
�R�a�z�v�o�j� �m�e�t�o�d�e� �u�z�a�s�t�o�p�n�e� �a�n�a�l�i�z�e� �N�-�g�l�i�k�o�m�a
�i�m�u�n�o�g�l�o�b�u�l�i�n�a� �A� �i� �G� �i�z� �i�s�t�o�g� �p�o��e�t�n�o�g� �u�z�o�r�k�a
�h�u�m�a�n�e� �k�r�v�n�e� �p�l�a�z�m�e

�M�a�l�i�g�e�c�,� �C�r�i�s�t�i�n�a

�M�a�s�t�e�r�'�s� �t�h�e�s�i�s� �/� �D�i�p�l�o�m�s�k�i� �r�a�d

�2�0�2�4

�D�e�g�r�e�e� �G�r�a�n�t�o�r� �/� �U�s�t�a�n�o�v�a� �k�o�j�a� �j�e� �d�o�d�i�j�e�l�i�l�a� �a�k�a�d�e�m�s�k�i� �/� �s�t�r�u��n�i� �s�t�u�p�a�n�j�:� �U�n�i�v�e�r�s�i�t�y� �o�f� 

�Z�a�g�r�e�b�,� �F�a�c�u�l�t�y� �o�f� �S�c�i�e�n�c�e� �/� �S�v�e�u��i�l�i�a�t�e� �u� �Z�a�g�r�e�b�u�,� �P�r�i�r�o�d�o�s�l�o�v�n�o�-�m�a�t�e�m�a�t�i��k�i� �f�a�k�u�l�t�e�t

�P�e�r�m�a�n�e�n�t� �l�i�n�k� �/� �T�r�a�j�n�a� �p�o�v�e�z�n�i�c�a�:�h�t�t�p�s�:�/�/�u�r�n�.�n�s�k�.�h�r�/�u�r�n�:�n�b�n�:�h�r�:�2�1�7�:�9�0�4�1�6�9

�R�i�g�h�t�s� �/� �P�r�a�v�a�:�I�n� �c�o�p�y�r�i�g�h�t� �/� �Z�a�a�t�i���e�n�o� �a�u�t�o�r�s�k�i�m� �p�r�a�v�o�m�.

�D�o�w�n�l�o�a�d� �d�a�t�e� �/� �D�a�t�u�m� �p�r�e�u�z�i�m�a�n�j�a�:�2�0�2�4�-�1�2�-�0�7

�R�e�p�o�s�i�t�o�r�y� �/� �R�e�p�o�z�i�t�o�r�i�j�:

�R�e�p�o�s�i�t�o�r�y� �o�f� �t�h�e� �F�a�c�u�l�t�y� �o�f� �S�c�i�e�n�c�e� �-� �U�n�i�v�e�r�s�i�t�y� �o�f� 

�Z�a�g�r�e�b



 

PRIRODOSLOVNO-�0�$�7�(�0�$�7�,�ý�.�,���)�$�.�8�/�7�(�7 

Kemijski odsjek 

 

 

Cristina Maligec 
 

 

RAZVOJ METODE UZASTOPNE ANALIZE  N-
GLIKOMA IMUNOGLOBULINA A I G IZ ISTOG 

�3�2�ý�(�7�1�2�*���8�=�2�5�.�$���+�8�0�$�1�(���.�5�9�1�(��
PLAZME  

 

 

Diplomski rad 

�S�U�H�G�O�R�å�H�Q���.�H�P�L�M�V�N�R�P���R�G�V�M�H�N�X 

Prirodoslovno-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�R�J���I�D�N�X�O�W�H�W�D���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���=�D�J�U�H�E�X 

radi stjecanja akademskog zvanja 

magistra kemije 

 

 

 

Zagreb, 2024.





�2�Y�D�M���G�L�S�O�R�P�V�N�L���U�D�G���L�]�U�D�ÿ�H�Q���M�H���X��Laboratoriju za glikobiologiju tvrke Genos d.o.o. pod 

mentorstvom prof. dr. sc. Gordana Lauca i neposrednim voditeljstvom dr. sc. Maje �3�X�þ�L�ü��

�%�D�N�R�Y�L�ü �W�H���)�L�O�L�S�D���.�O�L�þ�H�N�D�� mag.chem. Nastavnik imenovan od strane Kemijskog odsjeka je 

�L�]�Y�����S�U�R�I�����G�U�����V�F�����$�O�H�N�V�D�Q�G�U�D���0�D�U�ã�D�Y�H�O�V�N�L�� 





Zahvale 
�ä�H�O�L�P���L�]�U�D�]�L�W�L���V�Y�R�M�X���L�V�N�U�H�Q�X���]�D�K�Y�D�O�Q�R�V�W��mentoru prof. dr. sc. Gordanu Laucu, �Q�D���S�U�X�å�H�Q�R�M��

�S�U�L�O�L�F�L�� �W�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�Wi stjecanja znanja i iskustva u Laboratoriju za glikobiologiju tvrtke 

�*�H�Q�R�V�����9�D�ã�D���S�R�G�U�ã�N�D���L���U�H�V�X�U�V�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�X���G�R�S�U�L�Q�L�M�H�O�L���U�D�]�Y�R�M�X���R�Y�R�J���U�D�G�D���L���P�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�N�R�J��

usmjerenja. 

�ä�H�O�L�P�� �L�V�N�U�H�Q�R�� �]�D�K�Y�D�O�L�W�L�� �L�]�Y���� �S�U�R�I���� �G�U���� �V�F���� �$�O�H�N�V�D�Q�G�U�L�� �0�D�U�ã�D�Y�H�O�V�N�L�� �Q�D�� �Q�H�V�H�E�L�þ�Q�R�M�� �S�R�G�U�ã�F�L����

�V�W�U�X�þ�Q�L�P���V�D�Y�M�H�W�L�P�D���L���S�U�H�G�D�Q�R�P���Y�R�ÿ�H�Q�M�X���W�L�M�H�N�R�P���L�]�U�D�G�H���R�Y�R�J���G�L�S�O�R�P�V�N�R�J���U�D�G�D���� �N�D�R���L���W�L�M�H�N�R�P��

cijelog diplomskog studija. 

Posebno se zahvaljujem i svojim neposrednim �Y�R�G�L�W�H�O�M�L�P�D���� �G�U���� �V�F���� �0�D�M�L�� �3�X�þ�L�ü�� �%�D�N�R�Y�L�ü�� �L��

�)�L�O�L�S�X�� �.�O�L�þ�H�N�X���� �P�D�J���� �F�K�H�P������ �Q�D�� �N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�M�� �S�R�P�R�ü�L�� �L�� �N�R�U�L�V�Q�L�P�� �X�S�X�W�D�P�D�� �W�L�M�H�N�R�P��

eksperimentalnog rada, kao i prilikom izradbe diplomskog rada.  

�7�D�N�R�ÿ�H�U���� �Y�H�O�L�N�X�� �]�D�K�Y�D�O�Q�R�V�W�� �G�X�J�X�M�H�P�� �V�Y�R�M�L�P�� �Q�D�M�E�O�L�å�L�P�D���� �N�R�M�L�� �V�X�� �P�L�� �S�U�X�å�D�O�L�� �S�R�G�U�ã�N�X�� �L��

motivaciju tijekom cijelog studiranja. �1�M�L�K�R�Y�D�� �S�R�P�R�ü�� �L�� �U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�L�� �V�X�� �Pi da 

ostvarim ovaj uspjeh.





Cristina Maligec Diplomski rad 
 

�6�$�'�5�ä�$�- 
1. UVOD ................................................................................................................................ 1 

2. LITERATURNI PREGLED .............................................................................................. 4 

2.1. Glikomika .................................................................................................................... 4 

2.2. Glikozilacija ................................................................................................................ 5 

2.2.1. N-glikozilacija...................................................................................................... 6 

2.3. Imunoglobulin A ......................................................................................................... 8 

2.4. Imunoglobulin G ....................................................................................................... 12 

2.5. �.�R�U�L�ã�W�H�Q�H���W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�H���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���1-glikoma ....................................................... 15 

2.5.1. �7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D ................................................................................ 16 

2.5.2. Priprema uzorka ................................................................................................. 21 

2.5.3. Obrada i mjerenje podataka ............................................................................... 22 

2.5.4. Identifikacija glikana ......................................................................................... 23 

2.6. Upotreba HT-�J�O�L�N�R�P�L�N�H���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D ................................................................. 24 

2.6.1. HT-�J�O�L�N�R�P�L�N�D���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�J�L�M�H ................................................. 24 

2.6.2. HT-�J�O�L�N�R�P�L�N�D���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���J�H�Q�H�W�L�N�H ........................................................... 24 

2.6.3. HT-�J�O�L�N�R�P�L�N�D���X���N�O�L�Q�L�þ�N�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D .......................................................... 25 

3. MATERIJALI I METODE .............................................................................................. 26 

1.1. Materijali  ................................................................................................................... 26 

1.1.1. Materijali u radu ................................................................................................. 26 

1.1.2. Enzimi i kemikalije ............................................................................................ 26 

1.1.3. Instrumenti i dodatni pribor ............................................................................... 27 

1.1.4. Priprema pufera i otopina ................................................................................... 27 

1.1.5. Ispitanici i uzrokovanje ...................................................................................... 29 

1.2. Metode ....................................................................................................................... 29 

1.2.1. Izolacija IgG �L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�W�H�L�Q���*�����S�O�R�þ�L�F�H ................................ 29 

1.2.2. Deglikozilacija u otopini .................................................................................... 31 

1.2.3. �2�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H���V�O�R�E�R�G�Q�L�K���1-glikana u otopini .................................................... 31 

1.2.4. �,�J�$���L�]�R�O�D�F�L�M�D���L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�R�P�R�ü�X���D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�L�K���]�U�Q�D�F�D ................................. 33 

1.2.5. Separacije i kromatografksa analiza slobodnih IgG i IgA proA glikana ........... 34 

1.2.6. Analiza i obrada dobivenih podataka ................................................................. 35 

2. REZULTATI.................................................................................................................... 36 

2.1. GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme ..................................................................... 37 

2.2. �*�3���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D���,�J�*���L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D ..... 38 

2.3. Vrijednosti gliko pikova IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA ... 39 



Cristina Maligec Diplomski rad 
 

2.4. Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA 
�S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D .............................................................................. 40 

2.5. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�*���S�O�D�]�P�H���L���,�J�*���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X��
flow-through uzorcima standarda ........................................................................................ 43 

2.6. GP vrijednosti IgA iz krvne plazme .......................................................................... 46 

2.7. �*�3���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���,�J�$���L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D .......... 46 

2.8. Vrijednosti GP-a IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a ................................ 47 

2.9. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-�D���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X��
�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D ............................................................................................................. 48 

2.10. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�$���S�O�D�]�P�H���L���,�J�$���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X��
flow-through uzorcima standarda ........................................................................................ 49 

3. RASPRAVA .................................................................................................................... 52 

4. �=�$�.�/�-�8�ý�$�. .................................................................................................................. 56 

5. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA .................................................................... 58 

6. LITERATURNI IZVORI................................................................................................. 61 

7. DODATAK ...................................................................................................................... 64 

8. �ä�,�9�2�7�2�3�,�6 ..................................................................................................................... 71 

 



Cristina Maligec Diplomski rad 
 



Cristina Maligec Diplomski rad 
 

 
�6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�H���X���=�D�J�U�H�E�X 

Prirodoslovno-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�L���I�D�N�X�O�W�H�W 

Kemijski odsjek 

 

Diplomski rad 

 

 

�6�$�ä�(�7�$�. 
RAZVOJ METODE UZASTOPNE ANALIZE N-GLIKOMA IMUNOGLOBULINA A I G 

�,�=���,�6�7�2�*���3�2�ý�(�7�1�2�*���8�=�2�5�.�$���+�8�0�$�1�(���.�5�9�1�(���3�/�$�=�0�( 

 

Cristina Maligec 

 

Razvijena je metoda za analizu N-glikana imunoglobulina A (IgA) i G (IgG) iz istog 
�X�]�R�U�D�N�D�� �K�X�P�D�Q�H�� �N�U�Y�Q�H�� �S�O�D�]�P�H���� �&�L�O�M�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �E�L�R�� �M�H�� �R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�W�L�� �L�]�R�O�D�F�L�M�X�� �R�Ea 
�L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H���L���L�V�S�L�W�D�W�L���Q�M�L�K�R�Y�H���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�V�N�H���S�U�R�I�L�O�H����
�,�J�$���L���,�J�*���L�]�R�O�L�U�D�Q�L���V�X���S�U�L�P�M�H�Q�R�P���S�U�R�W�H�L�Q���*���S�O�R�þ�L�F�H���]�D���,�J�*���L���&�D�S�W�X�U�H�6�H�O�H�F�WTM IgA afinitetnih 
zrnaca za IgA. Nakon izolacije, N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �V�X�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� �I�O�X�R�U�H�V�F�Hntnom oznakom 
�S�U�R�N�D�L�Q�D�P�L�G�D�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�R�P�R�ü�X�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �X�O�W�U�D�� �Y�L�V�R�N�H djelotvornosti s 
fluorescencijskom detekcijom (HILIC-UHPLC-�)�/�5������ �ã�W�R�� �M�H�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�R�� �Y�L�V�R�N�R�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R��
�S�U�D�ü�H�Q�M�H���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�V�N�L�K���R�E�U�D�]�D�F�D�����5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���R�E�U�D�V�F�H���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X��
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1. UVOD 

�*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �M�H�� �M�H�G�Q�D�� �R�G�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L�K�� �S�R�V�W�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�L�K�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�D�� �P�R�å�H��

�X�Y�H�O�L�N�H���X�W�M�H�F�D�W�L���Q�D���Q�M�L�K�R�Y�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���L���I�X�Q�N�F�L�M�X���W�H���L�P�D���Y�D�å�Q�X���X�O�R�J�X���X���Q�L�]�X���E�L�R�O�R�ã�N�L�K���S�U�R�F�H�V�D����

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �H�I�H�N�W�R�U�V�N�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H���� �P�H�ÿ�X�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �V�L�J�Q�D�O�D �L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X��

imunogenost. Enzimski procesi glikozilacije proteina normalno se odvijaju u 

�H�Q�G�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�R�P�� �U�H�W�L�N�X�O�X�P�X�� �� �L�� �*�R�O�J�L�M�H�Y�R�P�� �D�S�D�U�D�W�X���� �D�O�L�� �V�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�X�� �G�R�J�R�G�L�W�L�� �X��

citoplazmi i jezgri. Glikanske strukture su kovalentno povezane s proteinskom okosnicom 

�S�U�H�N�R�� �D�W�R�P�D�� �G�X�ã�L�N�D�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�D�� �L�O�L�� �D�W�R�P�D�� �N�L�V�L�N�D�� �E�R�þ�Q�L�K�� �O�D�Q�D�F�D�� �V�H�U�L�Q�D���W�U�H�R�Q�L�Q�D���� �W�Y�R�U�H�ü�L��N-

vezane glikane (N-glikani) odnosno O-vezane glikane (O-glikani). Jezgra N-glikana sastoji se 

od dva uzastopna N-acetilglukozamina i tri manoze, koje se mogu dalje modificirati 

djelovanjem raznih glikoziltransferaza i glikozidaza kako bi se formirali oligomanozni, 

kompleksni ili hibridni N-glikani. N-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �M�H�� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�D�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�K�� �L��

�V�H�N�U�H�W�R�U�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �L�P�X�Q�R�J�Oobulin G (IgG) te 

imunoglobulin A (IgA).1  

�,�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�L�� �L�O�L�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �V�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �N�R�M�H�� �V�W�Y�D�U�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �N�D�R��

reakciju na ulazak neke strane supstance u organizam (antigena). �1�D�M�Y�D�å�Q�L�M�D���L���Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�D��

protutijela u krvnoj plazmi su IgG, molarne mase oko 150,000 g mol-1. IgA druga su 

�Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �X�� �N�U�Y�L�� �L�� �Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �X�� �V�O�X�]�Q�L�F�D�P�D�� �J�G�M�H�� �S�U�X�å�D�M�X��

�S�R�þ�H�W�Q�X���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X���R�E�U�D�Q�X���S�U�R�W�L�Y���S�D�W�R�J�H�Q�D�����2�E�M�H���N�O�D�V�H���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���V�X���J�U�D�ÿ�H�Q�H���R�G���G�Y�D�M�X���O�D�N�L�K��

������ �R�U�� ������ �L�� �G�Y�D�M�X�� �W�H�ã�N�L�K�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�Q�L�K�� �O�D�Q�D�F�D�� ���.�� �N�R�G�� �,�J�$���� ���� �N�R�G�� �,�J�*������ �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�K��

disulfidnim mostovima.2,3 �2�V�Q�R�Y�Q�D�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�D�� �M�H�G�L�Q�L�F�D���� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�D�� �V�Y�L�P�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�L�P�D����

�V�D�V�W�R�M�L���V�H���R�G���G�Y�D���L�G�H�Q�W�L�þ�Q�D���D�Q�W�L�J�H�Q-�Y�H�]�X�M�X�ü�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���)�D�E�����H�Q�Jl. Fragment Antigen Binding) 

�N�R�M�L�� �Y�H�å�X�� �D�Q�W�L�J�H�Q�� �L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�� �V�X�� �S�U�H�N�R�� �]�J�O�R�E�Q�H�� �U�H�J�L�M�H�� �Q�D�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �)�F�� ���H�Q�Jl. 

