bile uspjesne, te su koli¢ine glikana vec¢e nego u kontroli za koju je otprije poznato da
sadrzi IgG, ali u nedovoljnoj koli¢ini za analizu vezanih glikana (Slika 5). Najmanje koli¢ine IgG-
a detektirane su u supernatantima stanica transfeciranih nakon 19. pasaze (Slika 5), a najvise IgG-

a detektirano je u supernatantima stanica transfeciranih nakon 27. pasaze (Slika 6).

23



o

p19-1

O

p19-2

O

p19-3

o

p19-1

O

p19-2

O

p19-3

O

p19-4

O

p19-5

O

p19-6

p19-4
O
p19-5

O

p19-6

standardi

@ © O

pk pk nk nk BSA BSA p3-2

p3-2

Slika 5. Membrana s uzorcima supernatanata transfekcije stanica 19. pasaze. U

supernatantima stanica transfeciranih nakon 19. pasaze koli¢ina IgG-a manja je nego u pozitivnoj

kontroli (pk) i uzorcima 3. pasaze (p3-2), no veca je nego U uzorcima supernatanta koji

predstavljaju negativnu kontrolu (nk). BSA-govedi serumski albumin, negativna kontrola

specifi¢nosti vezanja koristenih antitijela na IgG.

p27-1 p27-1 p27-4 p27-4
p27-2 p27-2 p27-5 p27-5
p27-3 p27-3 p27-6 p27-6 e
p3-2 p3-2
B o , s
nk nk pk pk BSA BSA .

Slika 6. Membrana s uzorcima supernatanata transfekcije stanica 27. pasaze. U

supernatantima stanica transfeciranih nakon 27. pasaze utvrdena je najveca koli¢ina IgG-a. BSA-

govedi serumski albumin; nk-negativna kontrola; pk-pozitivna kontrola; p3-2-supernatant

sakupljen nakon prve transfekcije stanica.
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Supernatanti preostalih transfekcija sadrzavali su razliite koli¢ine IgG, a nakon usporedbe

poredani su po koli¢inama detektiranih molekula IgG (Slika 7).

najveca kolic¢ina IgG

P27
P23
pll=p3
p7

p31
P15
P19

najmanja kolicina IgG

Slika 7. Poredak transfekcija prema koli¢ini detektiranih molekula 1gG prisutnih u
supernatantima. Najveca koli¢ina molekula IgG detektirana je u supernatantima transfekcije 27.
pasaze, a najmanje u supernatantima transfekcije 19. pasaze. Supernatanti transfekcija 11. 1 3.

pasaze sadrzavali su podjednake koli¢ine IgG.

4.2. Promjene IgG glikoma tijekom starenja stanica

Analizirani su glikani iz devet razli¢itih vremenskih tocaka, a u svakoj je tocki bilo Sest
replika. Analizom glikana metodom UPLC dobiveni su kromatogrami koji su podijeljeni na 24
razli¢ita vrSka na isti nacin kao i kromatogrami glikana 1gG-a iz ljudskog seruma (Slika 8). Svakom
su kromatografskom vrsku pridruzene odgovarajuce glikanske strukture te su izraunati omjeri
povrsine vr§ka naspram cijele integrirane povrSine kromatograma (Tablica P1). Udjeli glikanskih
struktura sa zajednickim karakteristikama svrstani su zajedno (derivirana svojstva). Promatrano je
pet razlic¢itih glikanskih komponenti i njihove promjene starenjem stanica: galaktozilacija,

agalaktozilacija, sijalinizacija, srzna fukozilacija, te vezanje rasijecaju¢eg GICNAC.
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Slika 8. Kromatogram fluorescentno obiljeZzenih glikana prisutnih na molekulama 1gG-a iz
ljudskog seruma. Svakom su kromatografskom vrsku pridruzene moguce glikanske strukture.

Preuzeto 1 prilagodeno prema Kristi¢ 1 sur. 2014.

4.2.1. Galaktozilacija i agalaktozilirani glikani

Vec¢ je na prvi pogled vidljiva velika promjena u udjelu glikana koji imaju vezanu jednu ili
dvije galaktozne jedinice na glikansku strukturu (Slika 9). U mladim stanicama (p3),
galaktozilirano je od 35 do 40% svih glikana glikoma stanica FreeStyle™ 293-F. Na molekulama
IgG-a izlu€enih iz stanica nakon svake sljedece transfekcije udio galaktoziliranih glikana znac¢ajno
se smanjuje (p < 0,05) sve do 23. pasaze kada je manje od 20% glikana galaktozilirano. Zatim
dolazi do znacajnog porasta galaktoziliranih glikana te je u 27. pasazi galaktozilirano izmedu 25 i
30% glikana. Treba istaknuti da je i koli¢ina IgG-a izoliranog nakon transfekcije 27. pasaze najveca
u usporedbi s ostalim transfekcijama. Povecani udio galaktoziliranih glikana prisutan je 1 u 31.
pasazi, a potom je opet uslijedio pad te je udio galaktoziliranih glikana u 35. pasazi otprilike jednak

onome u 23. pasazi, odnosno iznosi manje od 20%. U nekim je replikama udio galaktoziliranih
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glikana 1 manji nego u 23. pasazi (< 18% galaktoziliranih glikana) no ta razlika nije statisticki

znacajna.

Od svih galaktoziliranih struktura, najviSe postotak (preko 50% svih galaktoziliranih

struktura) ¢ine monogalaktozilirani glikani s vezanom srznom fukozom (kromatografski vrsak 8).
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Slika 9. Prikaz promjene udjela galaktoziliranih i agalaktoziliranih glikana kroz vrijeme.
Glikani 1gG-a sintetiziranog u stanicama FreeStyle™ 293-F razliCite starosti analizirani su
tekuc¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti, a statisticka znacajnost promjena
odredena je testom ANOVA. A) Promjena udjela galaktoziliranih glikana kroz vrijeme. Udio
galaktoziliranih glikana znacajno se smanjuje, p < 0,05 B) Promjena udjela agalaktoziliranih

glikana kroz vrijeme. Udio agalaktoziliranih glikana znacajno raste starenjem stanica, p < 0,05.

27



Udio agalaktoziliranih glikana mijenja se suprotno od udjela galaktoziliranih. Najmanje
agalaktoziliranih glikana prisutno je u mladim stanicama (p3), iako je i tada vise od 60% svih
glikana agalaktozilirano (Slika 9). Starenjem stanica dolazi do porasta udjela glikana bez vezane
galaktoze i to je najizraZzenije u stanicama pasaze 23. U pasazama 27. i 31 primijeceno je Smanjenja
udjela agalaktoziliranih glikana (p > 0,05), medutim porast je ponovo zabiljeZzen u pasazi 35 gdje
je zabiljezeno preko 80% agalaktoziliranih glikana. Medu agalaktoziliranim strukturama najveci
udio ¢ine glikani s dva vezana antenarna GlcNAc i srznom fukozom (kromatografski vrsak 4). To
je ujedno i najzastupljenija glikanska struktura u cijelom glikomu IgG stanica FreeStyle™ 293-F,
s udjelom izmedu 55% i 75%. Uocene promjene u udjelu agalaktoziliranih glikana najveéim su

dijelom posljedica promjena udjela ove glikanske strukture tijekom starenja stanica.

4.2.2. Sijalinizacija

Udio sijaliniziranih struktura (mono- i di-) ¢ini jako mali dio ukupnih glikana IgG-a
sintetiziranog u ovoj stani¢noj liniji, koji iznosi svega nekoliko posto. Sijalinizacija je tijekom
duzeg perioda, sve do 27. pasaze, stabilna i ne dolazi do znacajnih promjena iako je u nekim
pasazama za pojedine replike vidljivo blago povecanje udjela sijaliniziranih glikana iznad 2%
(Slika 10). Prva znacajna promjena vidljiva je u pasazi 27 kada udio sijaliniziranih struktura pada
ispod 1,5%. lako je u pasaZzi 31 taj udio nesto veci, ne dolazi do znacajne promjene (p > 0,05), au
posljednjoj, 35. pasazi, udio sijaliniziranih struktura opet je manji od 1,5%. Kako je ve¢em broju
kromatografskih vrSaka pridruZzeno vise moguéih struktura, nije moguce zakljuciti koja je

sijalinizirana glikanska struktura najucestalija.
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Slika 10. Prikaz promjena udjela sijaliniziranih glikana kroz vrijeme. Glikani IgG-a
sintetiziranog u stanicama FreeStyle™ 293-F razliCite starosti analizirani su tekuéinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti, a statisticka znac¢ajnost promjena odredena je testom

ANOVA. Udio sijaliniziranih glikana zna¢ajno se smanjio u starim stanicama, tj. pasazama p27 i

p35, p <0,05.

4.3.3. Srzna fukozilacija

Priblizno 95% glikana vezanih za IgG sintetiziran u stani¢noj liniji FreeStyle™ 293-F ima
vezanu srznu fukozu (Slika 11). Najveci postotak fukoziliranih glikana ¢ine agalaktozilirani glikani
koji imaju samo dva antenarna GIcNAc i srznu fukozu (kromatografski vrsak 4). Starenjem stanica
dolazi do malog, ali znacajnog smanjenja fukozilacije koje je najizrazenije u 23. pasazi. U 0voj
pasazi je zabiljezeno 93-93,5% fukoziliranih glikana. Tada, ba$ kao Sto je slufaj i s
galaktozilacijom, dolazi do znacajnog porasta fukozilacije koji je najizraZeniji u pasazi 27. U
sljede¢im pasazama naizgled dolazi do ponovnog smanjena fukozilacije, no to smanjenje nije

znacajno (p = 0,811) kao Sto je slu€aj s ranije opisanim ponovnim smanjenjem galaktozilacije.
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Slika 11. Prikaz promjena udjela glikana sa srznom fukozom kroz vrijeme. Glikani 19G-a
sintetiziranog u stanicama FreeStyle™ 293-F razliCite starosti analizirani su tekucinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti, a statisticka znac¢ajnost promjena odredena je testom
ANOVA. Starenjem stanica znacajno se smanjuje udio fukoziliranih glikana (p < 0,05) te je

najmanje fukoziliranih glikana zabiljezeno u pasazi 23.

4.3.3. Rasijecajuci N-acetilglukozamin

Svega nekoliko posto svih glikana IgG sintetiziranog u stani¢noj liniji FreeStyle™ 293-ima
vezani rasijecaju¢i GICNAc (Slika 12). Udio glikana s ovom modifikacijom relativno je stabilan
kroz vrijeme i vidljive su samo dvije znacajne tocke sSmanjenja - pasaza 23 kada udio glikana pada
s 4 na 3,5%, te pasaza 35 kada se udio opet smanjuje s 4 na otprilike 3,5%. Oba smanjenja, iako

znacajna, daleko su manja od opisane promjene galaktozilacije, pa ¢ak i fukozilacije.

Prema zastupljenosti pojedinih glikanskih struktura s ovom modifikacijom, najveci
postotak ¢ine agalaktozilirani 1 srZno fukozilirani glikani koji imaju dva antenarna GlcNAc te trec¢i

rac¢vajuci (kromatografski vrsak 6).
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Slika 12. Prikaz promjena udjela glikana s rasijecajué¢im GICNAc kroz vrijeme. Glikani 1gG-
a sintetiziranog u stanicama FreeStyle™ 293-F razliCite starosti analizirani su tekuc¢inskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti, a statistika zna¢ajnost promjena odredena je testom
ANOVA. Znacajne promjene glikana s rasijecaju¢im GIcNAc (p < 0,05) vidljive su u pasazama 23
i 35.

4.3. Promjene ekspresije glikoziltransferaza

Na temelju uocenih promjena pojedinih glikana, odabrana su tri gena koja kodiraju
glikoziltransferaze koje sudjeluju u glikozilaciji 1gG-a, a kako bi se utvrdilo jesu li uoCene
promjene izravna posljedica promjene ekspresije tih gena. Kvantitativnim PCR-om analizirana je
ekspresija gena FUT8, BAGALT1 i ST6GALL u istim vremenskim to¢kama kad i glikani. Kao
endogena kontrola najprije je koristen gen HPRT1. No, uoceno je da se starenjem stani¢ne linije
FreeStyle™ 293-F znatno mijenja ekspresija ovog gena te nije moguce dobiti pouzdane rezultate
0 promjeni ekspresije istrazivanih glikoziltransferaza. Nakon testiranja vise gena Koji se
upotrebljavaju kao endogene kontrole (HMBS, ACTB, GUSB i PUM1) odabran je gen PUML jer je
za njega uocena najmanja razlika Ct vrijednosti kroz duZi vremenski period te je usporedbom Ct
vrijednosti svih testiranih gena i Ct vrijednosti HPRT1 upravo s PUM1 dobiven najveci faktor
promjene ekspresije FC (eng. fold change) za HPRT1.
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4.3.1. BAGALT1

Gen B4GALT1 kodira enzim beta-1,4-galaktoziltransferazu 1 koji dodaje galaktozu na
antenarne GIcNAc. Tijekom promatranog vremenskog perioda dolazi do znacajne promjene u
ekspresiji BAGALTL1 (p < 0,05), no te promjene ne prate promjene galaktozilacije glikana koje su
prethodno opisane. Ve¢ u drugoj transfekciji (p7) vidljiv je velik pad u ekspresiji ovog gena (Slika
13) $to je u skladu i s promjenom glikoma IgG (Slika 9A). No, tada slijedi porast sve do pocetne
razine ekspresije u p15 $to se ne poklapa s konstantnim padom udjela galaktoziliranih glikana do
te vremenske tocke. Potom slijedi drugi, veéi pad razine ekspresije ¢ija je vrijednost najmanja u
p27, kada je uocen porast udjela galaktoziliranih glikana. U zadnjim pasaZzama slijedi porast
ekspresije BAGALT1 sto opet nije u skladu s uoenim promjenama glikana jer se tada smanjuje

udio galaktoziliranih glikana (Slika 9A).
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Slika 13. Promjene ekspresije gena BAGALT1 tijekom starenja stanica FreeStyle™ 293-F. Kao
endogena kontrola koristen je gen PUMI, a kao referentni uzorak s kojim su usporedivane sve

ostale pasaze koriStena je pasaza 3 (p3). * oznacava statisticku znacajnost p < 0,05