Fragment Crystallizable������ �N�R�M�L�� �S�R�V�U�H�G�X�M�H�� �X�� �H�I�H�N�W�R�U�V�N�L�P�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�P�D�� �S�R�S�X�W�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

�F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �R�Y�L�V�Q�H�� �R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�L�P�D�� ���H�Q�Jl. Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity, 

AD�&�&�����L�O�L���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���R�Y�L�V�Q�H���R���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�X�����H�Q�Jl. Complement Dependent Cytotoxicity, 

CDC). Za razliku od IgG protutijela koja imaju samo jedno konzervirano N-glikozilacijsko 

mjesto u Fc regiji (N297), IgA protutijela imaju pet konzerviranih N-glikozilacijskih mjesta 

���1�������� �1�������� �1���������1���������� �1�������� �L�� �1���������1���������� �W�H�� �M�R�ã�� �G�H�Y�H�W�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K��O-glikozilacijskih 
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mjesta u zglobnoj regiji IgA1 potklase. Efektorske funkcije ovise o podklasi protutijela i 

�V�D�V�W�D�Y�X���S�U�L�G�U�X�å�H�Q�L�K��N-glikana.4 

Glikozilacija IgG-�D�� �M�H�� �Y�L�V�R�N�R�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�D���� �N�D�N�R�� �W�L�M�H�N�R�P�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�H�� �W�D�N�R�� �L�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D��

�Q�M�H�]�L�Q�D���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�����8�R�þ�H�Q�H���V�X���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���V�D�V�W�D�Y�X���L���V�W�U�X�N�W�X�U�L��N-glikana tijekom starenja i kod 

raznih oboljenja. Poznato je da alternativna glikozilacija modulira efektorske funkcije IgG-a 

te je povezana s razvojem i napredovanjem bolesti.5 Zbog svojih karakteristika N-glikani IgG-

a posjeduju biomarkerski potencijal.6 IgA je visoko glikoziliran s O- i N-glikanima. Pokazalo 

�V�H���G�D���V�D�V�W�D�Y���L���V�W�U�X�N�W�X�U�D���R�Y�L�K���J�O�L�N�D�Q�D���Y�D�U�L�U�D�M�X���P�H�ÿ�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���S�R�M�H�G�L�Q�F�L�P�D���L���W�N�L�Y�L�P�D�����D���W�D�N�R�ÿ�H�U��

�V�H�� �P�L�M�H�Q�M�D�M�X�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P�� �L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �V�W�D�Q�M�L�P�D�� �*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �,�J�$�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �M�H�� �]�D��

�Q�M�H�J�R�Y�X�� �E�L�R�O�R�ã�N�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D���� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �S�D�W�R�J�H�Q�D�� �L��

imunoregulaciju. N-glikani neophodni su z�D���Q�R�U�P�D�O�Q�X���I�X�Q�N�F�L�M�X���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D��7 

S obzirom da se oba imunoglobulina nalaze u istom mediju (ljudska krvna plazma), cilj 

izradbe ovog diplomskog rada je bio uspostaviti metodu za sekvencijalnu izolaciju IgA i IgG 

iz istog uzorka ljudske krvne plazme �N�D�N�R�� �E�L�V�P�R�� �V�D�þ�X�Y�D�O�L�� �Y�U�L�M�H�G�Q�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �X�]�R�U�N�H���� �3�U�L�W�R�P��

�V�P�R�� �W�H�V�W�L�U�D�O�L�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�M�D�O�Q�H�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �U�H�G�R�V�O�L�M�H�G�� �L�]�R�O�D�F�L�M�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K��

�S�U�R�W�H�L�Q�D�����,�J�*���S�D���,�J�$�����L�O�L���R�E�U�D�W�Q�R���,�J�$���S�D���,�J�*�������,�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�D���L�]�R�O�D�F�L�M�D���R�E�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���Q�L�M�H���P�R�J�X�ü�D��

�E�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �ü�H���V�H�� �Q�D�N�Q�D�G�Q�R�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�W�L�� �X�N�X�S�Q�L�� �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L��N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �V�H�� �J�X�E�L��

�L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D�� �R�� �Y�H�]�Q�R�P�� �P�M�H�V�W�X�� �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�K��N-glikana. Za izolaciju oba proteina iz krvne 

plazme, koristila se metoda afinitetne kromatografije. Izolacija IgG-a provodila �V�H�� �S�R�P�R�ü�X��

proteina G �Y�H�]�D�Q�R�J�� �Q�D�� �P�R�Q�R�O�L�W�Q�X�� �S�O�R�þ�L�F�X�� �V�� ������ �M�D�å�L�F�D���� �G�R�N�� �V�X�� �V�H�� �]�D�� �L�]�R�O�D�F�L�M�X�� �,�J�$�� �N�R�U�L�V�W�L�O�D��

CaptureSelectTM IgA afinitetna zrnca. Vezani N-glikani su se potom enzimski odvojili od 

�L�]�R�O�L�U�D�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D�����2�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L��N-�J�O�L�N�D�Q�L���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���V�X���V�H���R�E�L�O�M�H�å�L�O�L���S�R�P�R�ü�X����-amino-N-[2-

(dimetilamino)etil]benzamida (prokainamid). U posljednjem koraku pripreme uzoraka, 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L��N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �V�X�� �V�H�� �S�U�R�þ�L�V�W�L�O�L�� �H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�R�P�� �Q�D�� �þ�Y�U�V�W�R�M�� �I�D�]�L�� �W�H�P�H�O�M�H�Q�R�M�� �Q�D��

�K�L�G�U�R�I�L�O�Q�L�P�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D���� �2�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L��N-glikani IgG i IgA su se analizirali 

�S�R�P�R�ü�X�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �X�O�W�U�D�� �Y�L�V�R�N�H�� �G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�R�V�W�L�� �W�H�P�H�O�M�H�Q�H�� �Q�D�� �K�L�G�U�R�I�L�O�Q�Lh 

interakcijama s fluorescencijskom detekcijom (eng. hydrophilic interaction ultra-high 

performance liquid chromatography with fluorescence detection, HILIC-UHPLC-FLR).  

HILIC-UHPLC-FLR analiza N-�J�O�L�N�D�Q�D���M�H�G�Q�D���M�H���R�G���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���P�H�W�R�G�D���]�D���D�Q�D�O�L�]�X��

�J�O�L�N�D�Q�D���S�U�L���þ�H�P�X���V�W�H�K�L�R�P�H�W�U�L�M�V�N�R���S�U�L�þ�Y�U�ã�ü�L�Y�D�Q�M�H���M�H�G�Q�H���R�]�Q�D�N�H���S�R���J�O�L�N�D�Q�X���R�P�R�J�X�ü�X�M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�X��
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�N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�U�V�W�D�� �J�O�L�N�D�Q�D���Q�D���W�H�P�H�O�M�X�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���� �D���L�]�U�D�Y�Q�D���X�V�S�R�U�H�G�E�D���X�]�R�U�D�N�D��

sa glikanskim standardima dovodi do preliminarne identifikacije glavnih vrsta glikana.8,9
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2. LITERATURNI PREGLED  

2.1. Glikomika  
�*�O�L�N�R�P�L�N�D�� �M�H�� �S�R�G�U�X�þ�M�H �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �I�R�N�X�V�L�U�D�� �Q�D�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H��

�V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �J�O�L�N�R�P�D���� �ã�W�R�� �V�H�� �R�G�Q�R�V�L�� �Q�D�� �N�R�P�S�O�H�W�D�Q�� �V�N�X�S�� �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�D���L�O�L�� �ã�H�ü�H�U�D��

���J�O�L�N�D�Q�D���� �S�U�R�L�]�Y�H�G�H�Q�L�K�� �X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�M�� �V�W�D�Q�L�F�L�� �L�O�L�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X����Pojam "glycomics" s�D�G�U�å�L�� �U�L�M�H�þ 

�Äomics�³ �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L sveobuhvatna anal�L�]�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D, koja je uspostavljena da 

�N�D�W�H�J�R�U�L�]�L�U�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �S�R�O�M�D�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�D�� �X�� �E�L�R�O�R�J�L�M�L�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �I�R�N�X�V�D�� �Q�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H��

�E�L�R�O�R�ã�N�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H���� �8�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X���� ��glyco-���� �M�H�� �L�]�Y�H�G�H�Q�R�� �L�]�� �J�U�þ�N�H�� �U�L�M�H�þ�L�� ��glykys������ �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L��

slat�N�R���L�O�L���ã�H�ü�H�U��10,11  

�3�R�G�U�X�þ�M�H���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�H�� �J�O�L�N�R�P�L�N�H���Q�D�V�W�R�M�L���R�G�J�R�Y�R�U�L�W�L���Q�D���W�U�L���V�Y�H�R�E�X�K�Y�D�W�Q�D���S�L�W�D�Q�M�D���� �������� �N�D�N�R��

�J�O�L�N�D�Q�L�� �G�M�H�O�X�M�X�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �N�R�P�X�Q�L�N�D�F�L�M�L���� �������� �ã�W�R�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �N�R�M�D�� �S�R�V�W�R�M�L�� �L�]�P�H�ÿ�X��

proteina i glikana; i (3) kako raznolikost i mikroheterogenost glikana rezultiraju kao funkcija 

biologije u razvoju i bolesti. �9�U�O�R�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�� �E�U�R�M�� �P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�D�� �P�R�å�H�� �L�]�J�U�D�G�L�W�L�� �L�]�X�]�H�W�Q�R��

�V�O�R�å�H�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �M�H�U���� �]�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �'�1�$���� �5�1�$�� �L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �X�J�O�M�L�N�R�K�L�G�U�D�W�L�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �J�U�D�Q�D�W�H 

strukture. �â�W�R�Y�L�ã�H, proizvodnja glikana �M�H���V�R�I�L�V�W�L�F�L�U�D�Q���S�U�R�F�H�V���N�R�M�L���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���Y�L�ã�H���R�G��200 enzima 

�U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L�K u preciznoj neuniformnoj distribucij�L�� �X�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�R�P�� �V�W�D�Q�M�X u Golgijevom 

aparatu. �*�O�L�N�R�P���L�J�U�D���N�O�M�X�þ�Q�X���X�O�R�J�X���X���U�D�]�Q�L�P���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���S�U�R�F�H�V�L�P�D�����D���U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H���Q�M�H�J�R�Y�R�J��

sastava i funkcije �N�O�M�X�þ�Q�R�� �M�H�� �]�D�� �U�D�]�R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�H�� �V�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �L�� �R�U�J�D�Q�V�N�H�� �E�L�R�O�R�J�L�M�H����

�3�U�L�P�D�U�Q�L���F�L�O�M���J�O�L�N�R�P�L�N�H���M�H���L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�W�L���J�H�Q�H���L���G�U�X�J�H���þ�L�P�E�H�Q�L�N�H���N�R�M�L���X�S�U�D�Y�O�M�D�M�X���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�R�P����

procesom kroz koji se glikani dodaju proteinima, lipidima ili drugim molekulama.10 

Jedan od glavnih izazova u glikomici je potreba za robusnim, osjetljivim i 

visoko�S�U�R�W�R�þ�Q�L�P (engl. High-Throughput, HT) �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�P�� �W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�D�P�D���� �*�O�L�N�R�P�L�N�D�� �Y�L�V�R�N�H��

�S�U�R�W�R�þ�Q�R�V�W�L �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �V�W�R�W�L�Q�D�� �L�O�L�� �W�L�V�X�ü�D�� �J�O�L�N�R�P�D���X�� �ã�W�R�� �N�U�D�ü�H�P�� �Y�U�H�P�H�Q�X���� �ã�W�R�� �]�D�K�W�L�M�H�Y�D��

napredne i potencijalno automatizirane tehnike. Najsuvremenije tehnologije za 

visoko�S�U�R�W�R�þ�Q�X �J�O�L�N�R�P�L�N�X�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �P�H�W�R�G�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�D 

masa, �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �L�� �N�D�S�L�O�D�U�Q�D�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D���� �2�Y�H�� �W�H�K�Qologije �R�P�R�J�X�ü�X�M�X��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�L�P�D���N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�X���J�O�L�N�R�P�D���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���U�D�]�L�Q�D�P�D���L���S�U�X�å�D�M�X���Y�U�L�M�H�G�Q�H���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H���R��

�U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�L�� �L�� �V�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D te promjenama u glikozilaciji se primjenjuju u 

zdravim i bolesnim stanjima. Razumijevanje promjena u obrascima glikozilacije �P�R�å�H�� �L�P�D�W�L��
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�L�P�S�O�L�N�D�F�L�M�H�� �]�D�� �G�L�M�D�J�Q�R�]�X�� �E�R�O�H�V�W�L���� �S�U�R�J�Q�R�]�X�� �L�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�H���� �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�L�� �N�R�U�L�V�W�H�� �J�O�L�N�R�P�L�N�X��

visoke�S�U�R�W�R�þ�Q�R�V�W�L �]�D���L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K���E�L�R�P�D�U�N�H�U�D���S�R�Y�H�]�D�Q�L�K���V���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P���E�R�O�H�V�W�L�P�D���L��

za dobivanje uvida u temeljne mehanizme patologija povezanih s glikozilacijom. Sve u 

svemu, glikomika, a posebno glikomika visoke�S�U�R�W�R�þ�Q�R�V�W�L, ima �N�O�M�X�þ�Q�X���X�O�R�J�X���X���X�Q�D�S�U�H�ÿ�H�Q�M�X��

razumijevanja glikoma i njegovih implikacija na zdravlje i bolest. Integracija najsuvremenijih 

�W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�D�� �L�� �P�H�W�R�G�R�O�R�J�L�M�D�� �X�� �R�Y�R�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �Q�D�V�W�D�Y�O�M�D�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�L�W�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�P�� �R�W�N�U�L�ü�L�P�D�� �L��

�Q�D�S�U�H�W�N�X���X���E�L�R�P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D��10 

2.2. Glikozilacija  
Glikozilacija je n�D�M�U�D�ã�L�U�H�Q�L�M�D���L���Q�D�M�V�O�R�å�H�Q�L�M�D���N�R�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�D���L���S�R�V�W-ranslacijska modifikacija 

u kojoj enzimi glikoziltransferaze kataliziraju kovalentno vezanje ugljikohidrata na 

polinukleotide, polipeptide i lipide. �8�� �S�U�R�F�H�V�X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �N�D�R�� �G�R�Q�R�U�L�� �ã�H�ü�H�U�Q�L�K�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D��

�S�U�L�P�D�U�Q�R�� �V�O�X�å�H�� �Keksoza i njezini �G�H�U�L�Y�D�W�L���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��D-glukozu, D-manozu, D-galaktozu, 

fukozu, N-acetil-glukozamin i galaktozamin, te dodatno ksilozu ili sijalinsku kiselinu. Ovaj 

�F�L�M�H�O�L�� �S�U�R�F�H�V�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �V�D�Y�L�M�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �F�L�O�M�D�Q�L�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �L��

aktivnost.12 

�*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �V�H�� �R�G�Y�L�M�D�� �Q�D�� �Y�H�O�L�N�R�P�� �E�U�R�M�X�� �E�L�R�P�R�O�H�N�X�O�D���� �S�U�R�L�]�Y�R�G�H�ü�L�� �U�D�]�Q�H�� �J�O�L�N�R�N�R�Q�M�X�J�D�W�H��

poput glikosfingolipida (eng. Glycosphingolipid, GSL), glikoproteina (engl. Glycoprotein), 

proteoglikana, slobodnih oligosaharida (engl. Free Oligosaccharides), glikozaminoglikana 

(engl. Glycosaminoglycan, GAG) ili glikozilirane RNA (engl. GlycoRNA) (Slika 1A). 

Posljednjih godi�Q�D�� �G�R�ã�O�R�� �M�H�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �Q�D�S�U�H�W�N�D�� �X�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�P��metodama za njihovo 

ispitivanje. Ipak visoko�S�U�R�W�R�þ�Q�H�� �P�H�W�R�G�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �J�O�L�N�D�Q�D��trenutno se primjenjuju samo na 

glikoproteinima. Glikoproteini se mogu analizirati u netaknutom obliku primjenom metode 

"odozgo prema dolje" (engl. Top-down analysis) ili "sredina prema gore" (engl. Middle-up 

analysis), koja se koristi za ispitivanje podjedinica (monoklonskih) protutijela. Dodatne 

tehnik�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X��razgradnju enzimom, �N�R�M�D�� �P�R�å�H�� �U�D�]�J�U�D�G�L�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q u (gliko)peptide ili 

�R�G�Y�R�M�L�W�L���J�O�L�N�D�Q���R�G���Q�M�H�J�R�Y�R�J���N�R�Q�M�X�J�D�W�D�����S�U�R�F�H�V���S�R�]�Q�D�W���N�D�R���D�Q�D�O�L�]�D���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Qih glikana) (Slika 

1B).10 
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Slika 1. (A) Klase glikana, (B) Karakterizacija glikoproteina. (preuzeto �L�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R�� �L�]�� �U�H�I����

10) 

�*�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�L���L�P�D�M�X���X�O�R�J�X���X���P�Q�R�J�L�P���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���S�U�R�F�H�V�L�P�D���X�Q�X�W�D�U���R�U�J�D�Q�L�]�P�D�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�� �R�G�J�R�Y�R�U���� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���� �U�D�]�Y�R�M�� �L�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �V�L�J�Q�D�O�D����

�*�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�� �P�R�å�H�� �L�P�D�W�L�� �P�Q�R�J�R�� �P�M�H�V�W�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� ���P�D�N�U�R�K�H�W�H�U�R�J�H�Q�R�V�W���� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �Y�U�V�W�H��

glikana na jednom mjestu (mikroheterogenost). Sekvenca i konformacija proteina, dostupnost 

�S�U�H�N�X�U�V�R�U�D�� �ã�H�ü�H�U�D���� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�D�� �L�� �S�U�R�V�W�R�U�Q�D�� �G�R�V�W�X�S�Q�R�V�W���� �N�D�R�� �L�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �J�O�L�N�R�]�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�D�� �L��

�J�O�L�N�R�]�L�G�D�]�D���� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �W�R�� �M�H�� �O�L�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�V�N�R�� �P�M�H�V�W�R�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�H�]�D�X�]�H�W�R���� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�� �L�O�L��

potpuno zauzeto. Podtipovi glikoproteina klasificirani su kao N-vezani ili O-vezani na temelju 

atoma aminokiseline koji povezuje lanac ugljikohidrata.13 Glavni tipovi glikozilacije kod ljudi 

su N- i O-glikozilacija. 