4.3.2. ST6GAL1L

Gen ST6GAL1 kodira enzim beta-galaktozidaza alfa-2,6-sialiltransferazu 1 koji dodaje
sijalinsku kiselinu na antenarne galaktoze. lako su opisane promjene sijalinizacije glikana
statistiCki neznacajne, u nekim je replikama uocen blagi porast razina sijalinizacije te je iz tog

razloga analizirana i ekspresija ST6GALL.
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lako promjena ekspresije ST6GALL nije bila statisticki znac¢ajna u nekim to¢kama ipak
dolazi do porasta vrijednosti ekspresije ovog gena (Slika 14), sto prati promjene siljalinizairanih
glikanskih struktura (Slika 10). Takoder je vidljiva i velika razlika u dobivenim vrijednostima
izmedu pojedinih replika Sto, uz mali broj replika, otezava tumacenje dobivenih rezultata 1

statisticku potvrdu znacajnosti uocenih promjena.
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Slika 14. Promjene ekspresije gena ST6GAL1 tijekom starenja stanica FreeStyle™ 293-F. Kao
endogena kontrola koristen je gen PUMI, a kao referentni uzorak s kojim su usporedivane sve

ostale pasaze koriStena je pasaza 3 (p3). Nema statisticki znacajnih promjena ekspresije.

4.3.3. FUT8

Gen FUT8 kodira enzim fukoziltransferazu 8 koji dodaje fukozu na srzni GICNAC.
Ekspresija FUT8 znacajno se mijenja starenjem. Ve¢ u pasazi 7 dolazi do velikog pada u ekspresiji,
potom kroz sljedec¢ih nekoliko pasaza do blagog porasta (Slika 15), nakon ¢ega slijedi jos veci pad
koji je najizrazeniji u pasazi 23. Taj se pad poklapa s uocenim znac¢ajnim smanjenjem fukozilacije
glikana koje je takoder najvece u pasazi 23 (Slika 11). U posljednjim pasazama dolazi do novog
porasta ekspresije koji je najveéi u pasazi 35, no i dalje ekspresija ne doseze razinu iz prve

transfekcije (p3).
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Slika 15. Promjene ekspresije gena FUT8 tijekom starenja stanica FreeStyle™ 293-F. Kao

endogena kontrola koristen je gen PUML1, a kao referentni uzorak s kojim su usporedivane sve

ostale pasaze koriStena je pasaza 3 (p3). ** oznacava statisti¢ku znacajnost p < 0,01
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5. RASPRAVA

Glikani vezani za 1gG znatno utje¢u na njegovu funkciju te je svaka promjena u glikozilaciji
IgG-a vazna u regulaciji imunog odgovora. Starenjem organizma potvrdene su brojne promjene
koje posljedi¢no dovode do promjena u imunom odgovoru. lako su prve promjene povezane sa
starenjem otkrivene prije viSe desetljeca, i dalje ostaju brojna neodgovorena pitanja vezana za

regulaciju glikozilacije 19gG-a i utjecaja starenja na IgG glikozilaciju.

Dobiveni rezultati ovim istrazivanjem pokazuju da starenje stanica modelne stani¢ne linije
FreeStyle™ 293-F utjeCe na glikom izluenog IgG-a. Najvece promjene ocituju se u udjelu
galaktoziliranih odnosno agalaktoziliranih glikana $to je ujedno i obiljezje 1gG-a primijeceno
starenjem ljudskog organizma. Zapravo je smanjenje galaktozilacije prva otkrivena i do sada
najistrazenija promjena IgG glikoma uslijed starenja ¢ovjeka (Yu i sur. 2016; Kristic¢ i sur. 2014;
Puci¢ i1 sur. 2011; Shikata i sur. 1998; Parekh i sur. 1988). Gotovo sva navedena istrazivanja
utvrdila su da se starenjem povetava udio agalaktoziliranih glikana, a smanjuje udio
digalaktoziliranih, dok je udio monogalaktoziliranih glikana relativno stabilan kroz vrijeme
Usporedbom glikoma 1gG-a izlu¢enog iz stanica modelne linije FreeStyle™ 293-F i IgG glikoma
¢ovjeka Cini se da postoje znacajne razlike u starenju stanica modelne linije i ljudskog organizma.
Ipak, zajedniCka karakteristika u oba slucaja je promjena galaktozilacije. Prilikom starenja stanica
FreeStyle™ 293-F najvece su promjene u udjelu monogalaktoziliranih struktura, $to nije toliko
izrazeno u glikomu IgG-a ¢ovjeka. Jedno od mogucih objasnjenja je sama razlika u glikomima

1gG-a Covjeka i modelne stani¢ne linije FreeStyle™ 293-F.

Provedeno istrazivanje u ovom diplomskom radu potvrdilo je da je glikom 1gG-a izlu¢enog
iz stanica FreeStyle™ 293-F slican glikomu 1gG-u iz plazme ¢ovjeka (Dekkers i sur. 2016). Ipak,
postoje odredene razlike. U radu Dekkers i sur. (2016) kromatografi pokazuju puno vecée
standardne devijacije pojedinih svojstava, kao $to su galaktozilacija, sijalinizacija, fukozilacija i
udio srznog GIcNAC, nego $to su dobivene u ovom istrazivanju za pojedinu vremensku tocku. 1z
studije Dekkers i sur. (2016) nije jasno jesu li sve stanice iz kojeg je izlucen 1gG bile jednake
starosti, te je moguce da su za odredivanje IgG glikoma analizirane molekule 19G-a izlucene iz
stanica razliCite starosti (pasazirane razlicit broj puta). Ako je to zaista slucaj, uz ¢injenicu da su

najveée devijacije zabiljeZzene upravo za udio galaktoziliranih glikana, ovo istrazivanje daje
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moguce objasnjenje za veliki raspon standardnih devijacija odredenih deriviranih glikanskih

svojstava opisanih u radu od Dekkers i sur. (2016).

lako su derivirana svojstva IgG glikoma linije FreeStyle™ 293-F nalik onima ljudskog 1gG-
a, usporedbom pojedinih glikanskih struktura ipak su vidljive neke znaCajne razlike.
Najzastupljenija glikanska struktura u glikomu IgG-a dobivenog u liniji FreeStyle™ 293-F je ona
pridruzena kromatografskom vrsku 4, a sastoji se od dva antenarna GIcNAc bez galaktoza te srzno
vezane fukoze. Neovisno o starosti stanica, ova struktura ¢ini minimalno 50%, a u nekim
vremenskim to¢kama i preko 70% svih analiziranih glikana IgG-a. Analizirajuci ljudski IgG
glikom i uzev$i u obzir sve prouCavane populacije, ova struktura, u trenutku kada je
najzastupljenija, ¢ini nesto vise od 30% svih glikana 1gG-a (Kristi¢ i sur. 2014). Druga velika
razlika na razini zastupljenosti pojedinac¢nih glikana su glikanske strukture pridruzene
kromatografskim vrskovima 14 i 18. Vrsku 14 odgovara digalaktozilirani glikan s vezanom srznom
fukozom, a vrsku 18 digalaktozilirani glikan sa srznom fukozom na koji je jo$ vezana jedna
molekula sijalinske kiseline. Dok u ljudskom 1gG glikomu navedene strukture u nekim trenucima
¢ine preko 12% - 15% svih glikana, u glikomu stani¢ne linije FreeStyle™ 293-F ove su strukture
slabo zastupljene i u trenutku kada su najzastupljenije ¢ine manje od 5 odnosno 1% svih glikana.
Iz svega navedenog proizlazi da linija FreeStyle™ 293-F, iako dovoljno dobra za proucavanje IgG
glikoma, ima odredena ogranienja koja se ne smiju zanemariti prilikom osmiSljavanja

eksperimenata.

Iako je stani¢na linija FreeStyle™ 293-F u teoriji imortalna, dokazano je da dugotrajno
pasaziranje imortalnih stani¢nih linija dovodi do promjena morfologije i drugih karakteristika
stanica $to utjeCe na njihov zivotni vijek u kulturi (Montano 2014). Sam proizvodac ove stani¢ne
linije navodi maksimalni broj pasaza koji iznosi 30 do 35 (Thermo Fisher Scientific 2020) zbog

¢ega ipak mozZemo govoriti o starenju stanicne linije FreeStyle™ 293-F tokom duZeg vremena.

Sto se ti¢e spomenutih promjena galaktozilacije usred starenja stanica, u jednom trenutku
dolazi do zanimljive promjene u udjelu galaktoziliranih glikana. Sve do pasaze 23 dolazi do
kontinuiranog smanjenja galaktozilacije koja je najmanja u toj vremenskoj to¢ki, a potom u
sljedecoj transfekciji, u pasazi 27, dolazi do velikog porasta u galaktozilaciji. Taj je porast vidljiv
1u sljedecoj transfekciji, u pasazi 31, a potom dolazi do ponovnog smanjenja. Vrlo slicna promjena

vidljiva je i s udjelima fukoziliranih glikana. Osim toga ta se transfekcija/ pasaza isti¢e i po najvecoj
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kolic¢ini izlu¢enog IgG-a. Kako u literaturi nije pronaden sli¢an rezultat, namecu se dvije hipoteze.
Prva je da se promijenio neki od uvjeta uzgoja stanica te je doSlo do njihovog oporavka Koji
objasnjava uocene promjena IgG glikoma. Problem s ovom hipotezom je taj S$to su stanice
konstantno uzgajane u istim uvjetima (u istom inkubatoru), te su u svakoj transfekciji koristeni isti
reagensi. Druga hipoteza sugerira da je tijekom starenja stanica doslo do aktivacije odredenog
,,obrambenog mehanizma” kojim se stanice zele obraniti od potencijalne smrti usred metaboli¢kih
promjena uzrokovanih starenjem. Kako je druga najuspjesnija transfekcija po koli¢ini izluCenog
IgG-a ona u pasazi 23 kada su promatrana svojstva galaktozilacije i fukozilacije na minimumu,
pretpostavka bi bila da se oporavak stanica ranije o€ituje u uspjesnosti transfekcije, a tek poslije u
promjenama glikozilacije. Isto tako bi se i novo pogorSanje stanja stanica najprije oCitovalo u
smanjenoj uspjesnosti transfekcija. Naime, transfekcija u pasazi 31 po koli¢ini IgG-a puno je losija
od prethodne dvije transfekcije, a promjene glikoma nisu znacajne u odnosu na pasazu 27. Za
potvrdu bilo koje od navedenih hipoteza, a prije svega za drugu hipotezu i potencijalni mehanizam
obrane, potrebna su daljnja istrazivanja koja bi analizirala vise razlicitih karakteristika i preciznije

pracenje uvjeta uzgoja stanica.

Promjene sijalinizacije 1gG glikana zabiljezene tijekom starenja modelne linije FreeStyle™
293-F izuzetno su male te je razina sijaliniziranih glikana prili¢no stabilna kroz vrijeme. U slucaju
starenja Covjeka to nije slucaj. Pokazano je da starenjem dolazi do smanjenja udjela mono- i
disijaliniziranih glikana na 19gG-u iz seruma (Yu i sur. 2016; Kristi¢ i sur. 2014; Pucic¢ i sur. 2011).
| ova se razlicitost u ponasanju glikozilacije 1gG-a u starih stanica i organizma ¢ovjeka jednim
dijelom moze objasniti razlikama u samom sastavu IgG glikoma ¢ovjeka i modelne linije jer veé u
samom pocetku, u glikomu IgG-a izluenog iz mladih stanica udio sijaliniziranih glikana puno je
manji nego kod IgG glikana ¢ovjeka. Moguce je i da je stvaran udio sijaliniziranih glikana jo§
manji te da dio uracunatih glikana predstavljaju glikani s ve¢im brojem manoza u svojem sastavu.
Zbog slicnosti u veli¢ini i naboju molekula, nekim kromatografskim vr$cima nije moguée pridruziti
jednu specificnu strukturu, ve¢ im je pridruzeno vise struktura, a to je slucaj i s vrScima 18 1 21 koji
predstavljaju ne samo sijalinizirane glikane, nego i glikane s viS§e manoznih monosaharida.
Prilikom analiza IgG glikoma covjeka u vedini slucajeva glikozilacija Fab fragmenta nije
analizirana odvojeno, ve¢ zajedno s glikozilacijom Fc fragmenta §to utjece na udio sijaliniziranih
glikana. Otprilike 20% IgG-a ima glikozilirane Fab fragmente, te sijalinizirane glikanske strukture

na Fab fragmentu ¢ine velik dio ukupnih sijaliniziranih glikana unutar 1gG glikoma (Anumula
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2012). 1gG antitijela izlucena od strane stanica FreeStyle™ 293-F nemaju Fab mjesta glikozilacije
te ova Cinjenica moze objasniti razliku u postotku sijaliniziranih glikana u IgG glikomu mladih
stanica i IgG glikoma ¢ovjeka. Treba ipak primijetiti da u posljednjim pasazama dolazi do blagog
smanjenja sijalinizacije koje je 1 statisticki znacajno, pa je moguée da bi duljim uspjeSnim
pasaziranjem stanica i promjene sijalinizacije bile vece te sli¢nije promjenama uocenim u ljudskom

organizmu.

Dosadasnja su istrazivanja pokazala da starenjem U Covjeka dolazi do porasta udjela glikana
s rasijecaju¢im GIcNAc (Chen 1 sur. 2012; Puci¢ 1 sur. 2011). U ovom istrazivanju na modelnoj
stani¢noj liniji nismo uspjeli potvrditi promjenu u udjelu rasijecajuc¢eg GlcNAc tijekom starenja
stanica. Sam udio rasijecaju¢eg GlcNAc oscilira izmedu 3,5% i 4% u 1gG glikomu stanica, a
starenjem ipak dolazi do malog, ali znacajnog smanjenja tog udjela. Moguce je da bi povecanjem
broja replika taj pad postao manji ili ¢ak ne bi bio uocen, ali prema trenutnim rezultatima ipak

postoji smanjenje uzrokovano starenjem.