2.2.1. N-glikozilacija 

N-glikozilacija je proces koji se odvija u endoplazmatskom retikulumu u kojem se N-

�J�O�L�N�D�Q�L�� �S�R�P�R�ü�X��N-�J�O�L�N�R�]�L�G�Q�H�� �Y�H�]�H�� �N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�R�� �Y�H�å�X��na ostatak asparagina (Asn) polipeptida 

�S�U�L�� �þ�H�P�X�� �V�H�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �V�O�L�M�H�G�X�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D��Asn-X-Ser (serin)/Thr (treonin) gdje X 

�P�R�å�H�� �E�L�O�L�� �E�L�O�R�� �N�R�M�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �R�V�L�P�� �S�U�R�O�L�Q�D�� N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �L�P�D�M�X�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�X�� �V�U�å�Q�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X����

�0�D�Q�.��-�����0�D�Q�.��-�����0�D�Q����-���*�O�F�1�D�F����-���*�O�F�1�D�F���������D��mogu se �N�O�D�V�L�I�L�F�L�U�D�Q�L���Q�D���V�O�M�H�G�H�ü�L���Q�D�þ�L�Q����

1) oligomanozni, na �þ�L�M�X�� �V�H���V�U�å�Q�X�� �V�W�U�X�Nturu dodaju samo ostaci manoze, 2) kompleksni, u 

�N�R�M�L�P�D�� �V�H�� �Q�D�� �V�U�å�� �Q�D�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �D�Q�W�H�Q�H�� �N�R�M�H�� �S�R�þ�L�Q�M�X�� �Y�H�]�D�Q�M�H�P��N-acetilglukozamina (GlcNAc) i 

dalje drugih monosaharida poput galaktoze i sijalinske kiseline; te (3) hibridni, u kojima su 
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jedan ili dva GlcNAc-a d�R�G�D�Q�D�� �0�D�Q�.��-3 �U�X�F�L�� �V�U�å�L���� �G�R�N�� �V�H�� �Q�D�� �0�D�Q�.��-���� �U�X�N�X�� �V�U�å�Q�H�� �V�W�U�Xkture 

�Y�H�å�X���V�D�P�R���P�D�Q�R�]�H�����6�O�L�N�D����a).14  

�*�O�L�N�D�Q�L���V�X���V�O�R�å�H�Q�L���R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�L���N�R�M�L���V�H���V�D�V�W�R�M�H���R�G���S�H�W�Q�D�H�V�W���L�O�L���Y�L�ã�H���P�R�O�H�N�X�O�D���P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�D����

Konzervirana pentasaharidna jezgra onih vezanih na IgG sastoji se od tri ostatka manoze i dva 

N-�D�F�H�W�L�O�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�D���� �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�U�R�ã�L�U�L�O�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �M�H�]�J�U�H�� �P�R�J�X�� �V�H�� �G�R�G�D�W�L�� �*�O�F�1�$�F����

�V�U�å�Q�D�� �I�X�N�R�]�D�� ���V�U�å�Q�D�� �I�X�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D������ �U�D�þ�Y�D�M�X�ü�L�� �*�O�F�1�$�F�� ���E�L�V�H�N�F�L�M�D������ �J�D�O�D�N�W�R�]�D�� ���J�D�O�D�N�W�R�]�L�O�D�F�L�M�D���� �L��

sijalinska kiselina (sijalinizacija) (Slika 2b).15   

Glycan Oxford �Q�R�P�H�Q�N�O�D�W�X�U�D�� �M�H�� �V�X�V�W�D�Y�� �]�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H���R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�D�� �L�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �N�R�M�L�� �S�U�X�å�D��

�M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�D�Q�� �L�� �M�D�V�D�Q�� �Q�D�þ�L�Q�� �]�D�� �S�U�L�N�D�]�L�Y�D�Q�M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�L�P�E�R�O�H�� �L�� �E�R�M�H��15 Ovaj 

�V�X�V�W�D�Y���M�H���U�D�]�Y�L�M�H�Q���N�D�N�R���E�L���V�H���R�O�D�N�ã�D�O�R���U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H���L���Y�L�]�X�D�O�L�]�D�F�L�M�D���V�O�R�å�H�Q�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D���J�O�L�N�D�Q�D����

�R�V�R�E�L�W�R���X���S�R�O�M�L�P�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���J�O�L�N�R�E�L�R�O�R�J�L�M�D���L���E�L�R�N�H�P�L�M�D�� 

�.�O�M�X�þ�Q�H���]�Q�D�þ�D�M�N�H��Glycan Oxford nomenklature (Slika 2c):15 

1. �6�L�P�E�R�O�L�� �L�� �E�R�M�H���� �6�Y�D�N�L�� �P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�� �L�P�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q�� �V�L�P�E�R�O�� �L�� �E�R�M�X���� �Q�S�U���� �I�X�N�R�]�D�� ���)����

prikazuje se crvenim trokutom, �J�D�O�D�N�W�R�]�D�����*�����å�X�W�L�P���N�U�X�J�R�P�����J�O�X�N�R�]�D���S�O�D�Y�L�P���N�U�X�J�R�P�� 

manoza (M) zelenim krugom, N-�D�F�H�W�L�O���J�D�O�D�N�W�R�]�D�P�L�Q�����*�1���� �å�X�W�L�P���N�Y�D�G�U�D�W�R�P�� N-acetil 

�J�O�X�N�R�]�D�P�L�Q�� ���*�O�F�1�$�F�� �L�O�L�� �$���� �S�O�D�Y�L�P�� �N�Y�D�G�U�D�W�R�P�� �L�� �V�L�M�D�O�L�Q�V�N�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� ���6���� �O�M�X�E�L�þ�D�V�W�L�P��

rombom. Ovi simboli se koriste za predstavljanje monosaharida u lancu oligosaharida, 

�þ�L�P�H���V�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�H���E�U�]�D���Y�L�]�X�D�O�Q�D���L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���M�H�G�L�Q�L�F�D�� 

2. �2�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�D���Y�H�]�D�����*�O�L�N�R�]�L�G�Q�H���Y�H�]�H�����Y�H�]�H���L�]�P�H�ÿ�X���P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�D�����S�U�L�N�D�]�D�Q�H���V�X���O�L�Q�L�M�D�P�D��

koje povezuju simbole. Kut i duljina linija mogu ukazi�Y�D�W�L���Q�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���N�R�Q�I�L�J�X�U�D�F�L�M�H��

i vrste veza (npr. alfa ili beta veze).  

3. �.�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D�� �V�L�P�E�R�O�D���� �.�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�H�Q�L�� �V�X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�R�P�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

�V�L�P�E�R�O�D���� �N�R�M�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �N�D�N�R�� �V�X�� �S�R�M�H�G�L�Q�H�� �P�R�Q�R�V�D�K�D�U�L�G�Q�H�� �M�H�G�L�Q�L�F�H�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R��

povezane. 
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Slika 2. a) Shematski prikaz N-glikana. N-glikani dolaze u tri varijante: oligomanozni, hibridi 

i kompleksni. Svi eukariotski N-�J�O�L�N�D�Q�L�� �G�L�M�H�O�H�� �V�U�å�Q�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X���� �0�D�Q�.��-�����0�D�Q�.��-������ �0�D�Q����-

4Gl�F�1�D�F����-���*�O�F�1�D�F������-Asn-X-�6�H�U���7�K�U�����S�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���U�H�I�������������E�� Najzastupljenije 

strukture N-glikana na ljudskom IgG-u, c) Simboli prema Glycan Oxford nomenklaturi. 

(preuzeto iz ref. 15) 

2.3. Imunoglobulin A  
Jedan od pet glavnih imunoglobulina (Ig), imunoglobulin A (IgA), dominantno je 

�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �L�P�X�Q�L�W�H�W�D�� �L�� �N�O�M�X�þ�Q�R�� �M�H�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �K�R�Peostaze sluznice u gastrointestinalnom, 

respiratornom i genitourinarnom traktu.16 �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �M�H�� �G�U�X�J�L�� �Q�D�M�U�D�ã�L�U�H�Q�L�M�L�� �R�E�O�L�N��

imunoglobulina u tijelu, igra vitalnu funkciju u obrani od antigena.17 

IgA1 i IgA2, dvije su podklase �,�J�$���N�R�M�H���L�P�D�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���I�X�Q�N�F�L�M�H u tijelu. Svaka podklasa 

imunoglobulina sastoji se od dva ide�Q�W�L�þ�Q�D�� �W�H�ã�N�D�� �O�D�Q�F�D�� ���H�Q�J�O����Heavy Chain, HC) i dva 

�L�G�H�Q�W�L�þ�Q�D�� �O�D�N�D�� �O�D�Q�F�D�� ���H�Q�Jl. Light Chain���� �/�&������ �N�R�M�L�� �þ�L�Q�H�� �W�H�P�H�O�M�Q�X�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�X�� �M�H�G�L�Q�L�F�X��

�L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�D�����1�D���V�Y�D�N�R�P���W�H�ã�N�R�P���O�D�Q�F�X���]�J�O�R�E�Q�H���U�H�J�L�M�H�� �,�J�$����postoje dva N-glikozilacijska 

mjesta i nekoliko O-vezanih glikana. IgA2 nema O-�Y�H�]�D�Q�H�� �J�O�L�N�D�Q�H�� �L�� �V�D�G�U�å�L�� �N�U�D�ü�X�� �]�J�O�R�E�Q�X��

�U�H�J�L�M�X�� �V�� �þ�H�W�L�U�L��N- �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�V�N�D�� �P�M�H�V�W�D�� �S�R�� �W�H�ã�N�R�P�� �O�D�Q�F�X���� �'�R�N�� �V�H�� �,�J�$���� �X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �Q�D�O�D�]�L�� �X��

�G�H�E�H�O�R�P���F�U�L�M�H�Y�X�����,�J�$�����þ�L�Q�L���R�N�R�������������X�N�X�S�Q�R�J���,�J�$���L���S�U�L�V�X�W�D�Q���M�H���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D���V�O�X�]�Q�L�F�H����IgA 
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�M�H���S�U�L�V�X�W�D�Q���X���N�U�Y�L���S�O�D�]�P�L���X���P�D�Q�M�L�P���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���,�J�*�����þ�L�Q�H�ü�L���R�N�R������-15 % ukupnih 

serumskih imunoglobulina. Asialoglikoproteinski receptor odgovoran je za uklanjanje IgA iz 

krvotoka.18,19 

HC i LC IgA su savijeni u mnoge varijabilne (V) i konstantne (C) domene, od kojih je 

svaka kodirana razli�þ�L�W�L�P���H�J�]�R�Q�R�P�����V�O�L�þ�Q�R���G�U�X�J�L�P���L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Qima. �3�R�V�W�R�M�H���þ�H�W�L�U�L���G�R�P�H�Q�H���X��

�+�&�����9�+�����&�.�������&�.�����L���&�.�������S�R�þ�H�Y�ã�L���R�G��N-terminusa) i dvije u LC (VL i CL, od N-terminusa). 

Svaka domena se savija u usporedivu globularnu sekundarnu strukturu koja se naziva 

imunoglobulinski nabor. Svaka domena, koja se sastoji od dvij�H�� ��-plohe sastavljene od 

�D�Q�W�L�S�D�U�D�O�H�O�Q�L�K�� ��-�O�D�Q�D�F�D���� �R�E�L�þ�Q�R�� �V�H�� �S�U�R�W�H�å�H�� �R�N�R�� �������� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �R�N�R��

�V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�H�� �G�L�V�X�O�I�L�G�Q�H�� �Y�H�]�H���� �)�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�D���]�J�O�R�E�Q�D�� �U�H�J�L�M�D���� �N�R�M�D���M�H�� �G�X�å�D�� �X�� �O�M�X�G�V�N�R�P�� �,�J�$������ �D�O�L��

�U�D�ã�L�U�H�Q�L�M�D�� �X�� �O�M�X�G�V�N�R�P�� �,�J�$������ �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�R�P�H�Q�D���&�.���� �L�� �&�.���� �V�Y�D�N�R�J�� �+�&���� �2�G�V�X�W�Q�R�V�W��

�P�H�ÿ�X�O�D�Q�þ�D�Q�L�K�� �G�L�V�X�O�I�L�G�Q�L�K�� �P�R�V�W�R�Y�D�� �X�� �]�J�O�R�E�Q�R�M�� �U�H�J�L�M�L�� �,�J�$���� �]�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �,�J�*���� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R��

�G�R�S�X�ã�W�D���]�J�O�R�E�Q�L�P���V�H�N�Y�H�Q�F�D�P�D�����S�R�V�H�E�Q�R���G�X�å�L�P�D���,�J�$�������G�D���V�H���V�D�Y�L�M�D�M�X���Q�H�R�Y�L�V�Q�R���M�H�G�Q�D���R���G�U�X�J�R�M����

�0�H�ÿ�X�W�L�P�����W�R���L�K���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�å�H���X�þ�L�Q�L�W�L���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�L�M�L�Pa na proteolizu. Zglobna regija IgA1, koja je 

�E�R�J�D�W�D�� �S�U�R�O�L�Q�R�P���� �V�H�U�L�Q�R�P�� �L�� �W�U�H�R�Q�L�Q�R�P���� �V�D�G�U�å�L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �R�G�V�X�W�Q�D�� �X�� �,�J�$������

�2�Y�D�� �V�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �G�Y�D�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �R�G�� �S�R�� �R�V�D�P�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���� �Q�D�J�O�D�ã�D�Y�D�M�X�ü�L��

�V�W�U�X�N�W�X�U�Q�X���U�D�]�O�L�N�X���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�$�����L�� �,�J�$���� Za razliku od IgG, koji ima zglob kodiran posebnim 

�H�J�]�R�Q�R�P�� �L�O�L�� �H�J�]�R�Q�L�P�D���� �O�M�X�G�V�N�L�� �,�J�$�� �L�P�D�� �]�J�O�R�E�� �N�R�G�L�U�D�Q�� �V�H�N�Y�H�Q�F�R�P�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�R�P�� �Q�D�� ���
�� �N�U�D�M�X��

�H�J�]�R�Q�D�� �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�� �&�.���� �G�R�P�H�Q�X���� �6�O�L�þ�Q�R�� �G�U�X�J�L�P�� �,�J-ima, zglob cijeloj molekuli IgA daje 

�I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�R�V�W�����ã�W�R���M�H���E�L�W�Q�R���]�D���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�����5�H�S���R�G���������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���M�H���S�U�R�G�X�å�H�W�D�N���N�Rji se nalazi 

na C-kraju IgA HC.19 

Slika 3 �S�U�L�N�D�]�X�M�H���N�D�N�R���V�X���G�Y�D���+�&���L���G�Y�D���/�&���U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�D���X���G�Y�L�M�H���)�D�E���U�H�J�L�M�H�����R�G���N�R�M�L�K���V�Y�D�N�D��

�L�P�D���9�+�����&�.�������9�/���L���&�/���G�R�P�H�Q�H�����2�Y�H���)�D�E���U�H�J�L�M�H���Y�H�å�X���V�H���Q�D���D�Q�W�L�J�H�Q���L���S�R�Y�H�]�D�Q�H���V�X���V���M�H�G�Q�Rm Fc 

�U�H�J�L�M�R�P���� �N�R�M�D�� �L�P�D�� �G�Y�L�M�H�� �&�.���� �L�� �G�Y�L�M�H�� �&�.���� �G�R�P�H�Q�H���� �S�U�H�N�R�� �]�J�O�R�E�Q�H�� �U�H�J�L�M�H���� �'�L�V�X�O�I�L�G�Q�H�� �Y�H�]�H��

�L�]�P�H�ÿ�X�� �+�&�� �L�� �/�&�� �X�� �)�D�E�� �U�H�J�L�M�L�� �L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�D�� �+�&�� �Q�D�� �&�.���� �G�R�P�H�Q�D�P�D���� �N�D�R�� �L�� �E�O�L�V�N�R�� �X�S�D�U�L�Y�D�Q�M�H��

�V�X�S�U�R�W�Q�L�K���G�R�P�H�Q�D�����9�+���V���9�/�����&�.�����V���&�/���L���M�H�G�Q�D���&�.�����G�R�P�H�Q�D���V���G�U�X�J�R�P�����V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�M�X���Lnterakciju 

�P�H�ÿ�X���O�D�Q�F�L�P�D�����5�D�]�Q�H���Q�H�N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���Y�R�G�L�N�R�Y�H���Y�H�]�H���L���Y�D�Q���G�H�U���:�D�D�O�V�R�Y�H��

�V�L�O�H�����Q�H�R�S�K�R�G�Q�H���V�X���G�D���E�L���G�R�ã�O�R���G�R���W�D�N�Y�R�J���X�S�D�U�L�Y�D�Q�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���V�X�G�M�H�O�X�M�X�ü�L�K���G�R�P�H�Q�D��19 
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Slika 3. Monomerni, dimerni i sekretorni oblici IgA. Domene lakog la�Q�F�D���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���V�X���å�X�W�R�P��

bojom u IgA1 i IgA2, dok su �G�R�P�H�Q�H���W�H�ã�N�R�J���O�D�Q�F�D���S�U�L�N�D�]�D�Q�H��plavom bojom (IgA1) i crvenom 

bojom (IgA2). U monomernim verzijama IgA �&�.�����G�R�P�H�Q�D�����U�H�S�R�Y�L���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���S�U�R�G�X�å�H�F�L��

C-krajeva. Svijetlo plava boja predstavlja J lanac, koji se nalazi u sekretornom i dimernom 

IgA1. Domene sekretorne komponente, prisutne su u sekretornom IgA, prikazane su 

�Q�D�U�D�Q�þ�D�V�W�R�P���E�R�M�R�P�������S�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���U�H�I���������� 

Sekretorni IgA (engl. Secretory Immunoglobulin A, SIgA) je primarna obrana od infekcije, 

�L�]�O�X�þ�X�M�H���V�H���X���O�X�P�H�Q���N�D�N�R���E�L���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�R���X�O�D�]�D�N���D�Q�W�L�J�H�Q�D���X���F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X���L���V�X�E�P�X�N�R�]�X��19 SIgA se 

�Y�H�å�H�� �Q�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �U�H�F�H�S�W�R�U�H���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �J�D�O�H�N�W�L�Q-������ �U�H�F�H�S�W�R�U�� �]�D�� �W�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q���� �L�� �)�F�.�5�,���� �J�O�D�Y�Q�L��

receptor za imunitet sluznice.20 �)�F�.�5�,���� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�� �X�� �P�L�M�H�O�R�L�G�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��

�Q�H�X�W�U�R�I�L�O�L���� �P�D�N�U�R�I�D�J�L���� �H�R�]�L�Q�R�I�L�O�L�� �L�� �.�X�S�I�I�H�U�R�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �Y�H�å�H�� �P�R�Q�R�P�H�U�Q�L�� �,�J�$�� �V�� �Y�L�V�R�N�R�P��

�D�Y�L�G�Q�R�ã�ü�X�����2�Y�R���Y�H�]�D�Q�M�H���S�R�N�U�H�ü�H���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H���U�H�D�N�F�L�M�H���S�R�S�X�W���I�D�J�R�F�L�W�R�]�H�����V�W�D�Q�L�þ�Q�H���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L��

�R�Y�L�V�Q�H�� �R�� �D�Q�W�L�W�L�M�H�O�L�P�D���� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�D�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �L�� �S�Uezentacije antigena. Neutrofili u interakciji s 

�)�F�.�5�,�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�M�X�� �O�H�X�N�R�W�U�L�H�Q�� �%������ �S�R�W�L�þ�X�ü�L�� �P�L�J�U�D�F�L�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �6�,�J�$�� �Q�H�� �V�D�P�R�� �G�D�� �S�U�X�å�D��

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X���]�D�ã�W�L�W�X���� �Y�H�ü���W�D�N�R�ÿ�H�U���V�P�D�Q�M�X�M�H���X�S�D�O�X���� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�X���U�H�F�H�S�W�R�U�L�P�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���)�F�.�5�,����

DC-SIGN (engl. Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-

integrin; �'�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�D�� �6�W�D�Q�L�F�D-�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �5�H�F�H�S�W�R�U�� �]�D�� �+�Y�D�W�D�Q�M�H�� �0�R�O�H�N�X�O�H�� �$�G�K�H�]�L�M�H��

�0�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�H�������N�R�M�L���Q�L�M�H���,�Q�W�H�J�U�L�Q�V�N�L���3�R�Y�H�]�D�Q) i SIGNR1 (engl. Specific Intercellular adhesion 

molecule-3-Grabbing Non-integrin-Related 1; �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �5�H�F�H�S�W�R�U�� �]�D�� �+�Y�D�W�D�Q�M�H�� �0�R�O�H�N�X�O�H��

�$�G�K�H�]�L�M�H�� �0�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�H�� ���� �1�H�L�Q�W�H�J�U�L�Q�V�N�L�� �3�R�Y�H�]�D�Q�� ��). SIgA stupa u interakciju sa SIGNR1 na 

�G�H�Q�G�U�L�W�V�N�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�R�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X�� �W�R�O�H�U�D�Q�F�L�M�X�� �S�X�W�H�P�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�K�� �7��
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stanica. Interakcija monomernog �,�J�$�� �V�� �)�F�.�5�,�� �U�H�J�U�X�W�L�U�D enzim fosfatazu �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �6rc 

�K�R�P�R�O�R�ã�N�X���G�R�P�H�Q�X���������W�L�S������(engl. Src Homology Region 2 Domain-Containing Phosphatase-

1, SHP-1)���� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H�� �U�D�V�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �,�Q�K�L�E�L�W�R�U�L�� �)�F�.�5�,�� �W�H�V�W�L�U�D�M�X�� �V�H�� �Q�D�� �P�L�ã�M�L�P��

modelima za potencijalnu �W�H�U�D�S�L�M�X�� �]�D�� �D�O�H�U�J�L�M�H�� �L�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D����

�Q�D�J�O�D�ã�D�Y�D�M�X�ü�L���Y�D�å�Q�R�V�W���)�F�.�5�,���L���,�J�$���X���X�S�D�O�D�P�D���L���L�P�X�Q�L�W�H�W�X��16 

�0�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �V�H�� �R�G�Y�L�M�D�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �S�O�D�]�P�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �,�J�$�� �X�� �X�Q�X�W�D�U�Q�M�H�� �W�M�H�O�H�V�Q�H��

�W�H�N�X�ü�L�Q�H�� �N�D�R�� �L�� �Y�D�Q�M�V�N�H�� �L�]�O�X�þ�H�Y�L�Q�H���� �8�� �X�Q�X�W�D�U�Q�M�L�P�� �W�H�N�X�ü�L�Q�D�P�D poput plazme i cerebrospinalne 

�W�H�N�X�ü�L�Q�H�����R�V�W�D�M�H���X���P�R�Q�R�P�H�U�Q�R�P���V�W�D�Q�M�X�����.�D�G�D���M�H���U�L�M�H�þ���R���Y�D�Q�M�V�N�L�P���L�]�O�X�þ�H�Y�L�Q�D�P�D�����J�G�M�H���G�M�H�O�X�M�H���X��

�L�P�X�Q�L�W�H�W�X���V�O�X�]�Q�L�F�H�����X�J�O�D�Y�Q�R�P���V�H���L�]�O�X�þ�X�M�H���N�D�R���G�L�P�H�U���N�R�M�L���V�H���G�U�å�L���V�S�R�M�Q�L�P����engl. Joining Chain, 

�-���� �O�D�Q�F�H�P���� �0�R�Q�R�P�H�U�Q�L�� �,�J�$�� �L�]�O�X�þ�X�M�X�� �S�O�D�]ma stanice u mukoznom subepitelu, a zatim stvara 

�G�L�P�H�U�Q�L�� �,�J�$�� �N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�L�P�� �Y�H�]�D�Q�M�H�P�� �V�� �-�� �O�D�Q�F�L�P�D���� �.�D�N�R�� �E�L�� �X�ã�D�R�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�X�� �W�U�D�Q�V�F�L�W�R�]�R�P���� �R�Y�D�M��

dimerni IgA stupa u interakciju s polimernim imunoglobulinskim receptorom (engl. 

Polymeric Immunoglobulin Receptor, pIgR) �Q�D���E�D�]�R�O�D�W�H�U�D�O�Q�R�M���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���L�Q�W�H�V�W�L�Q�D�O�Q�L�K���H�S�L�W�H�O�Q�L�K��

stanica. �3�R�O�L�P�H�U�Q�L���,�J���U�H�F�H�S�W�R�U���N�R�M�L���M�H���M�R�ã���X�Y�L�M�H�N���Y�H�]�D�Q���]�D���,�J�$���P�L�M�H�ã�D���V�H���N�U�R�]���V�W�D�Q�L�F�X���S�U�L�M�H���Q�H�J�R��

�ã�W�R�� �V�H�� �U�D�]�E�L�M�H�� �Q�D�� �D�S�H�N�V�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�W�Y�R�U�L�O�D�� �V�H�N�U�H�W�R�U�Q�D�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�D. Stoga se 

sekretorni IgA, koji se sastoji od dimernog IgA, J lanca i sekretorne komponente izvedene iz 

p�,�J�5���� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�� �X�� �O�X�P�H�Q�� �V�O�X�]�Q�L�F�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�,�J�5��16 �2�Y�D�� �V�H�N�U�H�W�R�U�Q�D�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�D�� �S�R�P�D�å�H�� �,�J�$��

�D�Q�W�L�W�L�M�H�O�L�P�D�� �G�D�� �V�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�� �X�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�� �ã�W�L�W�H�ü�L�� �L�K�� �R�G�� �S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�H�� �G�H�V�W�U�X�N�F�L�M�H�� �L��

spr�M�H�þ�D�Y�D�M�X�ü�L�� �L�K�� �G�D�� �S�U�L�D�Q�M�D�M�X�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �H�S�L�W�H�O�D�� �O�X�P�H�Q�D���� �2�Y�D�M�� �6�,�J�$�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �X��

�Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�X���Y�L�U�X�V�D�����R�S�V�R�Q�L�]�L�U�D�Q�M�H���D�Q�W�L�J�H�Q�D���L���V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�H���S�U�L�D�Q�M�D�Q�M�D���L���S�U�R�G�L�U�D�Q�M�D���D�Q�W�L�J�H�Q�D��19 

Glikozilacija IgA, posebno N-glikozilacija, bitna je za njegovu funkciju i stabilnost u 

�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���L���S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����8���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���V�W�D�Q�M�L�P�D�����J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���,�J�$���L�J�U�D���N�O�M�X�þ�Q�X��

�X�O�R�J�X�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �F�M�H�O�R�Y�L�W�R�V�W�L���� �W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �L�� �R�W�S�R�U�Q�R�V�W�L�� �Q�D�� �S�U�R�W�H�R�O�L�]�X����

�.�U�L�W�L�þ�D�Q��je za pravilan rad SIgA�����N�R�M�L���M�H���J�O�D�Y�Q�L���L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q���X���P�X�N�R�]�Q�L�P���V�H�N�U�H�W�L�P�D���N�D�R���ã�W�R��

su slina, suze i crijevne �W�H�N�X�ü�L�Q�H���� �*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �S�R�P�D�å�H�� �6IgA u neutralizaciji patogena i 

�V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�X�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �S�U�L�D�Q�M�D�Q�M�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �V�O�X�]�Q�L�F�H���� �þ�L�P�H�� �L�J�U�D�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �L�Punitetu 

�V�O�X�]�Q�L�F�H���� �8�� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �R�E�U�D�V�F�L�P�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �,�J�$�� �P�R�J�X�� �X�W�M�H�F�D�W�L��

�Q�D�� �S�U�R�J�U�H�V�L�M�X�� �E�R�O�H�V�W�L�� �L�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H�� �R�G�J�R�Y�R�U�H���� �1�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �N�R�G�� �,�J�$�� �Q�H�I�U�R�S�D�W�L�M�H�� ���%�H�U�J�H�U�R�Y�D��

bolest), nenormalna glikozilacija IgA1, posebno smanjena galaktozilacija zglobne regije O-

�J�O�L�N�D�Q�D���� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �W�D�O�R�å�H�� �X�� �E�X�E�U�H�]�L�P�D���� �X�]�U�R�N�X�M�X�ü�L��

�X�S�D�O�X���L���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�����6�O�L�þ�Q�R�����S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�D���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���,�J�$���X�R�þ�H�Q�D���M�H���X���N�U�R�Q�L�þ�Q�L�P���L�Q�I�H�N�F�L�M�D�P�D���L��

�X�S�D�O�Q�L�P���E�R�O�H�V�W�L�P�D�����X�W�M�H�þ�X�ü�L���Q�D���Q�M�H�J�R�Y�H���]�D�ã�W�L�W�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���L���G�R�S�U�L�Q�R�V�H�ü�L���S�D�W�R�O�R�J�L�M�L���E�R�O�H�V�W�L�����6�Y�H���X��
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�V�Y�H�P�X���� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �,�J�$�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �M�H�� �]�D�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �Q�R�U�P�D�O�Q�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �X�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�M�� �R�E�U�D�Q�L���� �D��

�S�U�R�P�M�H�Q�H���X���W�R�P���S�U�R�F�H�V�X���P�R�J�X���L�P�D�W�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���L�P�S�O�L�N�D�F�L�M�H���Q�D���U�D�]�Y�R�M���L���Q�D�S�U�H�G�R�Y�D�Q�M�H���E�R�O�H�V�W�L��19 

2.4. Imunoglobulin G 
�8�U�R�ÿ�H�Q�L���L���V�W�H�þeni �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���V�X�V�W�D�Y���G�Y�D���V�X���S�U�L�P�D�U�Q�D���G�L�M�H�O�D���O�M�X�G�V�N�R�J���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D����

�.�D�R���R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���L�Q�Y�D�]�L�M�X���S�D�W�R�J�H�Q�D�����X�U�R�ÿ�H�Q�L���L�P�X�Q�L�W�H�W���Q�X�G�L���E�U�]�X�����Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�X���]�D�ã�W�L�W�X���L���S�R�N�U�H�ü�H��

adaptivni imunitet, sofisticiraniji obrambeni mehanizam. Bitna komponenta adaptivnog 

imu�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���N�R�M�L���V�H���U�D�]�Y�L�R���]�D���R�E�U�D�Q�X���O�M�X�G�L���R�G���L�Q�I�H�N�F�L�M�D���M�H���L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q���*���L�O�L���,�J�*. S 

�R�E�]�L�U�R�P���G�D���M�H���,�J�*���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R���X�N�O�M�X�þ�H�Q�R���X���E�U�R�M�Q�H���S�U�R�F�H�V�H���S�R�Y�H�]�D�Q�H���V���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P���V�X�V�W�D�Y�R�P����

�P�R�å�H�� �V�H�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�W�L�� �G�D�� �M�H�� �,�J�*�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �X�� �ã�L�U�R�N�� �U�D�V�S�R�Q�� �S�D�W�R�O�R�J�L�M�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �D�X�W�R�L�P�X�Q�H����

�X�S�D�O�Q�H���� �N�D�U�F�L�Q�R�P�V�N�H���� �N�D�U�G�L�R�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H�� �L�� �Q�H�X�U�R�G�H�J�H�Q�H�U�D�W�L�Y�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �Medan je od 

najzastupljenijih proteina u ljudskom serumu koji  �þ�L�Q�L���L�]�P�H�ÿ�X������ % i 20 % proteina plazme.5  

�*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �M�H�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�� �I�D�N�W�R�U�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�X, �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���� �S�R�O�X�å�L�Y�R�W���� �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �L��

aktivnost IgG. �,�J�*���J�O�L�N�D�Q�L���L�J�U�D�M�X���N�O�M�X�þ�Q�X���X�O�R�J�X���X���P�R�G�X�O�D�F�L�M�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���R�G�J�R�Y�R�U�D���G�M�H�O�X�M�X�ü�L��

�N�D�R�� �S�U�H�N�L�G�D�þ�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�R�X�S�D�O�Q�L�K�� �L�� �S�U�R�W�X�X�S�D�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�M�D�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �,�J�*���� �2�Y�D�M�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P��

�S�R�P�D�å�H�� �U�H�J�X�O�L�U�D�W�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D �Q�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�� �L�� �R�G�U�å�D�Y�D�W�L�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�X��

�L�]�P�H�ÿ�X�� �X�S�D�O�H�� �L�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H�� �W�R�O�H�U�D�Q�F�L�M�H�� �,�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�� �*�� �M�H�� �J�U�D�ÿ�H�Q�� �Q�D�� �V�O�M�H�G�H�ü�L�� �Q�D�þ�L�Q�� IgG 

antitijela su molekule u obliku slova Y sastavljene od dvije glavne regije: Fab regije i Fc 

regije�����'�Y�D���L�G�H�Q�W�L�þ�Q�D���W�H�ã�N�D���O�D�Q�F�D���L���G�Y�D���L�G�H�Q�W�L�þ�Q�D���O�D�N�D���O�D�Q�F�D�����V�Y�D�N�L���V���G�Y�L�M�H���M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�H���G�R�P�H�Q�H��

(varijabilna (V) i konstantna (C) domena), kombiniraju se da bi formirali strukturu IgG u 

�R�E�O�L�N�X�� �V�O�R�Y�D�� �Ä�<�³�� ���6�O�L�N�D�� ��). Postoje dvije domene u lakom lancu: konkretno, VL i CL, dok 

�þ�H�W�L�U�L���G�R�P�H�Q�H���þ�L�Q�H���W�H�ã�N�L���O�D�Q�D�F�����9�+�����&�+�������&�+�����L���&�+��.21,22 

 

Slika 4���� �2�V�Q�R�Y�Q�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �,�J�*���� �G�Y�D�� �W�H�ã�N�D�� �O�D�Q�F�D�� ���S�O�D�Y�R������ �G�Y�D�� �O�D�N�D�� �O�D�Q�F�D�� ���F�L�M�D�Q���� �L�� �P�M�H�V�W�R��N-

�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�����F�U�Y�H�Q�L���N�U�X�J�R�Y�L���������S�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���L�]���U�H�I���������� 
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Fab regija sastoji se od:22 

1. Varijabilno lagane (engl. Variable Light, VL) i �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�� �W�H�ã�N�H��(engl. Variable 

Heavy, VH) domene: 

�x VL domena: dio lakog lanca. 

�x VH domena: d�L�R���W�H�ã�N�R�J���O�D�Q�F�D�� 

�x �2�Y�H���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�H���G�R�P�H�Q�H���Q�D�O�D�]�H���V�H���Q�D���Y�U�K�R�Y�L�P�D���V�W�U�X�N�W�X�U�H���X���R�E�O�L�N�X���V�O�R�Y�D���<���L���N�O�M�X�þ�Q�H��

su za vezanje antigena. 

�x VL i VH domene zajedno tvore mjesto vezanja antigena, koje je vrlo varijabilno 

�N�D�N�R���E�L���V�H���R�P�R�J�X�ü�L�O�R���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�X���G�D���V�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���Y�H�å�H���Q�D���ã�L�U�R�N���U�D�V�S�R�Q���D�Q�W�L�J�H�Q�D�� 

2. Konstantno lake (engl. Constant Light, �&�/���� �L�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R�� �W�H�ã�N�H�� ���� ���H�Q�Jl. Constant 

Heavy 1, CH1) domene: 

�x CL domena: dio lakog lanca, uz VL domenu. 

�x CH1 domena: d�L�R���W�H�ã�N�R�J���O�D�Q�F�D�����X�]���9�+���G�R�P�H�Q�X�� 

�x �2�Y�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �S�U�X�å�D�M�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�X�� �S�R�W�S�R�U�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�L�P�� �G�R�P�H�Q�D�P�D�� �L��

�S�R�P�D�å�X���V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�W�L���P�M�H�V�W�D���Y�H�]�D�Q�M�D���D�Q�W�L�J�H�Q�D�� 

Fc regija:22 

1. CH2 i CH3 domene: 

�x Fc �U�H�J�L�M�D���R�E�X�K�Y�D�ü�D���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�H���U�H�J�L�M�H���W�H�ã�N�L�K���O�D�Q�D�F�D�����S�R�V�H�E�Q�R���&�+�����L���&�+�����G�R�P�H�Q�H�� 

�x CH2 domena: nalazi se odmah ispod zglobne regije (fleksibilni dio koji povezuje Fab i 

�)�F���U�H�J�L�M�H�������&�+�����G�R�P�H�Q�D���M�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q�D���X���Y�H�]�D�Q�M�H���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�H��komplementa. 

�x CH3 domena: nalazi se �Q�D�� �G�Q�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� �V�O�R�Y�D�� �<�� �L�� �L�J�U�D�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X��

�Y�H�]�D�Q�M�X���Q�D���)�F���U�H�F�H�S�W�R�U�H���Q�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� 

Funkcionalne uloge:22 

1. Fab regija (VL i VH domene): 

�x �3�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H���D�Q�W�L�J�H�Q�D�����9�/���L���9�+���G�R�P�H�Q�H���W�Y�R�U�H���S�D�U�D�W�R�S�H�����V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���G�L�R���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D���N�R�M�L��

�V�H���Y�H�å�H���Q�D��epitop antigena. 

�x �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �L�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���� �6�H�N�Y�H�Q�F�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �X�� �G�R�P�H�Q�D�P�D�� �9�/�� �L�� �9�+�� �X�Y�H�O�L�N�H��

�Y�D�U�L�U�D�M�X�� �P�H�ÿ�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �D�Q�W�L�W�L�M�H�O�L�P�D���� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�� �U�D�V�S�R�Q�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�D��

antigena. 

2. Fc regija (CH2 i CH3 domene): 
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�x Efektorske funkcije: CH2 i CH3 domene �S�R�V�U�H�G�X�M�X�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D�� �V�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�D�P�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �)�F�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L�� �Q�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P��

stanicama i proteini komplementa. 

�x �$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D���� �9�H�]�D�Q�M�H�� �]�D�� �)�F�� �U�H�F�H�S�W�R�U�H�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �S�R�S�X�W��

makrofaga, neutrofila i stanica prirodnih ubojica (engl. Natural Killer Cells, NK) 

�P�R�å�H���S�R�W�D�Nnuti fagocitozu, ADCC �L���G�U�X�J�H���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H���R�G�J�R�Y�R�U�H�� 

�x �$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D���� �&�+���� �G�R�P�H�Q�D�� �V�H�� �S�R�V�H�E�Q�R�� �P�R�å�H�� �Y�H�]�D�W�L�� �Q�D�� �&���T���� �S�U�Y�X��

�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�X�� �N�O�D�V�L�þ�Q�R�J�� �S�X�W�D�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D���� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D i 

�G�D�O�M�Q�M�L�K���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���R�G�J�R�Y�R�U�D�� 

�2�Y�H���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H���]�Q�D�þ�D�M�N�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�X���,�J�*���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�L�P�D���G�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R���L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�M�X���L���S�R�P�R�J�Q�X���X��

�H�O�L�P�L�Q�D�F�L�M�L���S�D�W�R�J�H�Q�D�����G�R�N���W�D�N�R�ÿ�H�U���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���L���N�R�R�U�G�L�Q�L�U�D�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J��

odgovora. 

IgG je podijeljen u mnoge potklase (IgG1-4 kod ljudi); usprkos tome, Fc fragmenti svih 

�S�R�G�N�O�D�V�D���L�P�D�M�X���M�H�G�Q�R���R�þ�X�Y�D�Q�R���P�M�H�V�W�R��N-glikozilacije (Asn297) u svakoj CH2 domeni. Dva N-

�J�O�L�N�D�Q�D�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�L�M�H�� �&�+���� �G�R�P�H�Q�H���� �S�R�N�D�]�X�M�X�ü�L�� �P�L�N�U�R�K�H�W�H�U�R�J�H�Q�R�V�W�� ���6�O�L�Na 5) 

zbog varijacija u �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �L�O�L�� �R�G�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �Q�H�U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�H�� �W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�H fukoze, galaktoze i/ili 

sijalinske kiseline.22 

 
Slika 5. Kristalna struktura ljudskog IgG1-�)�F�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D���� �â�D�U�H�Q�L�� �R�O�L�J�R�V�D�K�D�U�L�G�L�� �N�R�M�L�� �V�X��

�S�R�Y�H�]�D�Q�L���V���$�V�Q���������X���F�U�Y�H�Q�R�M�����0�D�Q�.��-�����D�Q�W�H�Q�D�������S�O�D�Y�R�M�����0�D�Q�.��-6 anten�D�����L���]�H�O�H�Q�R�M�����G�L�R���V�U�å�Q�H��

strukture  N-�J�O�L�N�D�Q�D�����E�R�M�L�����2�]�Q�D�N�H���L���]�Q�D�þ�H�Q�M�D����N-acetilglukozamin (GlcNAc); galaktoza (Gal); 

manoza (Man); fukoza (Fuc); i sijalinska kiselina (Sia). (preuzeto iz ref. 22) 
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N-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �,�J�*�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �)�F-posredovane efektor�V�N�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �X�W�M�H�þ�X�ü�L�� �Q�D��

�D�I�L�Q�L�W�H�W���]�D���&���T���L���)�F���5�V�����'�H�J�O�L�N�R�]�L�O�L�U�D�Q�L���,�J�*-�)�F���L�P�D���V�P�D�Q�M�H�Q�L���D�I�L�Q�L�W�H�W���Y�H�]�D�Q�M�D�����ã�W�R���M�H���S�R�Y�H�]�D�Q�R��

�V�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�L�P�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�P�D�� �X�� �&�+���� �G�R�P�H�Q�D�P�D���� �ã�W�R�� �M�H�� �G�R�N�D�]�D�Q�R�� �V�L�P�X�O�D�F�L�M�D�P�D��

�P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H���G�L�Q�D�P�L�N�H�����N�U�L�V�W�D�O�Q�L�P���V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D���L���G�U�X�J�L�P���E�L�R�I�L�]�L�þkim tehnikama. Te promjene 

�U�H�]�X�O�W�L�U�D�M�X�� �R�W�Y�R�U�H�Q�L�M�R�P�� �V�W�U�X�N�W�X�U�R�P���� �V�P�D�Q�M�X�M�X�ü�L�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �L�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �)�F�� �U�H�J�L�M�H����

�6�O�L�þ�Q�R����N-glikani na Asn 394 IgE-�)�F�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �V�X�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�J�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D��

potrebnog za interakcije receptora visokog afiniteta.22 

�*�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �,�J�*�� �Q�D�� �$�V�Q�� �������� �N�U�L�W�L�þ�Q�D�� �M�H�� �]�D�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �H�I�H�N�W�R�U�V�N�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H���� �X�W�M�H�þ�X�ü�L�� �Q�D��

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H���R�G�J�R�Y�R�U�H���L���S�R�G���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���L���S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����8���Q�R�U�P�D�O�Q�L�P���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P��

stanjima, N-glikozilacija na ovom mjestu osigurava pravilno savijanje i strukturnu stabilnost 

�P�R�O�H�N�X�O�H�� �,�J�*���� �3�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �,�J�*�� �]�D�� �)�F���� �U�H�F�H�S�W�R�U�H�� �Q�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L��

�&���T�����S�R�N�U�H�ü�X�ü�L���S�U�R�F�H�V�H���S�R�S�X�W��ADCC �L���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�����N�R�M�L���V�X���Y�L�W�D�O�Q�L���]�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X��

�R�E�U�D�Q�X�� �R�G�� �S�D�W�R�J�H�Q�D���� �8�� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �X�]�R�Ucima glikozilacije IgG 

�P�R�J�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���X�W�M�H�F�D�W�L�� �Q�D���Q�M�H�J�R�Y�X���I�X�Q�N�F�L�M�X���� �.�R�G���D�X�W�R�L�P�X�Q�L�K���E�R�O�H�V�W�L���N�D�R���ã�W�R���V�X���U�H�X�P�D�W�R�L�G�Q�L��

�D�U�W�U�L�W�L�V�� �L�� �V�L�V�W�H�P�V�N�L�� �H�U�L�W�H�P�D�W�R�]�Q�L�� �O�X�S�X�V�� �þ�H�V�W�R�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�R�U�D�V�W�D�� �D�J�D�O�D�N�W�R�]�L�O�L�U�D�Q�R�J�� �,�J�*�� ���E�H�]��

ostataka galaktoze). Ovaj oblik IgG je proupalni jer �V�H���O�D�N�ã�H���Y�H�å�H���Q�D���O�H�N�W�L�Q���N�R�M�L���Y�H�å�H���P�D�Q�R�]�X����

�D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�� �L�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�H�ü�L�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�M�� �X�S�D�O�L�� �L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�X�� �W�N�L�Y�D���� �1�D�V�X�S�U�R�W��

�W�R�P�H���� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�H�� �L�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�L�� �P�R�J�X�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H hipoglikoziliranog IgG, 

�N�R�M�L���P�R�å�H���L�P�D�W�L���V�P�D�Q�M�H�Q�H���H�I�H�N�W�R�U�V�N�H���I�X�Q�N�F�L�M�H�����X�J�U�R�å�D�Y�D�M�X�ü�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���R�G�J�R�Y�R�U�����'�R�G�D�W�Q�R�����X��

�N�U�R�Q�L�þ�Q�L�P�� �X�S�D�O�Q�L�P�� �V�W�D�Q�M�L�P�D���� �S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �P�R�å�H�� �P�R�G�X�O�L�U�D�W�L�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X��

�U�H�J�X�O�D�F�L�M�X���� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �X�W�M�H�þ�X�ü�L�� �Q�D�� �Q�D�S�U�H�G�R�Y�D�Q�M�H�� �L�� �R�]�E�L�O�M�Q�R�V�W�� �E�R�O�H�V�W�L��22 Sveukupno, status 

�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �,�J�*�� �N�O�M�X�þ�Q�D���M�H�� �R�G�U�H�G�Q�L�F�D�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H���� �X�W�M�H�þ�X�ü�L�� �L�� �Q�D�� �]�D�ã�W�L�W�Q�H�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H��

�R�G�J�R�Y�R�U�H�� �L�� �Q�D�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�H�� �S�U�R�F�H�V�H���� �5�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H�� �R�Y�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �P�R�å�H�� �S�U�X�å�L�W�L��

uvid u mehanizme bolesti i potencijalne terapijske ciljeve. 

2.5. �.�R�U�L�ã�W�H�Q�H���W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�H���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���1-glikoma 
HT glikomika se oslanja na brojne metode koje se primjenjuju za profiliranje glikana, 

�R�E�L�þ�Q�R�� �Q�D�� �U�D�]�L�Q�L�� �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�K glikana ili glikopeptida. T�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�H���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��t�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D��

kromatografija ultra visoke djelotvornosti s fluorescencijskom detekcijom (engl. Ultra high-

performance liquid chromatography with fluorescence detection, UHPLC-FLD) i t�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D��

kromatografija�±masena spektrometrija (engl. Liquid chromatography�±mass spectrometry, 

LC-MS)�����Q�X�G�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���S�U�H�G�Q�R�V�W�L���L���G�D�M�X���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�H���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�����'�R�N���S�U�L�S�U�H�P�H���X�]�R�U�D�N�D��
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�R�S�ü�H�Q�L�W�R��slijede �V�O�L�þ�Q�H�� �S�U�L�Q�F�L�S�H���� �V�Y�D�N�D�� �R�G�� �R�Y�L�K�� �W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�D�� �W�U�H�E�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�H��

�D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���S�R�V�W�D�Y�N�H���L���I�D�]�H���R�E�U�D�G�H���S�R�G�D�W�D�N�D���N�D�N�R���E�L���V�H���S�U�X�å�L�O�L���U�R�E�X�V�Q�L���L���S�R�X�]�G�D�Q�L���U�H�]�X�Otati.10 

2.5.1. �7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D 

�7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� ��engl. Liquid chromatography, �/�&���� �M�H�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D�� �W�H�K�Q�L�N�D�� �N�R�M�D��

�V�H�� �L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�R�� �N�R�U�L�V�W�L�� �X�� �U�D�]�Q�L�P�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�L�P�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �N�H�P�L�M�X���� �E�L�R�N�H�P�L�M�X����

�I�D�U�P�D�F�L�M�X�����]�Q�D�Q�R�V�W���R���R�N�R�O�L�ã�X���L�W�G�����7�R���M�H���V�Y�H�V�W�U�D�Q�D �P�H�W�R�G�D���R�G�Y�D�M�D�Q�M�D���N�R�M�D���R�P�R�J�X�ü�X�M�H���D�Q�D�O�L�]�X���L��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���V�O�R�å�H�Q�L�K���V�P�M�H�V�D���V���Y�L�V�R�N�R�P���S�U�H�F�L�]�Q�R�ã�ü�X���L���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�ã�ü�X�����2�Q�D���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���R�G�Y�D�M�D�Q�M�H��

komponenti unutar uzorka na temelju njihove interakcije sa stacionarnom i mobilnom fazom. 

�6�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�D���I�D�]�D�����R�E�L�þ�Q�R���S�D�N�L�U�D�Q�D���X���N�R�O�R�Q�X�����P�R�å�H���V�H���V�D�V�W�R�M�D�W�L���R�G���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���P�D�W�H�U�L�M�D�O�D���N�D�R���ã�W�R��

�V�X���V�L�O�L�F�L�M�����S�R�O�L�P�H�U�L���L�O�L���Y�H�]�D�Q�H���I�D�]�H���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���S�U�L�P�M�H�Q�D�P�D�����0�R�E�L�O�Q�D���I�D�]�D�����W�H�N�X�ü�H��

otapalo ili smjesa, nosi uzorak kroz kolonu. �-�H�G�Q�D�� �R�G�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �]�Q�D�þ�D�M�N�L�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H��

kromatografije �M�H�� �Q�M�H�]�L�Q�D�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�D�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�J��

afiniteta za stacionarnu i mobilnu fazu. Ovo odvajanje s�H�� �S�R�V�W�L�å�H�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�R�P�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�R�P 

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���D�G�V�R�U�S�F�L�M�X�����U�D�V�S�R�G�M�H�O�X�����L�R�Q�V�N�X���L�]�P�M�H�Q�X�����L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�M�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���D�I�L�Qiteta, 

ovisno o kor�L�ã�W�H�Q�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�P�� �Q�D�þ�L�Q�X�����7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �Q�X�G�L�� �ã�L�U�R�N�� �U�D�V�S�R�Q��

�Q�D�þ�L�Q�D���R�G�Y�D�M�D�Q�M�D���]�D���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�D�Y�D�Q�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���D�Q�D�O�L�W�L�P�D���L���S�U�L�P�M�H�Q�D�P�D�����7�R���X�N�O�M�X�þ�X�M�H��10 

1. Kromatografija reverzne faze (engl. Reverse Phase Chromatography, RPC): Kod RPC 

�V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�D�� �I�D�]�D�� �M�H�� �Q�H�S�R�O�D�U�Q�D���� �G�R�N�� �M�H�� �P�R�E�L�O�Q�D�� �I�D�]�D�� �S�R�O�D�U�Q�D���� �2�Y�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�H�� �ã�L�U�R�N�R��

�N�R�U�L�V�W�L���]�D���R�G�Y�D�M�D�Q�M�H���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���O�L�M�H�N�R�Y�L�����O�L�S�L�G�L���L���S�H�S�W�L�G�L�� 

2.  Kromatografija normalne faze (engl. Normal Phase Chromatography, NPC): NPC 

koristi polarn�X�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�X�� �I�D�]�X�� �L�� �Q�H�S�R�O�D�U�Q�X�� �P�R�E�L�O�Q�X�� �I�D�]�X���� �2�E�L�þ�Q�R�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D��

�R�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �S�R�O�D�U�Q�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �X�J�O�M�L�N�R�K�L�G�U�D�W�L���� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �L�� �S�U�L�U�R�G�Q�L��

proizvodi. 

3. Kromatografija ionske izmjene (engl. Ion-Exchange Chromatography, IEC): IEC 

odvaja analite na temelju njihovih interakcija naboja sa stacionarnom fazom, koja 

�V�D�G�U�å�L�� �Q�D�E�L�M�H�Q�H�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H���� �9�U�L�M�H�G�D�Q�� �M�H�� �]�D�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �L�R�Q�D���� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L��

nukleinskih kiselina. 

4. �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�M�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� ��engl. Size Exclusion Chromatography, SEC): 

SEC odvaja anali�W�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �L�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H�� �W�H�å�L�Q�H���� �9�H�ü�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H��

�H�O�X�L�U�D�M�X���E�U�å�H���M�H�U���V�X���L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�H���L�]���X�O�D�V�N�D���X���S�R�U�H���V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H���I�D�]�H�����G�R�N���V�H���P�D�Q�M�H���P�R�O�H�N�X�O�H��

�]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X���G�X�å�H�� 
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5. Afinitetna kromatografija: �2�Y�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �U�D�G�D�� �N�R�U�L�V�W�L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X��

liganda imobiliziranog na stacionarnoj fazi i ciljanog analita. Afinitetna 

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D���Q�D�ã�L�U�R�N�R���V�H���N�R�U�L�V�W�L���]�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���L�]�R�O�D�F�L�M�X���E�L�R�P�R�O�H�N�X�O�D�� 

�7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �P�R�å�H�� �V�H�� �V�S�R�M�L�W�L�� �V�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �W�H�K�Q�L�N�D�P�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�H�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X��

odvojenih k�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R-vidljivu (engl. Ultraviolet�±Visible, UV-

Vis) spektroskopiju, fluorescencijsku detekciju, masenu spektrometriju (engl. Mass 

spectrometry, MS) �L�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �L�Q�G�H�N�V�D�� �O�R�P�D���� �L�]�P�H�ÿ�X�� �R�V�W�D�O�R�J���� �2�Y�H�� �P�H�W�R�G�H�� �G�H�W�H�N�F�L�M�H��

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �L�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W���� �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�ü�L�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �L�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �V��

�Y�H�O�L�N�R�P�� �W�R�þ�Q�R�ã�ü�X�����8�]�� �V�Y�R�M�H�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �L�J�U�D�� �N�O�M�X�þ�Q�X��

ulogu u p�U�H�S�D�U�D�W�L�Y�Q�R�M�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�L���� �J�G�M�H�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �L�]�R�O�D�F�L�M�X�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �X��

�Y�H�O�L�N�L�P���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���]�D���G�D�O�M�Q�M�H���S�U�L�P�M�H�Q�H��10 

�3�R�V�W�R�M�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �+�7�� �P�H�W�R�G�D�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X��N-�J�O�L�N�D�Q�D���� �D�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L��HILIC-

UHPLC-FLR) (Slika 6). Dok su radni tijekovi pripreme glikana u 1970-ima i 1980-ima 

�R�E�L�þ�Q�R���]�D�K�W�L�M�H�Y�D�O�L���Y�H�O�L�N�H �N�R�O�L�þ�L�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�R�J���P�D�W�H�U�L�M�D�O�D�����G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R���Y�U�L�M�H�P�H���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X���X�]�R�U�N�D��

i dugotrajne analize, t�H�N�X�ü�D�� �N�U�R�P�D�W�R�Jrafija ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra-High-

Performance Liquid Chromatography, UHPLC) je postala jedna od najpouzdanijih HT 

�W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L�� �Q�D�S�U�H�W�N�X�� �X�� �S�U�L�P�M�H�Q�M�H�Q�R�M�� �N�H�P�L�M�L����

�P�L�Q�L�M�D�W�X�U�L�]�D�F�L�M�L�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�L�K�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �L�� �W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�L�� �N�R�O�R�Q�V�N�L�K�� �þ�H�V�W�L�F�D���� �8�+�3�/�&�� �M�H�� �S�U�H�I�H�U�L�U�D�Q�D��

�W�H�K�Q�L�N�D�� �]�D�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�R�]ilacije proteina s prethodno identificiranim glikanskim 

�V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D���� �8�+�3�/�&�� �V�H�� �P�R�å�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �V�� �G�U�X�J�L�P�� �W�H�K�Q�L�N�D�P�D���� �S�R�S�X�W�� �V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�H�� �P�D�V�D���� �]�D��

karakterizaciju jedinstvene strukture glikana i dobivanje daljnjih strukturnih informacija.23 
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Slika 6. Prikazan je kromatogram fluorescentno (2-aminobenzamid, 2-�$�%�����R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K��N-

glikana ukupnih serumskih proteina dobiven HILIC-UHPLC-FLR analizom. *Nekoliko 

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D�� �V�D�G�U�å�L�� �Y�L�ã�H �U�D�]�O�L�þ�L�Wih N-glikana; prikazana je najzastupljenija 

struktura.10 (preuzeto iz ref.10) 

Na slici 7 su prikazani kromatogrami koji pokazuju raspodjelu N-glikana na 

�L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�L�P�D�� �*�� ���,�J�*���� �L�� �$�� ���,�J�$������ �6�Y�D�N�L�� �S�L�N�� �Q�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�L�P�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H��

�J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H���� �N�R�M�H�� �V�X�� �Y�L�]�X�D�O�Q�R�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H�� �L�]�Q�D�G�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K��pikova. U IgG 

kromatogramu najistaknutiji su pikovi koji odgovaraju kompleksnim biantenarnim glikanima 

�V���L�O�L���E�H�]���I�X�N�R�]�H�����G�R�N���V�X���X���,�J�$���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X���G�R�G�D�W�Q�R���S�U�L�V�X�W�Q�L���S�R�Y�L�ã�H�Q�L���S�L�N�R�Y�L���N�R�M�L���R�G�J�R�Y�D�Uaju 

�V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D���V���Y�L�ã�H���V�L�M�D�O�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����2�Y�D���D�Q�D�O�L�]�D���S�R�P�D�å�H���X �U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���R�E�U�D�]�D�F�D��

�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�*���L���,�J�$��24 

HILIC-UPLC-FLR kromatogrami prikazuju raspodjelu N-glikana na imunoglobulinima G 

���,�J�*���� �L�� �$�� ���,�J�$������ �L�V�W�L�þ�X�ü�L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�U�L�V�X�W�Q�H�� �Q�D�� �R�Y�L�P�� �Y�D�å�Q�L�P��

komponentama imun�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�L�V�W�H�P�D���� �8�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�� �,�J�*-�D���� �S�U�L�P�M�H�ü�X�M�X�� �V�H�� �S�L�N�R�Y�L�� �N�R�M�L��

�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �R�V�Q�R�Y�Q�H�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H���� �S�R�S�X�W�� �*���)���� �N�R�M�L�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �D�J�D�O�D�N�W�R�V�L�O�L�U�D�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q��

�E�H�]���J�D�O�D�N�W�R�]�H�����D�O�L���V���S�U�L�V�X�W�Q�R�P���I�X�N�R�]�R�P�����2�Y�D���V�W�U�X�N�W�X�U�D���M�H���þ�H�V�W�R���S�R�Y�H�]�D�Q�D���V���S�U�R�L�Q�I�O�D�P�D�W�R�U�Q�L�P��

aktivnos�W�L�P�D�� �L�� �P�R�å�H�� �X�N�D�]�L�Y�D�W�L�� �Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L���� �S�R�S�X�W�� �D�X�W�R�L�P�X�Q�L�K�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D���� �'�U�X�J�L��

�S�L�N�R�Y�L�����N�D�R���ã�W�R���V�X���*���)���L���*���)�����S�U�L�N�D�]�X�M�X���J�O�L�N�D�Q�H���V�D���M�H�G�Q�L�P���L�O�L���G�Y�D���R�V�W�D�W�N�D���J�D�O�D�N�W�R�]�H���L���I�X�N�R�]�H����

�2�Y�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �L�J�U�D�M�X�� �N�O�M�X�þ�Q�H�� �X�O�R�J�H�� �X�� �P�R�G�X�O�L�U�D�Q�M�X�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K�� �R�G�J�R�Y�R�U�D���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �S�R�Y�H�ü�Dna 

�J�D�O�D�N�W�R�]�D�F�L�M�D�� �þ�H�V�W�R�� �L�P�D�� �D�Q�W�L�L�Q�I�O�D�P�D�W�R�U�Q�H�� �H�I�H�N�W�H���� �S�R�P�D�å�X�ü�L�� �X�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�L�� �X�S�D�O�Q�L�K�� �S�U�R�F�H�V�D����

Prisutnost sijaliliziranih glikana, poput G1FS i G2FS, ukazuje na dodatnu modifikaciju koja 

�P�R�å�H���S�U�R�G�X�å�L�W�L���S�R�O�X�å�L�Y�R�W���,�J�*���X���F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�L���L���S�R�E�R�O�M�ã�D�W�L���Q�M�H�J�R�Y�H���D�Q�W�L�Lnflamatorne osobine.24,25 
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�6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�L�� �,�J�$�� �S�U�L�N�D�]�X�M�X�� �Y�H�ü�X�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D����

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �P�R�Q�R�I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�H���� �E�L�V�L�D�O�L�O�L�U�D�Q�H�� �L�� �W�U�L�V�L�D�O�L�O�L�U�D�Q�H�� �J�O�L�N�D�Q�H���� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �M�H�G�Q�X���� �G�Y�L�M�H�� �L�O�L��

tri molekule sijalinske kiseline. Ovi pikovi su �N�O�M�X�þ�Q�L�� �]�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �,�J�$���� �S�R�V�H�E�Q�R�� �X��

�N�R�Q�W�H�N�V�W�X�� �P�X�N�R�]�Q�R�J�� �L�P�X�Q�L�W�H�W�D���� �1�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �Y�L�ã�H�V�Lj�D�O�L�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �R�Q�L��

�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�H�Q�L���S�L�N�R�P���$�������S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�R�V�W���L���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���,�J�$�����þ�L�P�H���V�H���S�R�E�R�O�M�ã�D�Y�D���Q�M�H�J�R�Y�D��

sposobnost vezivanja za receptor�H�� �Q�D�� �P�X�N�R�]�Q�L�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D�� �L�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �S�D�W�R�J�H�Q�D����

�)�X�N�R�]�L�O�L�U�D�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L���X���,�J�$�����S�U�L�N�D�]�D�Q�L���S�L�N�R�Y�L�P�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���$���)���L���$���)�����R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H��

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L�P�D�� �Q�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �ã�W�R�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �P�R�G�X�O�L�U�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L��

odgovor na mukoznim barijerama.24,25 

 

Slika 9. Reprezentativni HILIC-UPLC-FLR kromatogrami N-glikana a) imunoglobulina A i b) 

imunoglobulina G���� �V�� �J�U�D�I�L�þ�N�L�P�� �S�U�L�N�D�]�R�P�� �Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�H�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �N�R�M�D odgovara 

svakom glikanskom piku (GP).24 

Uporedna analiza kromatograma �L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�D�� �*�� ���,�J�*���� �L�� �$�� ���,�J�$���� �R�W�N�U�L�Y�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H��

�U�D�]�O�L�N�H���X���Q�M�L�K�R�Y�L�P���J�O�L�N�D�Q�V�N�L�P���V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D�����ã�W�R���R�G�U�D�å�D�Y�D���Q�M�L�K�R�Y�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���E�L�R�O�R�ã�N�H���X�O�R�J�H��25 

1. �5�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�����,�J�$���S�R�N�D�]�X�M�H���Y�H�ü�X���U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���X���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�L���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���,�J�*����

�V���L�]�U�D�å�H�Q�R�P���S�U�L�V�X�W�Q�R�ã�ü�X �V�L�D�O�L�O�L�]�D�F�L�M�H���L���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H�����2�Y�D���U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���,�J�$-u da 

�H�I�L�N�D�V�Q�R�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�ã�H�� �Q�D�� �P�X�N�R�]�Q�L�P�� �P�H�P�E�U�D�Q�D�P�D���� �J�G�H�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�D�Q�� �]�D�� �]�D�ã�W�L�W�X�� �V�O�X�]�R�N�R�å�H����

�9�L�V�R�N�D�� �V�L�D�O�L�O�L�]�D�F�L�M�D�� �L�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D�� �X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D�� �,�J�$�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�� �P�X�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�D�Y�D�Q�M�H��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���S�R�W�U�H�E�D�P�D���Q�D���P�X�N�R�]�Q�L�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D�����ã�W�L�W�H�ü�L���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���R�G���S�D�W�R�J�H�Q�D���Q�D���R�Y�L�P��

�N�O�M�X�þ�Q�L�P�� �P�H�V�W�L�P�D�� �,�J�*���� �V�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�ã�H�� �P�D�Q�M�D�� �U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K��
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struktura, s dominacijom biantennarnih, fukoziliranih glikana. Ove strukture su uglavnom 

odgovorne za modulaciju s�L�V�W�H�P�V�N�R�J�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D���� �S�R�V�H�E�Q�R�� �X�� �X�S�D�O�Q�L�P��

procesima. Iako je IgG manje raznolik u glikozilaciji, njegove glikanske strukture 

optimizovane su za cirkulaciju i odbranu od patogena u krvi. 

2. Sialilizacija: �,�J�$���V�D�G�U�å�L���Y�L�ã�H���V�L�D�O�L�O�L�]�L�U�D�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D�����ã�W�R���P�X���G�D�M�H���V�Q�D�å�Q�D���D�Q�W�L�X�S�D�O�Q�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D��

�L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���W�H�O�H�V�Q�L�P���W�H�þ�Q�R�V�W�L�P�D�����N�D�R���ã�W�R���V�X���V�O�X�]���L���V�H�N�U�H�W�Q�H���W�H�þ�Q�R�V�W�L��

�Q�D�� �P�X�N�R�]�Q�L�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D���� �9�L�V�R�N�D�� �V�L�D�O�L�O�L�]�D�F�L�M�D�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �]�D�� �]�D�ã�W�L�W�Q�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �,�J�$�� �M�H�U��

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �E�R�O�M�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�� �S�D�W�R�J�H�Q�L�P�D�� �L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L�P�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J��

�V�L�V�W�H�P�D���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�L�� �H�I�L�N�D�V�Q�R�V�W�L�� �X�� �]�D�ã�W�L�W�L�� �P�X�N�R�]�Q�L�K�� �E�D�U�L�M�H�U�D�� Nasuprot tome, IgG 

�L�P�D���Q�L�å�L���Q�L�Y�R���V�L�D�O�L�O�L�]�D�F�L�M�H�����ã�W�R���V�H���R�G�U�D�å�D�Y�D���Q�D���Q�M�H�J�R�Y�H���X�O�R�J�H���X���S�U�R�]�D�S�D�O�Q�L�P���L���D�Q�W�L�X�S�D�O�Q�L�P��

procesima. Sialilizacija kod IgG-a ima manji uticaj na stabilnost molekula u krvi, ali ipak 

�P�R�å�H���L�J�U�D�W�L���X�O�R�J�X���X���P�R�G�X�O�D�F�L�M�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���R�G�J�R�Y�R�U�D�����S�R�V�H�E�Q�R���N�R�G���X�S�D�O�Q�L�K���E�R�O�H�V�W�L�� 

3. Fukozilizacija: �L�]�U�D�å�H�Q�L�M�D��je �N�R�G���,�J�$�����ã�W�R���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���V���U�H�F�H�S�W�R�U�L�P�D��

�Q�D���ü�H�O�L�M�D�P�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�L�V�W�H�P�D�����S�R�V�H�E�Q�R���X���P�X�N�R�]�Q�L�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D���J�G�H���M�H���,�J�$���D�N�W�L�Y�D�Q����

�)�X�N�R�]�L�O�L�U�D�Q�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �X�� �,�J�$�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �V�X�� �]�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �Q�D�� �P�X�N�R�]�Q�H�� �U�H�F�H�S�W�R�U�H�� �L�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X��

�O�R�N�D�O�Q�R�J�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� Kod IgG-�D���� �I�X�N�R�]�L�O�L�]�D�F�L�M�D�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�D���� �D�O�L�� �X�� �Q�L�å�L�P��

�Q�L�Y�R�L�P�D���X���S�R�U�H�ÿ�H�Q�M�X���V�� �,�J�$���� �,�D�N�R���Q�L�M�H���W�R�O�L�N�R���L�]�U�D�å�H�Q�D�����I�X�N�R�]�L�O�L�]�D�F�L�M�D���X���,�J�*-�X���M�H���Y�D�å�Q�D���]�D��

�I�X�Q�N�F�L�M�H���X���V�L�V�W�H�P�V�N�R�P���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P���R�G�J�R�Y�R�U�X�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���P�R�G�X�O�D�F�L�M�X���X�S�D�O�Q�L�K���U�H�D�N�F�L�M�D�� 

4. Fosforilacija: �L�J�U�D���Y�D�å�Q�X���X�O�R�J�X���X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�L�� �,�J�$-�D���� �ã�W�R���M�H���N�O�M�X�þ�Q�R���]�D���Q�M�H�J�R�Y�X���I�X�Q�N�F�L�M�X����

�S�R�V�H�E�Q�R�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�L�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K�� �R�Ggovora na mukoznim membranama. Ova 

�P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�L�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�V�W�L�� �,�J�$���� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�ü�L�� �H�I�L�N�D�V�Q�L�M�H��

�R�E�D�Y�O�M�D�Q�M�H�� �X�O�R�J�D�� �X�� �]�D�ã�W�L�W�L�� �V�O�X�]�R�N�R�å�H�� �1�D�V�X�S�U�R�W�� �W�R�P�H���� �,�J�*�� �Q�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q���� �ã�W�R��

�]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D�� �Q�H�� �L�J�U�D�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �Q�Megovim funkcijama. Glikozilacija IgG-a 

�Y�L�ã�H�� �V�H�� �I�R�N�X�V�L�U�D�� �Q�D�� �V�L�D�O�L�O�L�]�D�F�L�M�X�� �L�� �I�X�N�R�]�L�O�L�]�D�F�L�M�X���� �N�R�M�H�� �V�X�� �N�O�M�X�þ�Q�H�� �]�D�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �V�L�V�W�H�P�V�N�H��

�I�X�Q�N�F�L�M�H���X���N�U�Y�R�W�R�N�X���L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P���R�G�J�R�Y�R�U�X�� 

�6�Y�H���X���V�Y�H�P�X���� �,�J�$���L���,�J�*���S�R�V�M�H�G�X�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���J�O�L�N�D�Q�V�N�H���S�U�R�I�L�O�H���N�R�M�L���V�X���S�U�H�F�L�]�Q�R���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�L��

�Q�M�L�K�R�Y�L�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �X�O�R�J�D�P�D�� �X�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X���� �,�J�$�� �M�H�� �R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�� �]�D�� �P�X�N�R�]�Q�X�� �L�P�X�Q�R�V�W�� �N�U�R�]��

raznoliku i sialiliziranu glikozilaciju, dok IgG, s manje raznolikom glikozilacijom, igra 

�N�O�M�X�þ�Q�X���X�O�R�J�X���X���V�L�V�W�H�P�V�N�R�M���F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�L���L���R�G�J�R�Y�R�U�X���Q�D���X�S�D�O�Q�H���S�U�R�F�H�V�H��25 
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2.5.2. Priprema uzorka 

�%�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���8�+�3�/�&���þ�H�V�W�R���N�R�U�L�V�W�L���]�D���D�Q�D�O�L�]�X���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�K��glikana, glikani se prvo moraju 

�R�V�O�R�E�R�G�L�W�L�� �R�G�� �V�Y�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J�� �Q�R�V�D�þ�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �P�R�J�O�L�� �R�G�Y�R�M�L�W�L�� �L�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L���� �(�Q�]�L�P�� �N�R�M�L�� �V�H��

�Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �X�� �+�7�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �M�H endoglikozodaza peptidna-N-glikozidaza F (eng. 

Peptide-N-glycosidase F, PNGaza F). �2�E�L�þ�Q�R���V�H���N�R�U�L�V�W�L���]�D���L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�H���H�Q�]�L�P�V�N�H���G�H�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H��

�X�]�R�U�D�N�D���� �)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �R�W�S�X�ã�W�H�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D���� �S�U�R�F�H�V�� �þ�L�ã�ü�H�Q�M�D�� �L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�D��

�D�Q�D�O�L�]�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���V�H���þ�H�V�W�R���N�R�U�L�V�W�H���X���S�U�L�S�U�H�P�L���X�]�R�U�D�N�D�����7�U�H�E�D���Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L da, iako se PNGaza F 

�þ�H�V�W�R�� �N�R�U�L�V�W�L�� �X�� �D�Q�D�O�L�]�L�� �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Qih N-�J�O�L�N�D�Q�D���� �þ�L�Q�L�� �V�H�� �G�D���M�H�� �P�D�Q�M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�D�� �X�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�X 

�Y�U�O�R���V�N�U�D�ü�H�Q�L�K��N-glikana koji su, na primjer, uglavnom sastavljeni od kitobioze ili jednog N-

acetilglukozamina. �3�R�Y�U�H�P�H�Q�R���� �N�R�U�D�N�� �þ�L�ã�ü�H�Q�M�D�� �G�R�G�D�M�H�� �V�H�� �Q�D�N�R�Q�� �G�H�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��

pov�H�ü�D�O�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���U�H�D�N�F�L�M�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J���R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D��26 

�2�G�� �Q�D�M�U�D�Q�L�M�L�K�� �+�7�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�K�� �Q�D�� �U�D�]�L�Q�L�� �R�G�� �W�L�V�X�ü�X�� �X�]�R�U�D�N�D����2-aminobenzamid 

(engl. 2-aminobenzamide, 2-AB) �M�H���E�L�R���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L���P�D�U�N�H�U���N�R�M�L���V�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���N�R�U�L�V�W�L�R�����1�L�M�H���J�D��

lako ionizirati, �ã�W�R�� �R�W�H�å�D�Y�D�� �X�S�R�W�U�H�E�X�� �]�D�� �0�6�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�X���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K N-�J�O�L�N�D�Q�D�� �þ�D�N�� �L�� �D�N�R��

proizvodi jake fluorescentne signale. Prokainomid A ili 4-amino-N-[2-(dietilamino)etil] 

benzamid (engl. Prokainamide A, ProA), 6-aminokinolil-N-hidroksisukcinimidil karbamat 

(AQC) i RapiFluor-MS reagens za oznaku glikana (engl. RapiFluor-MS Glycan Labeling 

Reagent, RapiFluo*r-MS) (Slika 8�����V�X���P�H�ÿ�X���R�V�W�D�O�L�P���R�]�Q�D�N�D�P�D���N�R�M�H���V�H���X���]�D�G�Q�M�H���Y�U�L�M�H�P�H���V�Y�H��

�þ�H�ã�ü�H���N�R�U�L�V�W�H��27-30 �2�Y�H���R�]�Q�D�N�H���S�R�N�D�]�X�M�X���H�N�Y�L�Y�D�O�H�Q�W�Q�X���L�O�L���S�R�M�D�þ�D�Q�X���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�X���X���X�V�S�R�U�H�G�Ei s 

2-�$�%���� �N�D�R�� �L�� �L�R�Q�L�]�D�F�L�M�X�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �3�U�R�$�� �L�� �5�D�S�L�)�O�X�R�U-�0�6�� �]�E�R�J�� �X�Y�R�ÿ�H�Q�M�D�� �Q�D�E�L�M�H�Q�H�� �R�]�Q�D�N�H��

tercijarnog amina.31,32  

�8�S�R�W�U�H�E�D���N�H�P�L�N�D�O�L�M�D���]�D���E�U�]�R���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H���N�D�R���ã�W�R���V�X���$�4�&����instant antitijelo (engl. Instant 

Antibody, InstantAB), instant peptidno hvatanje (engl. Instant Peptide Capture, InstantPC) i 

RapiFluor-MS (Slika 8) �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �M�H�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�O�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �R�S�L�V�D�Q�H�� �W�H�K�Q�L�N�H���� �2�Y�H�� �V�X��

�N�H�P�L�N�D�O�L�M�H���G�U�D�V�W�L�þ�Q�R���V�P�D�Q�M�L�O�H���Y�U�L�M�H�P�H���U�H�D�N�F�L�M�H���Q�D���V�D�P�R�������P�L�Q�X�W�D�����ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���E�U�å�L�K���S�U�R�F�H�V�D��

�D�Q�D�O�L�]�H�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����Y�D�å�Q�R���M�H���Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L���G�D���W�H�K�Q�L�N�H���E�U�]�R�J���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�D���P�R�J�X���L�P�D�W�L���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D��

�X���S�R�J�O�H�G�X���S�R�þ�H�W�Q�L�K���Y�R�O�X�P�H�Q�D���X�]�R�U�N�D���N�R�M�L���V�H���P�R�J�X���R�E�U�D�G�L�W�L�����E�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���þ�H�V�W�R���S�R�W�U�H�E�D�Q���Y�H�O�L�N�L��

�Y�L�ã�D�N�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �]�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�V�L�J�X�U�D�O�R�� �G�D�� �V�X�� �V�Y�H�� �D�P�L�Q�V�N�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �X�� �X�]�R�U�N�X��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��N- glikozilamini, proteinski amini i drugi slobodni amini). 

�.�D�N�R���E�L���V�H���U�L�M�H�ã�L�R���R�Y�D�M���S�U�R�E�O�H�P�����U�D�]�O�L�þ�L�W�H���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�H���V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H���I�D�]�H�����N�D�R���ã�W�R���V�X��hidrofilni filtri 

�X���R�E�O�L�N�X���S�O�R�þ�L�F�D �V���������M�D�å�L�F�D���L���X�O�R�ã�F�L���L�O�L���S�O�R�þ�H���Q�D���E�D�]�L���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�L�K���N�X�J�O�L�F�D31,33, �R�E�L�þ�Q�R���V�H���N�R�U�L�V�W�H��

�X�� �S�U�R�F�H�V�X�� �þ�L�ã�ü�H�Q�M�D�� �S�R�P�R�ü�X���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H kromatografije s hidrofilnim interakcijama - 
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�H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�D�� �Q�D�� �þ�Y�U�V�W�R�M�� �I�D�]�L��(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography - Solid Phase 

Extraction, HILIC-SPE). Ove stacionarne faze pokazale su uspjeh u u�N�O�D�Q�M�D�Q�M�X�� �Y�L�ã�N�D��

�U�H�D�J�H�Q�V�D�� �L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�]�� �U�D�Q�L�M�L�K�� �I�D�]�D�� �S�U�L�S�U�H�P�H�� �X�]�R�U�N�D���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �S�R�E�R�O�M�ã�D�Y�D�� �X�N�X�S�Q�D�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�D�� �L��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �2�V�L�P�� �W�R�J�D���� �P�D�J�Q�H�W�V�N�H�� �Q�D�Q�R�þ�H�V�W�L�F�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �V�H�� �P�R�J�X�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �N�D�R��

�V�W�U�D�W�H�J�L�M�D���þ�L�ã�ü�H�Q�M�D��32,33 

 
Slika 8�����6�W�U�X�N�W�X�U�Q�L���S�U�L�N�D�]���þ�H�V�W�R���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���R�]�Q�D�N�D���N�R�M�H �V�H���P�R�J�X���S�U�L�þ�Y�U�V�W�L�W�L���Q�D���U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�L���N�U�D�M��

glikana. �2�]�Q�D�N�H���V�X���V�O�L�M�H�G�H�ü�H����2-aminobenzojeva kiselina (2-AA), 2-aminobenzamid (2-AB) i 

2-piridin-aldehid (2-PA), 8-aminopirensko-1,3,6-trisulfonska kiselina (APTS), 8-

aminonaftalenski-1,3,6-trisulfonska kiselina (ANTS). (preuzeto iz ref.10) 

2.5.3. Obrada i mjerenje podataka 

�)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L���þ�H�V�W�R���V�H���L�V�S�L�W�X�M�X���X���+�7���P�R�G�X���S�R�P�R�ü�X���/�&-a temeljenog na 

HILIC-�X�� �]�E�R�J�� �Q�M�H�J�R�Y�L�K�� �L�]�Q�L�P�Q�L�K�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�D�� �S�R�O�D�U�Q�L�K�� �L�� �K�L�Grofilnih analita u 

vodeno-�R�U�J�D�Q�V�N�R�M���P�R�E�L�O�Q�R�M���I�D�]�L�����2�Y�L�V�Q�R���R���Q�D�E�R�M�X�����Y�H�O�L�þ�L�Q�L���L���Y�H�]�D�P�D���Y�U�V�W�H��N-glikana, linearni 

�J�U�D�G�L�M�H�Q�W�� �V�� �U�D�V�W�X�ü�L�P��udjelom od 50 ili 100 mmol dm-3 amonijevog formijata u acetonitrilu 

�R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�H���� �ý�H�V�W�L�F�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �������±1,���� ���P�� �X�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�P�� �R�V�W�D�F�L�P�D�� �Q�D��

�E�D�]�L���D�P�L�G�D���V�O�X�å�H���N�D�R���W�H�P�H�O�M���]�D���N�H�P�L�M�X���N�R�O�R�Q�H�����1�D�S�U�H�G�D�N���X���S�U�L�S�U�H�P�L���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���N�X�ü�L�ã�W�D kolone 

�G�R�Y�H�R�� �M�H�� �G�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �L�� �P�H�W�D�O�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �N�R�O�R�Q�H�� Ovo je 

�S�R�E�R�O�M�ã�D�O�R���R�E�O�L�N���L ponovljivost pikova, posebno za vrste koje su sialinizirane. �1�D�N�R�Q���U�X�þ�Q�H���L�O�L��

�D�X�W�R�P�D�W�L�]�L�U�D�Q�H�� �L�Q�W�H�J�U�D�F�L�M�H���� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �R�E�L�þ�Q�R�� �V�H�� �H�N�V�W�U�D�K�L�U�D�M�X�� �N�D�R�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�V�W�R�W�Q�H��
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�S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �X�N�X�S�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H����Na kraju se odvija �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D�� �D�Q�D�O�L�]�D��i 

ispravak serije.10 

2.5.4. Identifikacija glikana 

�3�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�P�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D�� �U�D�]�G�Y�R�M�H�Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X�� �+�,�/�,�&-UHPLC-FLR 

dodjeljuju se vrijednosti glukoznim jedinicama (engl. Glucose Units, GU) na temelju 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �O�M�H�V�W�Y�L�F�H�� �G�H�N�V�W�U�D�Q�D�� �N�D�R�� �Y�D�Q�M�V�N�R�J�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�D���� �N�R�M�L�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D��

preliminarnu identifikaciju glikanskih struktura���� �9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �*�8�� �R�E�L�þ�Q�R�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �N�D�R��

referentne vrijednosti u bazama podataka jer su stabilnije od vremena �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D��

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D na koloni, koje �M�H�� �S�R�G�O�R�å�Q�R�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�P�D�� �X�V�O�L�M�H�G�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�Wih 

UHPLC instumenata i kromatografskih uvjeta tijekom analize. Danas postoji velik broj baza 

podataka UHPLC gli�N�D�Q�D�� �V�� �*�8�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D�� �N�R�M�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U �V�D�G�U�å�H�� �L�� �S�R�G�D�W�N�H�� �L�]�� ��-AB 

�R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K glikana. Sekvenciranje egzoglikozidazama ���S�R�G�U�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Qjem 

�H�Q�]�L�P�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �]�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �Y�U�V�W�H�� �]�D�Y�U�ã�Q�L�K�� �P�R�Q�R�P�H�U�D�� �ã�H�ü�H�U�D���� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R��kao 

�G�R�S�X�Q�V�N�D���V�W�U�D�W�H�J�L�M�D���]�D���R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K���H�O�H�P�H�Q�D�W�D���R�S�D�å�H�Q�L�K���Q�D���J�O�L�N�D�Q�L�P�D��

�N�R�M�L���V�H���H�O�X�L�U�D�M�X���X���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�P���Nromatografskim pikovima (Slika 9).34,35 

 
Slika 9. Prikaz egzoglikozidazne digestije 2-�$�%���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K��N-glikana �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�K���V���O�M�X�G�V�N�R�J��

transferina (Tf). (i) �1�H�U�D�]�J�U�D�ÿ�H�Q�L�� �X�]�R�U�D�N. (ii) Neuraminidaza S (Streptococcus pneumoniae 

�.2�±3). (iii) SIA (neuraminidaza A) Arthrobacter ureafaciens �.��-3,6,8,9. (iv) Streptococcus 
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pneumoniae ����-4 galaktozidaza S (GAL) + SIA. (v) Streptococcus pneumoniae ��-N-

acetilglukozaminidaza S (GlcNAc) + GAL + SIA. (vi) GlcNAc + Gal + SIA + fukozidaza O 

(FUC) iz bakterije Omnitrophica bacterium �.��-2,4,6.10 

�9�D�å�Q�R�� �M�H�� �]�D�S�D�Ptiti da sekvenciranje egzoglikozidazama zahtijeva MS karakterizaciju, 

�N�R�M�D�� �V�H�� �P�R�å�H�� �R�E�D�Y�L�W�L�� �R�Q�O�L�Q�H�� �V�S�D�M�D�Q�M�H�P�� �8�+�3�/�&�� �V�W�U�R�M�D�� �Q�D�� �0�6�� �G�H�W�H�N�W�R�U���� �L�O�L��off-line nakon 

�S�U�L�N�X�S�O�M�D�Q�M�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�K�� �S�L�N�R�Y�D���� �7�U�H�E�D�� �Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L�� �G�D�� �ü�H�� �S�R�V�W�D�Y�N�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D��

egzoglikozidazama �P�R�å�G�D�� �W�U�H�E�D�W�L�� �S�U�L�O�D�J�R�G�L�W�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�O�L�� �G�R�V�O�M�H�G�Q�L��rezultati, ovisno o 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�M�� �R�]�Q�D�F�L�� �N�R�M�D�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�X�� �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�R�J�� �J�O�L�N�D�Q�D�� Ovaj je pristup 

�Y�U�O�R�� �S�R�å�H�O�M�D�Q�� �]�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�X�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �M�H�U���� �]�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �V�S�D�M�D�Q�M�D kabilarne 

elektroforeze (engl. Capillary Electrophoresis, CE) na MS, puferi koji se koriste za odvajanje 

�K�L�G�U�R�I�L�O�Q�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�V�N�H�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H (engl. Hydrophilic Interaction Liquid 

Chromatography, HILIC) kompatibilni su s tehnikama ionizacije �0�6���� �D�� �Q�H�G�D�Y�Q�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H�� �R�]�Q�D�N�H�� �L�P�D�M�X�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�H�� �]�D�� �R�O�D�N�ã�D�Y�D�Q�M�H�� �L�R�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �L��

analize ultra-�Y�L�V�R�N�R�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�H�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H s masenom spektrometrijom (engl. 

Ultra-High-Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, UHPLC-MS).10 

2.6. Upotreba HT-�J�O�L�N�R�P�L�N�H���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D 

2.6.1. HT-�J�O�L�N�R�P�L�N�D���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�J�L�M�H 

�3�X�þ�L�ü���L���V�X�U�������������������S�U�R�Y�H�O�L���V�X���S�U�Y�X���R�S�V�H�å�Q�X���S�R�S�X�O�D�F�L�M�V�N�X���D�Q�D�O�L�]�X���,�J�*��N-�J�O�L�N�R�P�D���N�R�U�L�V�W�H�ü�L��

tehniku visoke propusnosti (HT). Odvojili su IgG iz 2298 uzoraka plazme26 i upotrijebili 

PNGazu F za uklanjanje N-�J�O�L�N�D�Q�D���S�R�Y�H�]�D�Q�L�K���V���,�J�*�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���X�V�O�L�M�H�G�L�O�R���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H����-

AB. Njihovi su nalazi otkrili da je gotovo 96 % neutralnih IgG glikana fukozilirano u jezgri. 

IgG N-glikani pokazali su manju sijalilaciju u usporedbi s drugim glavnim glikoproteinima 

�S�O�D�]�P�H���� �V�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �� % glikanskih struktura koje su disijalirane (A2G2S2). Dodatno, 20 % 

neutralnih IgG glikana bilo je digalaktozilirano, dok su monogalaktozilirane i �.-

�J�D�O�D�N�W�R�]�L�O�L�U�D�Q�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���þ�L�Q�L�O�H���S�R��40 %. U prosjeku, 18 �����Q�H�X�W�U�D�O�Q�L�K���J�O�L�N�D�Q�D���V�D�G�U�å�D�Y�D�O�R���M�H��N-

acetilglukozamin, podijeljen u dva dijela.27 

2.6.2. HT-�J�O�L�N�R�P�L�N�D���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���J�H�Q�H�W�L�N�H 

Lauc i sur. (2010) proveli su prvu studiju asocijacije na cijelom genomu  (engl. Genome-

wide association study, GWAS) o N-�J�O�L�N�R�P�L�P�D���� �R�W�N�U�L�Y�D�M�X�ü�L�� �S�R�Y�H�]�Q�L�F�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�L�K��

genetskih varijanti i glikozilacije vezane na protein N�����1�M�L�K�R�Y�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���Q�D�������������R�V�R�E�D���L�]��

�â�N�R�W�V�N�H�� �L�� �+�U�Y�D�W�V�N�H�� �L�V�W�D�N�Q�X�O�R�� �M�H�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D�� �J�H�Q�D��FUT6, FUT8 i HNF1A na razine N-
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glikana u pl�D�]�P�L���� �1�D�N�Q�D�G�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�D�� �V�X�� �X�O�R�J�X HNF1A �N�D�R�� �N�O�M�X�þ�Q�R�J�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�D��

fukozilacije proteina plazme.29 

�*�R�G�L�Q�H�� ������������ �/�D�X�F�� �L�� �V�X�U���� �S�U�R�ã�L�U�L�O�L�� �V�X�� �V�Y�R�M�� �*�:�$�6�� �N�D�N�R�� �E�L�� �L�V�W�U�D�å�L�O�L�� �J�H�Q�H�W�V�N�H�� �O�R�N�X�V�H��

povezane s IgG N-glikozilacijom u istim populacijama, identificir�D�M�X�ü�L���G�H�Y�H�W���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���O�R�N�X�V�D��

�]�D�� �F�L�M�H�O�L�� �J�H�Q�R�P���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �J�H�Q�H�� �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�M�X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�H�� �L�� �G�U�X�J�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�H�� �V��

autoimunim i upalnim stanjima.36 

�1�D�M�Y�H�ü�X�� �*�:�$�6�� �D�Q�D�O�L�]�X��N-�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �,�J�*�� �G�R�� �V�D�G�D�� �R�E�M�D�Y�L�O�L�� �V�X�� ������������ �.�O�D�U�L�ü�� �L�� �V�X�U����

�$�Q�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L�� ������������ �X�]�R�U�D�N�D���� �L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�O�L�� �V�X�� ������ �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �O�R�N�X�V�D�� �]�D�� �F�L�M�H�O�L�� �J�H�Q�R�P�� �L�� �ã�H�V�W��

�V�X�J�H�V�W�L�Y�Q�L�K���O�R�N�X�V�D�����X�G�Y�R�V�W�U�X�þ�L�Y�ã�L���E�U�R�M���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P���V�W�X�G�L�M�D�P�D�����2�Y�D���V�W�X�G�L�M�D���R�W�N�U�L�O�D��

�M�H�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�H�S�U�H�S�R�]�Q�D�W�H�� �O�R�N�X�V�H�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�X�� �,�J�*���� �Q�D�J�O�D�ã�D�Y�D�M�X�ü�L�� �V�O�R�å�H�Q�R�V�W��

�P�U�H�å�H��glikozilacije.37,38 

2.6.3. HT-�J�O�L�N�R�P�L�N�D���X���N�O�L�Q�L�þ�N�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D 

Gudelj i sur. koristili su HILIC-UHPLC-FLD za procjenu karakteristika IgG N-glikana 

kod 179 osoba kojima je dijagnosticiran reumatoidni artritis (engl. Rheumatoid arthritis, RA) 

unutar jednog dese�W�O�M�H�ü�D���� �6�X�S�U�R�W�Q�R�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P�� �Q�D�O�D�]�L�P�D���� �R�Y�D�� �V�W�X�G�L�M�D�� �Q�L�M�H�� �X�V�S�R�V�W�D�Y�L�O�D��

�N�R�U�H�O�D�F�L�M�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �V�L�M�D�O�L�O�D�F�L�M�H�� �L�� �J�D�O�D�N�W�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V�� �5�$���� �ã�W�R�� �V�X�J�H�U�L�U�D�� �G�D�� �E�L��

smanjena galaktozilacija mogla biti faktor rizika koji pridonosi razvoju bolesti.39 

�7�U�E�R�M�H�Y�L�ü-�$�N�P�D�þ�L�ü�� �L�� �V�X�U���� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �V�D�V�W�D�Y�X�� �,�J�*��N-�J�O�L�N�R�P�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

�E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �&�U�R�K�Q�R�Y�R�P�� �E�R�O�H�ã�ü�X�� ��engl. �&�U�R�K�Q�¶�V�� �G�L�V�H�D�V�H, CD) i ulceroznim kolitisom (engl. 

Ulcerative colitis, �8�&���� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�P�D���� �.�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �+�,�/�,�&-UHPLC-FLD, analizirali 

su IgG N-glikom u 320 kontrola, 287 bolesnika s CD-om i 507 pacijenata s UC-om. Dok je 

�V�L�M�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �,�J�*�� �E�L�O�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �&�'-om, i bolesnici s UC i CD-om 

�S�R�N�D�]�D�O�L���V�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���J�D�O�D�N�W�R�]�L�O�D�F�L�M�H���,�J�*��40 

  



�†����. Uvod 26 

Cristina Maligec Diplomski rad 

3. MATERIJALI I METODE  

1.1. Materijali  

1.1.1. Materijali  u radu 

Tablica 1. Prikaz popisa upotrjebljenog materijala u radu. 

Materijali  �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�L 

1 mL AcroPrep wwPTFE 
���������—�P���I�L�O�W�H�U���S�O�R�þ�L�F�H 

Pall Corporation, SAD 

1 mL AcroPrep wwPTFE 
�������������P���I�L�O�W�H�U���S�O�R�þ�L�F�H 

Pall Corporation, SAD 

Armadillo PCR Plate, 96-well, PCR �S�O�R�þ�L�F�H Thermo Scientific, SAD 

�3�O�R�þ�L�F�D���P�R�Q�R�O�L�W�D���V���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���* 
���&�,�0�Š���U-Protein G LLD 0.2 mL Monolithic 

96-well Plate, 2 �—�P���F�K�D�Q�Q�H�O�V�� 

BIA Separations (dio Sartoriusa, SAD), 

Slovenija 

�3�O�R�þ�L�F�H���]�D���V�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H�����]�D�S�U�H�P�L�Q�D�������L 
2 mL (engl. 96-well collection plates) 

Waters, SAD 

CaptureSelectTM IgA afinitetna zrnca Thermo Scientific, SAD 

Filteri za pufere 
���1�D�O�J�H�Q�H�Œ���5�D�S�L�G-�)�O�R�Z�Œ���������������P�� 

Thermo Scientific, SAD 

LTS tipsevi za pipete 
(Rainin Instrument) 

Mettler Toledo, SAD 

Aluminijska termalna ljepljiva folija Porvair Sciences, SAD 

Samoljepljiva folija �/�/�*���/�D�E�Z�D�Q�H�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

Mikrotubice (1,5-5 mL) �/�/�*���/�D�E�Z�D�Q�H�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

Tube za centrifugiranje (15-50 mL) �/�/�*���/�D�E�Z�D�Q�H�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

Kromatografska kolona Acquity UPLC BEH 

Glycan �������—�P���������[�������P�P 

Waters, SAD 

1.1.2. Enzimi i kemikalije 

�7�D�E�O�L�F�D���������3�U�L�N�D�]���S�R�S�L�V�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���H�Q�]�L�P�D���L���N�H�P�L�N�D�O�L�M�D���X���U�D�G�X�� 

Enzim �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 
�3�1�*�D�]�D���)�����������8���—�/-1) Promega, SAD 

  

Kemikalije  �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 
Natrijev klorid Alkaloid, Sjeverna Makedonija 
Kalijev klorid Sigma, SAD 
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�$�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�����$�&�1�������+�3�/�&���U�D�]�L�Q�D���þ�L�V�W�R�ü�H CARLO ERBA Reagents, Italija 
Dimetilsulfoksid (DMSO) Sigma-Aldrich, SAD 

�.�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D������������ �+�R�Q�H�\�Z�H�O�O���)�O�X�N�D�����â�Y�L�F�D�U�V�N�D 
2-pikolin boran Aldrich, SAD 

Propan-2-ol CARLO ERBA Reagents, Italija 
�,�J�H�S�D�O�Š���&�$�������� Sigma-Aldrich, SAD 

Amonijev bikarbonat Sigma-Aldrich, SAD 
Ledena octena kiselina Lab Expert, UK 

Natrijev hidroksid �0�H�U�F�N�����1�M�H�P�D�þ�N�D 
SDS (natrijev dodecil sulfat) Carl Roth GmbH + Co.�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�)�R�U�P�L�þ�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D �0�H�U�F�N�����1�M�H�P�D�þ�N�D 
TRIS pufer AppliChem GmbH�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�0�L�O�O�L�4���Y�R�G�D���5��� �������������Ÿ �0�H�U�F�K�����1�M�H�P�D�þ�N�D 
Etanol 99,8 % CARLO ERBA Reagents, Italija 
Prokainamid Acros Organics B.V.B.A., SAD 

1.1.3. Instrumenti i dodatni pribor 

Tablica 3. Prikaz popisa upotrjebljenih instrumenata i dodatnog pribora u radu. 

Instrument i dodatni pribor  �3�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ 
�$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���Y�D�J�D�����(�[�S�O�R�U�H�U�Š�� OHAUS, SAD 

�7�H�K�Q�L�þ�N�D���Y�D�J�D Mettler Toledo, SAD 
�0�D�J�Q�H�W�V�N�D���P�L�M�H�ã�D�O�L�F�D �,�.�$���5�7�&���E�D�V�L�F�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

pH metar Seven Compact, Five Easy Mettler Toledo, SAD 
Vodikova elektroda Mettler Toledo, SAD 

Milli -�4�Š���7�\�S�H�������8�O�W�U�D�S�X�U�H���:�D�W�H�U���6�\�V�W�H�P�V 
���X�U�H�ÿ�D�M���]�D���X�O�W�U�D-�þ�L�V�W�X���Y�R�G�X�� 

�0�H�U�F�K�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

Pipete-Lite XLS  
(automatske mikropipete, jednokanalne i 

multikanalne) 

Rainin (Mettler Toledo), 
SAD 

SpeedVac Concentrator SC210A  (vakuumski 
koncentrator) 

Thermo  Scientific, SAD 

Vacuum manifold  
(�Y�D�N�X�X�P�V�N�R���R�G�V�L�V�D�Y�D�Q�M�H���S�O�R�þ�L�F�D)  

Pall Corporation, SAD 

Vakumska pumpa Pall Corporation, SAD 
Centrifuga  Eppendorf, SAD 

Inkubator (DNI-�������������ƒ���&���� MRC, Izrael 
�3�H�ü�Qica (DNO-�������������ƒ���&���� MRC, Izrael 

Tresilica  �*�)�/�����1�M�H�P�D�þ�N�D 
Termo siler MicroTS, UK 

NanoDrop 8000 Spectrophotometer Thermo Scientific, SAD 
ACQUITY Premier System 

UPLC H-Class Plus  
(�W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�L���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I���X�O�W�U�D�Y�L�V�R�N�H��

djelotvornosti)  

Waters, SAD 

 

1.1.4. Priprema pufera i otopina 

Tablica 4. Priprema otopina i pufera za daljnju upotrebu u analizi IgG i IgA. 

Otopine Priprema 
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10x fosfatno-�S�X�I�H�U�L�U�D�Q�D���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�D���R�W�R�S�L�Qa 

(PBS), pH=6,6, neutralizacijski pufer 

Naziv soli c (mmolL -1) �������J���/-1) 
KCl 2,65 1,976 

KH2HO4 2,18  2,964 
NA2HO4 9,74  13,832 

NaCl 137,94  80,028 
 

Priprema 1 L pufera: Soli se otope u 800 mL 
�X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H���Y�R�G�H�����0�M�H�U�L���V�H���S�+���R�W�R�S�L�Q�H���L���V���S�R�P�R�ü�X��
1 mol dm-3 NaOH prilagodi do 6,6. Otopinu se 
�Q�D�G�R�S�X�Q�L�� �V�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�R�P�� �Y�R�G�R�P�� �G�R�� ���� �/�� �L�� �]�D�W�L�P��
profiltrira kroz Buchnerov lijevak. Otopina se 
pohranjuje na sobnu temperaturu.  

10x PBS�����S�+� �����������Y�H�]�X�M�X�ü�L���S�X�I�H�U  
1x PBS 0,25 mol dm-3 NaCl, pH=7,4, pufer za 

ispiranje 
Priprema 1 L pufera: Otopina 10x PBS 
razrijedi se u omjeru u 1:10 (v/v). U 100 mL 10x 
�3�%�6���S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���G�R�G�D�W�L���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�X vodu do 0,9 L. 
Zatim prilagoditi pH do 7,4 s 1 mol dm-3 NaOH. 
Otopina se pohranjuje na �����ƒ�&. 

0,1 mol dm-3 �I�R�U�P�L�þ�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�����S�+� ����������
elucijski pufer 

Priprema 500 mL pufera: Dodati 1,89 mL 
pufera �X�����������P�/���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H���Y�R�G�H�����=�D�W�L�P��izmjeriti 
pH otopine i nado�S�X�Q�L�W�L���V���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�R�P���Y�R�G�R�P���G�R��
finalnog volumena od 500 mL. Otopina se 
pohranjuje �Q�D�������ƒ�&�� 

1 mol dm-3 amonijev bikarbonat, neutralizacija 
eluata 

Priprema 250 mL pufera: Dodati 19,77 g 
pufera �X�� �������� �P�/�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H vode. Otopinu nije 
potrebno filtrirati niti izmjeriti pH vrijednost. 
Otopina se pohranjuje �Q�D�������ƒ�&�� 

20 % EtOH u 20 mmol dm-3 2-amino-2-
(hidroksimetil)propan-1,3-diol (TRIS)  

(Mr = 121, 14 g mol-1) + 0,1 mol dm-3 NaCl, 
�S�+� �����������S�X�I�H�U���]�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H 

Naziv soli i 
baze 

c (mmol L -1) �������J���/-1) 

NaCl 137,94  80,028 
TRIS  

 
0,02 2,42 

 

Priprema 1 L pufera: Potrebno je otopiti soli u 
�������� �P�/�� �H�W�D�Q�R�O�D���� �'�R�G�D�W�L�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�X�� �Y�R�G�X�� �G�R�� ��������
mL i prilagoditi pH od ���� ������ �G�R�� �������� �S�R�P�R�ü�X�� ����
mol dm-3 �+�&�O�����1�D�G�R�S�X�Q�L�W�L���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�R�P vodom do 
finalnog volumna od 1 L. Otopina se zatim 
profiltrira i pohranjuje na �����ƒ�&�� 

0,1 mol dm-3 NaOH Priprema 500 mL otopine: Potrebno je otopiti 
�����J���1�D�2�+���X�����������P�/���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H���Y�R�G�H�����2�W�R�S�L�Q�D���V�H��
zatim profiltrira i pohranjuje na sobnu 
temperaturu. 

30 % (v/v) propan-2-ol Priprema 500 mL otopine: �3�R�P�L�M�H�ã�D�W�L�����������P�/��
2-�S�U�R�S�D�Q�R�O�D�� �L�� �������� �P�/�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H���� �2�W�R�S�L�Q�D��
se zatim profiltrira i pohranjuje na �����ƒ�&�� 

1,33 % natrijev dodekan-1-sulfonat (SDS)  Priprema 100 mL otopine: Otopiti 1,33 g SDS-
a u 100 mL ult�U�D�þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H����Potrebno je 
�S�R�K�U�D�Q�L�W�L���R�W�R�S�L�Q�X���Q�D�������ƒ�&�� 

4 % 2-[2-[4-(2,4-dimetilheptan-3-
il)fenoksi]etoksi]etanol (Igepal) 

Priprema 50 mL otopine: Dodati  2 mL 
Igepal�D���X�����������P�/���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H���Y�R�G�H�����2�W�R�S�L�Q�X���G�R�E�U�R��
�S�U�R�P�L�M�H�ã�D�W�L���L���S�R�K�U�D�Q�L�W�L���Q�D�������ƒ�&�� 

5x PBS Priprema 500 mL pufera: Otopina 10x PBS 
razrijedi se u omjeru u 1:2 (v/v). U 250 mL 10x 
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PBS potrebno �M�H�� �G�R�G�D�W�L�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�X�� �Y�R�G�X�� �G�R�� ������ 
mL. Zatim prilagoditi pH do 7,4 s 1 NaOH mol 
dm-3�����3�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���S�R�K�U�D�Q�L�W�L���R�W�R�S�L�Q�X���Q�D�������ƒ�&�� 

70 % etanol Priprema 50 mL otopine: �3�R�P�L�M�H�ã�D�W�L�� ������ �P�/��
�H�W�D�Q�R�O�D�� �L�� ������ �P�/�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H���� �� �8�Y�L�M�H�N�� �M�H��
�S�R�W�U�H�E�Q�R���S�U�L�S�U�H�P�L�W�L���V�Y�M�H�å�X���R�W�R�S�L�Q�X���� 

1.1.5. Ispitanici i uzrokovanje 

�8���R�Y�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���X�]�R�U�F�L���O�M�X�G�V�N�H���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���V�N�D�O�X�S�O�M�H�Q�L�����X���R�å�X�M�N�X��������������

u Genosu. Za �S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�D�� �M�H�� �H