Posljednje promatrano glikansko svojstvo, srzna fukozilacija, mijenja se manje od
galaktozilacije, ali puno vise od sijalinizacije i rasijecaju¢eg GICNAc. Starenjem se smanjuje udio
fukoziliranih glikana, ali nakon pasaze 23, dolazi do ponovnog porasta tog udjela, kao §to je ranije
opisano za galaktozilaciju. U posljednjim pasazama dolazi do novog smanjenja, ali to je smanjenje
manje nego u slucaju galaktozilacije. Fukozilacija 1gG-a ima protuupalnu ulogu i iako bi smanjenje
udjela fukoziliranih glikana bilo u skladu s uo¢enom pojavom upalnog starenja u ljudi, dosadasnji
rezultati nisu jednoglasno potvrdili do kakvih promjena u fukozilaciji dolazi usred starenja covjeka
(Martini¢ Kavur i sur. 2021). Iz tog je razloga teSko usporediti sli¢nosti uo¢enih promjena za
modelnu liniju s promjenama kod ¢ovjeka, iako uo€eni ponovni rast fukozilacije u istom trenutku
kada dolazi do porasta galaktozilacije namece potrebu za detaljnijim istrazivanjem potencijalnog

mehanizma obrane stanica.

Neke od uocenih promjena glikana, prije svega porast agalaktoziliranih glikana i smanjenje
galaktoziliranih glikana, nisu samo obiljezje starenja, ve¢ i upalnih procesa. Kao $to je ranije
spomenuto, smatra se da sijalinizirani i galaktozilirani glikani imaju protuupalnu ulogu, iako
glikani s terminalnim galaktozama mogu biti i proupalni (Martini¢ Kavur i sur. 2021).
Agalaktozilirani glikani smatraju se isklju¢ivo proupalnim jer aktiviraju klasi¢ni i alternativni put

komplementa, a prema nekim rezultatima ¢ak lektinski put aktivacije komplementa ( Banda i sur.
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2008; Arnold i sur. 2006; Malhotra i sur. 1995). Uocene promjene udjela galaktoziliranih i
agalaktoziliranih glikana tijekom starenja upucuju i na razli¢itu ulogu IgG-a koji je sintetiziran u
istim stani¢noj liniji, ali u stanicama razli¢ite starosti. Ovo je istrazivanje pokazalo kako je
upotrebom stanica FreeStyle™ 293-F razlicite starosti moguce barem jednim dijelom regulirati
pro- ili protuupalnu ulogu sintetiziranih antitijela sto bi, uz dodatne modifikacije ove linije, moglo

pomo¢i u upotrebi ove linije za masovniju sintezu odredenih antitijela.

Kako bi se odredili mehanizmi koji dovode do uocenih promjena glikoma, prvi je korak
svakako provjera ekspresija gena koji kodiraju enzime izravno uklju¢ene u samu glikozilaciju.
Velik problem prilikom analize ekspresije ciljanih glikoziltransferaza bio je izbor odgovarajuce
endogene kontrole. Endogene kontrole inace koristene u laboratoriju, HPRT1 i HMBS, imale su
znatno promijenjenu ekspresiju tijekom starenja stanica. Za oba kontrolna gena smanjenje
ekspresije je bilo veée nego smanjenje ekspresije Ciljanih gena §to je, uzevsi u obzir uocene
promjene glikoma, bilo prili¢no iznenadujuce. Pregledom literature pronadena je tek jedna
publikacija koja validira razli¢ite endogene kontrole za istrazivanja razli¢itih modela starenja, a
jedan od modela je i in vitro starenje (Gonzalez-Bermudez i sur. 2019). U tom su radu autori
pokazali da je gen PUML1 najbolja endogena kontrola za proucavanje starenja in vitro u modelnoj
stani¢noj liniji fibroblasta. Ovo je istrazivanje pokazalo da je gen PUML najbolja endogena
kontrola i za proucavanje starenja ili procesa pod utjecajem starenja U stani¢noj liniji FreeStyle™
293-F. U budu¢im istrazivanjima bi ipak trebalo ispitati vec¢i broj gena i utvrditi koji geni su
najbolje endogene kontrole za ovu stani¢nu liniju kako bi buduce analize genske ekspresije mogle

dati preciznije i to¢nije rezultate.

Od tri analizirana gena, jedini gen c¢ija ekspresija prati promjene u udjelu odgovarajuéih
glikanskih struktura je FUT8. Ekspresija FUT8 smanjuje se i najniza je u pasazi 23 kada je i
najmanji udio glikana fukoziliran, a potom dolazi do porasta ekspresije. Zanimljivo je da je uocena
promjena fukoziliranih glikana priliéno malena, unutar 2%, dok su promjene ekspresije
fukoziltransferaze daleko vece te je u pasazi 23 ekspresija trostruko manja nego u pasazi 3. Jedno
od mogucih objasnjenja ovakvog nerazmjera u promjeni kolicine mRNA i fukoziliranih glikana
kao krajnjeg produkta je posttranskripcijska regulacija. U vise tipova karcinoma do sada je
dokazana regulacija gena FUT8 molekulama miRNA (Cheng i sur. 2016; Wang i sur. 2014;
Bernardi i sur. 2013). Neke od istrazivanih miRNA djeluju na promjenu koli¢ine mRNA kao i
koli¢inu proteina, dok neke, poput miR-34a koju su istrazivali Bernardi i sur. (2013), djeluje samo
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na promjenu koli¢ine proteinskog produkta. Moguce je stoga da je i fukozilacija IgG-a dijelom
regulirana miRNA. 1z tog bi se razloga, osim koli¢ine mRNA za svaku vremensku tocku, trebala
kvantificirati i koli¢ina samog proteina FUT8 kako bi se vidjelo jesu li koli¢ine mRNA 1 proteina

u korelaciji ili postoji neki drugi mehanizam regulacije fukozilacije 19gG-a.

Uocene promjene ekspresije gena BAGALTL nisu u skladu s promjenama galaktozilacije
glikana. Najvec¢i pad ekspresije zabiljezen je upravo u pasazi 27 kada dolazi do porasta udjela
galaktoziliranih glikana, a potom slijedi porast ekspresije u trenutku kada se smanjuje
galaktozilacija. Ipak taj porast vrijednosti ekspresije gena nije statisticki znacajan. Kako je
promjena ekspresije u ovom istrazivanju pracena samo na razini mRNA, postoji mogucnost da je
ovdje ukljuc¢en neki posttranskripcijski mehanizam regulacije ekspresije BAGALT1. Najbolja bi
opcija stoga bila istovremeno pratiti promjenu ne samo na razini mRNA, ve¢ i samog proteina
B4GALT1 kako bi se ustanovile potencijalne razlike, bas kao i u slu¢aju ekspresije FUT8. Keusch
I sur. (1998) istrazivali su promjene ekspresije ovog gena u osoba oboljelih od reumatoidnog
artritisa te su utvrdili da, iako su vidljive promjene galaktozilacije 1gG-a oboljelih osoba, nema
promjene na razini proteina B4AGALT1. To zna¢i da mozda postoji i dodatna, posttranslacijska
razina regulacije aktivnosti enzima B4AGALT1 ¢ija bi se uloga svakako trebala istraziti i u procesu

starenja.

ST6GAL1 je jedini gen Cija se ekspresija tijekom cijelog promatranog perioda nije znac¢ajno
promijenila. Kako su i promjene sijaliniziranih glikana minimalne sve do zadnjih pasaza, ovi
rezultati nisu toliko iznenadujuci. Ipak treba istaknuti postojanje velikih razlika izmedu pojedinih
replika, a kako su za metodu qPCR koriStene samo tri replike, a ne Sest kao za analizu glikana,
takve razlike znaCajno utjeCu na rezultate statistickih analiza 1 samo tumacenje rezultata. U
buducim bi istraZivanjima trebao biti promatran ve¢i broj replika kako bi se lakSe utvrdila normalna
distribucija dobivenih vrijednosti (ukoliko postoji). To bi omogucilo i precizniju statisticku analizu

podataka te eliminiralo odredene nedoumice koje sada postoje oko naravi uocenih promjena.

Stani¢na linija FreeStyle™ 293-F prema dostupnoj literaturi jo§ nije koriStena u
istrazivanjima procesa starenja, pa su i same promjene do kojih dolazi uslijed dugotrajnog uzgoja
ove linije nepoznate. Istrazivanja starenja fibroblasta provedena in vitro pokazala su da starenje
stanica dovodi do promjena glikana vezanih za membranu, prije svega smanjenja sijaliniziranih

glikanskih struktura i povecanja udjela glikana s terminalnim galaktozama (Itakura i sur. 2016;

40



Tadokoro i sur. 2006). Istrazivanja epidermalnih mati¢nih stanica takoder su pokazala promjene
glikoma membranskih glikana, no u ovom je slu¢aju uocen porast sijaliniziranih glikana, kao 1
porast ekspresije samih sijaliniltransferaza (Oinam i sur. 2020). Bilo bi zanimljivo u budu¢im
istrazivanjima paralelno pratiti promjene glikoma izlu¢enog IgG-a kao i promjene glikoma
membranskih proteina. Eventualne promjene membranskih glikana ukazale bi na postojanje
potencijalnog biljega starenja ove stani¢ne linije jer, iako je u nacelu rije¢ o imortalnoj stani¢noj
liniji, ve¢ je opisano da to nije sasvim to¢no. Prema rezultatima ovog istrazivanja, osim promjena
glikozilacije 1gG-a usred starenja, nisu uo¢eni druge promjene poput duljeg vremena udvostruéenja
ili smanjenja vijabilnosti stanica, kao ni morfoloske promjene sve do zadnje dvije pasaze. Osim
potencijalnih biljega starenja, rezultati takvog istrazivanja mogli bi ukazati na postojanje vise
razli¢itih mehanizama regulacije glikozilacije 1gG-a usred starenja koji djeluju istovremeno, a

omogucavaju razli¢ite glikanske profile proteina s razli¢itim funkcijama.
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6. ZAKLJUCAK

Ovo je istrazivanje pokazalo da starost modelne stani¢ne linije FreeStyle™ 293-F utjece na
glikom sintetiziranog 1gG-a, te starenjem stanica dolazi do smanjenja udjela galaktoziliranih
glikana, a porasta udjela agalaktoziliranih glikana. Od ostalih se modifikacija najvise mijenja
fukozilacija, dok se sijalinizacija i udio glikana s rasijecaju¢im GIcNAc uglavnom ne mijenjaju.
Uocene promjene u galaktozilaciji nisu posljedica promjene ekspresije galaktoziltransferaze
BA4GALTL, barem ne narazini mRNA, dok bi promjene fukozilacije, prema dobivenim rezultatima,
barem dijelom mogle biti posljedica promjene ekspresije fukoziltransferaze FUT8. Znacajna
promjena glikoma dogada se u pasazi 27, kada nakon kontinuiranog pada galaktozilacije dolazi do
novog porasta koji je vidljiv kroz nekoliko pasaza, kada opet slijedi novi pad. Kako sli¢ne promjene
nisu uocene prilikom starenja drugih stani¢nih linija, potrebno je detaljnije istraziti uocenu
promjenu kako bi se ustanovilo je li ona posljedica odredenih uvjeta uzgoja i rukovanja stanica ili

se radi 0 mehanizmu koji stanice aktiviraju uslijed promjena uzrokovanih starenjem.

Uocene promjene imaju odredene sli¢nosti s promjenama IgG glikoma koje su uzrokovane
starenjem ljudskog organizma. Najveca sli¢nost izraZena je Kroz poveéanje udjela agalaktoziliranih
glikana tj. smanjenje galaktozilacije glikana, dok se promjene ostalih svojstava ipak donekle
razlikuju. Ve¢i broj uzoraka i replika mogao bi rasvijetliti jo§ neke potencijalne sli¢nosti, prije

svega uo¢ene promjene sijalinizacije.

U buduéim bi istraZivanjima svakako bilo pozeljno pratiti viSe parametara koji se dokazano
mijenjaju tijekom starenja modelnih stani¢nih linija, poput glikoma membranskih proteina, kako
bi se utvrdilo dovodi li starenje ove stani¢ne linije i do drugih promjena osim uocenih promjena
glikoma 1gG-a. Na taj bi se nacin potencijalno mogli utvrditi i mehanizmi koji dovode do uocenih
promjena glikozilacije 1gG-a te postoji li vise razli¢itih mehanizama regulacije koji se aktiviraju

starenjem.
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9. PRILOZI

Tablica P1. Udjeli integriranih povrsina pojedinih kromatografskih vr§aka za svaku repliku
svake transfekcije. Svakom su kromatografskom vrsku pridruzene moguée glikanske strukture.
Svaki opis strukture odnosi se na monosaharidne jedinice dodane na osnovnu strukturu koja se
sastoji od dva N-acetilglukozamina (GICNAC) i tri manoze. F-fukoza; A-antenarni GIcNAc; M-
manoza; B-ra¢vajuc¢i GlcNAc; G-galaktoza; S-sijalinska kiselina; P3.1-3. pasaza 1. replika; GP-

kromatografski vrsak

pridruzena FA2B +

glikanska additional

struktura FA1 A2 A2B FA2 M5 structure(s)?  A2G FA2(6)G1
pasaza GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GP8
P3.1 1,19 0,76 0,30 55,82 2,45 1,72 0,68 19,56
P3.2 1,30 0,78 0,33 57,53 2,58 1,91 0,68 18,62
P3.3 1,18 0,78 0,39 55,50 2,42 2,19 0,62 19,58
P3.4 1,11 0,75 0,29 53,65 2,22 1,73 0,53 20,96
P3.5 1,15 0,80 0,34 54,73 2,38 1,86 0,51 20,05
P3.6 1,37 0,80 0,43 57,37 2,84 1,70 0,69 18,83
P7.1 1,71 0,67 0,33 59,67 2,92 1,99 0,59 17,00
P7.3 1,80 0,64 0,36 60,02 2,90 1,96 0,61 16,69
P7.4 1,71 0,62 0,31 59,89 3,04 1,86 0,55 16,60
P7.5 1,78 0,62 0,30 59,85 2,84 2,02 0,60 16,57
P7.6 1,72 0,63 0,36 60,02 2,94 1,99 0,66 16,77
P11.1 1,88 0,64 0,33 61,09 3,14 1,99 0,69 15,97
P11.2 1,89 0,63 0,37 61,30 3,15 2,01 0,52 15,76
P11.3 1,82 0,67 0,32 60,79 3,14 1,94 0,74 16,04
P11.4 1,87 0,68 0,38 60,08 3,14 2,16 0,72 16,25
P11.5 1,78 0,68 0,29 60,13 2,98 2,03 0,74 16,47
P11.6 1,95 0,61 0,28 61,44 3,07 2,10 0,48 15,76
P15.1 2,31 0,49 0,28 69,67 3,27 1,98 0,47 10,66
P15.2 2,45 0,58 0,38 69,36 3,54 1,80 0,77 10,96
P15.3 2,54 0,55 0,50 69,83 3,59 1,95 0,59 10,48
P15.4 2,36 0,56 0,36 68,21 3,46 2,13 0,79 11,39
P15.5 2,36 0,68 0,52 68,15 3,69 1,76 0,63 11,64
P15.6 2,33 0,53 0,36 68,85 3,39 1,79 0,72 11,64

50



Nastavak Tablice P1

pridruzena

glikanska FA2(6)BG FA2(3)BG
struktura FA2(3)G1 1 1+ M6
pasaia GP9 GP10 GP11
P3.1 9,44 0,55 0,86
P3.2 8,96 0,51 0,84
P3.3 9,42 0,46 0,90
P3.4 10,20 0,54 0,88
P3.5 9,98 0,54 0,90
P3.6 8,63 0,54 0,84
P7.1 8,41 0,44 0,78
P7.3 8,40 0,45 0,81
P7.4 8,32 0,46 0,83
P7.5 8,52 0,43 0,76
P7.6 8,32 0,49 0,75
P11.1 7,78 0,43 0,81
P11.2 8,00 0,42 0,81
P11.3 8,00 0,46 0,82
P11.4 8,07 0,44 0,82
P11.5 8,16 0,47 0,76
P11.6 8,13 0,40 0,80
P15.1 6,04 0,26 0,66
P15.2 5,38 0,39 0,73
P15.3 5,58 0,30 0,71
P15.4 5,68 0,32 0,78
P15.5 5,50 0,35 0,73

P15.6 5,82 0,33 0,69

A2G2
GP12
0,19
0,18
0,20
0,15
0,15
0,23
0,14
0,14
0,17
0,13
0,16
0,15
0,12
0,14
0,14
0,13
0,11
0,05
0,13
0,10
0,14
0,12
0,10

A2BG2
GP13
0,09
0,08
0,08
0,06
0,06
0,12
0,08
0,11
0,10
0,09
0,11
0,11
0,12
0,08
0,09
0,09
0,10
0,07
0,14
0,08
0,15
0,16
0,08

FA2G2
GP14
4,59
4,10
4,55
513
4,70
4,00
3,48
3,37
3,41
3,46
3,42
3,06
3,05
3,15
3,20
3,30
3,02
1,76
1,71
1,61
1,80
1,79
1,82

FA2BG2
GP15
0,10
0,06
0,07
0,08
0,08
0,07
0,07
0,07
0,09
0,09
0,06
0,07
0,07
0,07
0,08
0,06
0,07
0,03
0,07
0,06
0,08
0,08
0,06

FA2(3)G1
S1+ M7
GP16
0,54
0,50
0,57
0,53
0,56
0,50
0,52
0,53
0,68
0,60
0,51
0,55
0,53
0,57
0,60
0,58
0,53
0,50
0,47
0,48
0,53
0,60
0,42



Nastavak Tablice P1

pridruzena

glikanska FA2G2S1 FA2G2BS
struktura A2G2S1 + M8 1
pasaza GP17 GP18 GP19
P3.1 0,28 0,44 0,09
P3.2 0,26 0,38 0,09
P3.3 0,26 0,40 0,08
P3.4 0,31 0,46 0,09
P3.5 0,35 0,44 0,10
P3.6 0,27 0,37 0,10
P7.1 0,26 0,40 0,08
P7.3 0,24 0,46 0,10
P7.4 0,32 0,53 0,10
P7.5 0,32 0,47 0,11
P7.6 0,24 0,40 0,08
P11.1 0,26 0,47 0,13
P11.2 0,33 0,42 0,09
P11.3 0,27 0,47 0,11
P11.4 0,26 0,46 0,09
P11.5 0,27 0,50 0,12
P11.6 0,24 0,43 0,08
P15.1 0,27 0,44 0,08
P15.2 0,20 0,35 0,08
P15.3 0,22 0,36 0,09
P15.4 0,26 0,36 0,09
P15.5 0,23 0,42 0,08

P15.6 0,19 0,38 0,07

FA2FG2S1
GP20
0,02
0,02
0,02
0,03
0,02
0,02
0,03
0,04
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04
0,03
0,06
0,02
0,04
0,08
0,05
0,04
0,09
0,05
0,05

A2G2S2 +
M9
GP21
0,21
0,18
0,20
0,22
0,19
0,16
0,19
0,16
0,24
0,22
0,20
0,22
0,21
0,22
0,21
0,24
0,20
0,27
0,18
0,17
0,19
0,25
0,17

A2BG2S2 FA2G2S2

GP22
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,02
0,01
0,00
0,02
0,01
0,02
0,01
0,01
0,01
0,03
0,02
0,06
0,00
0,01
0,02
0,03
0,02

GP23
0,05
0,06
0,05
0,03
0,05
0,04
0,08
0,08
0,08
0,11
0,07
0,09
0,08
0,10
0,10
0,10
0,06
0,12
0,15
0,09
0,13
0,11
0,11

FA2BG2S
2
GP24
0,06
0,04
0,06
0,03
0,03
0,05
0,11
0,06
0,07
0,08
0,07
0,09
0,07
0,05
0,10
0,07
0,08
0,17
0,12
0,07
0,12
0,08
0,08



Nastavak Tablice P1

pridruzena FA2B +
glikanska additional
struktura FA1 A2 A2B FA2 M5 structure(s)?
pasaza GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6
P19.1 2,80 0,47 0,38 68,06 3,60 2,31
P19.2 2,93 0,58 0,57 68,07 4,14 1,77
P19.3 2,94 0,59 0,44 68,35 4,11 1,81
P19.4 2,82 0,53 0,42 68,34 3,80 2,22
P19.5 2,96 0,48 0,36 68,64 3,76 2,12
P19.6 1,70 0,78 0,46 72,96 2,85 1,94
P23.1 3,27 0,52 0,59 71,21 4,57 1,68
P23.2 3,08 0,46 0,45 71,11 4,59 1,62
P23.3 3,12 0,46 0,47 71,09 4,56 1,78
P23.4 3,31 0,47 0,44 71,19 4,67 1,78
P23.5 3,18 0,45 0,27 70,89 4,30 1,97
P23.6 3,02 0,43 0,47 71,14 4,15 1,79
P27.1 2,26 0,59 0,37 66,87 3,60 1,71
P27.2 2,14 0,57 0,41 65,76 3,37 1,97
P27.3 2,28 0,61 0,47 66,08 3,32 2,15
P27.4 1,94 0,67 0,38 62,69 3,34 1,82
P27.5 2,01 0,66 0,38 64,25 3,30 1,63
P27.6 1,95 0,62 0,35 64,56 3,02 1,91
P31.1 2,41 0,57 0,40 65,74 3,66 1,94
P31.2 2,38 0,57 0,36 65,47 3,54 1,78
P31.3 2,40 0,56 0,41 65,71 3,70 1,85
P31.4 2,24 0,53 0,40 64,25 3,36 2,13
P31.5 2,19 0,59 0,40 64,87 3,36 2,09
P31.6 2,29 0,62 0,39 65,59 3,27 1,87
P35.1 2,98 0,44 0,43 72,20 3,86 1,78
P35.2 3,02 0,44 0,50 72,15 3,79 1,96
P35.3 2,93 0,38 0,37 73,57 3,35 1,94
P35.4 2,88 0,44 0,45 72,58 3,79 1,66
P35.5 2,98 0,48 0,55 71,68 4,00 1,69

P35.6 2,94 0,44 0,48 73,32 3,80 1,82

A2G
GP7
0,61
0,67
0,78
0,83
0,58
1,05
0,73
0,73
0,55
0,66
0,72
0,46
0,69
0,66
0,64
0,62
0,60
0,45
0,68
0,52
0,74
0,84
0,82
0,50
0,69
0,65
0,48
0,65
0,67
0,50

FA2(6)G1
GP8

10,92
11,00
10,58
10,88
10,34
9,65
9,16
9,41
9,53
8,93
8,97
9,47
12,59
13,32
12,93
15,28
14,34
14,08
13,00
13,50
12,87
13,85
13,64
13,71
9,18
9,25
8,71
9,24
9,42
8,87



Nastavak Tablice P1

pridruzena

glikanska FA2(6)BG FA2(3)BG
struktura FA2(3)G1 1 1+ M6
pasaZa GP9 GP10 GP11
P19.1 5,62 0,28 0,80
P19.2 5,17 0,43 0,70
P19.3 5,16 0,46 0,72
P19.4 5,55 0,36 0,73
P19.5 5,57 0,33 0,76
P19.6 4,48 0,34 0,62
P23.1 4,34 0,33 0,73
P23.2 4,51 0,26 0,73
P23.3 4,70 0,21 0,71
P23.4 4,66 0,25 0,73
P23.5 4,78 0,22 0,69
P23.6 4,64 0,23 0,67
P27.1 6,54 0,33 0,79
P27.2 6,70 0,37 0,79
P27.3 6,57 0,42 0,89
P27.4 7,28 0,44 0,86
P27.5 7,35 0,35 0,81
P27.6 7,86 0,35 0,76
P31.1 6,50 0,41 0,72
P31.2 6,59 0,43 0,74
P31.3 6,35 0,46 0,73
P31.4 6,83 0,43 0,78
P31.5 6,60 0,47 0,74
P31.6 6,65 0,41 0,73
P35.1 4,50 0,36 0,66
P35.2 4,75 0,24 0,65
P35.3 4,82 0,23 0,63
P35.4 4,58 0,22 0,64
P35.5 4,59 0,36 0,69
P35.6 4,37 0,25 0,64

A2G2
GP12
0,09
0,15
0,14
0,12
0,10
0,13
0,16
0,09
0,07
0,08
0,06
0,11
0,09
0,11
0,14
0,11
0,09
0,06
0,11
0,08
0,15
0,15
0,13
0,10
0,11
0,06
0,04
0,08
0,14
0,07

A2BG2
GP13
0,12
0,15
0,17
0,09
0,10
0,09
0,11
0,08
0,08
0,10
0,08
0,05
0,09
0,10
0,10
0,10
0,11
0,09
0,14
0,14
0,16
0,13
0,11
0,11
0,12
0,10
0,08
0,12
0,11
0,12

FA2G2
GP14
1,68
1,60
1,52
1,62
1,51
1,21
1,14
1,23
1,27
1,20
1,21
1,26
2,09
2,23
2,05
2,87
2,64
2,69
2,10
2,16
2,10
2,36
2,25
2,20
1,15
1,18
1,10
1,20
1,19
1,09

FA2BG2
GP15
0,11
0,10
0,08
0,04
0,08
0,03
0,07
0,05
0,03
0,03
0,04
0,06
0,04
0,05
0,04
0,08
0,06
0,05
0,07
0,07
0,09
0,07
0,06
0,05
0,06
0,04
0,05
0,05
0,07
0,06

FA2(3)G1
S1+ M7
GP16
0,62
0,64
0,54
0,47
0,56
0,40
0,41
0,52
0,42
0,46
0,61
0,63
0,44
0,48
0,42
0,44
0,40
0,38
0,47
0,47
0,52
0,50
0,48
0,47
0,42
0,42
0,38
0,37
0,41
0,37



Nastavak Tablice P1

pridruzena

glikanska FA2G2S1 FA2G2BS
struktura A2G2S1 + M8 1
pasaza GP17 GP18 GP19
P19.1 0,21 0,53 0,09
P19.2 0,19 0,46 0,11
P19.3 0,28 0,53 0,11
P19.4 0,17 0,43 0,05
P19.5 0,33 0,64 0,11
P19.6 0,17 0,48 0,06
P23.1 0,19 0,35 0,07
P23.2 0,17 0,40 0,08
P23.3 0,19 0,35 0,07
P23.4 0,15 0,38 0,07
P23.5 0,22 0,52 0,08
P23.6 0,26 0,35 0,13
P27.1 0,18 0,37 0,05
P27.2 0,17 0,41 0,06
P27.3 0,17 0,36 0,05
P27.4 0,26 0,37 0,09
P27.5 0,23 0,33 0,11
P27.6 0,21 0,29 0,06
P31.1 0,17 0,39 0,10
P31.2 0,21 0,46 0,08
P31.3 0,25 0,44 0,08
P31.4 0,20 0,42 0,07
P31.5 0,19 0,44 0,10
P31.6 0,18 0,41 0,05
P35.1 0,24 0,38 0,07
P35.2 0,15 0,29 0,05
P35.3 0,14 0,32 0,07
P35.4 0,17 0,40 0,07
P35.5 0,17 0,31 0,06

P35.6 0,18 0,29 0,07

FA2FG2S1
GP20
0,08
0,11
0,10
0,08
0,06
0,05
0,07
0,05
0,04
0,04
0,06
0,13
0,02
0,02
0,03
0,06
0,03
0,01
0,04
0,04
0,03
0,06
0,04
0,04
0,04
0,03
0,02
0,05
0,05
0,03

A2G2S2 +
M9
GP21
0,26
0,22
0,24
0,21
0,26
0,26
0,15
0,18
0,16
0,18
0,31
0,37
0,18
0,18
0,17
0,17
0,18
0,13
0,18
0,19
0,21
0,20
0,20
0,20
0,16
0,13
0,19
0,17
0,16
0,14

A2BG2S2
GP22
0,02
0,01
0,02
0,02
0,02
0,01
0,02
0,00
0,02
0,01
0,04
0,03
0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,00
0,01
0,03
0,02
0,01
0,01
0,01

FA2G2S2
GP23
0,15
0,13
0,18
0,14
0,17
0,11
0,07
0,11
0,06
0,11
0,14
0,08
0,09
0,07
0,08
0,09
0,06
0,08
0,13
0,10
0,11
0,12
0,13
0,06
0,10
0,06
0,12
0,10
0,11
0,09

FA2BG2S
2
GP24
0,19
0,10
0,14
0,08
0,16
0,15
0,06
0,07
0,08
0,09
0,16
0,05
0,04
0,04
0,04
0,04
0,06
0,05
0,06
0,11
0,07
0,06
0,08
0,09
0,06
0,08
0,07
0,06
0,09
0,06



pcDNA3-SV40LTcomp (p3SVLT)
7539 bp

CAP binding site

pUNO1-hp21
3675 bp

Slika P1. Vektorske mape plazmida A) pcDNA3-SV40LTcomp (p3SVLT) B) pUNO21-hp21
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Slika P2. Vektorske mape plazmida A) pUNO27-hpl B) 1gG-ntgRNA



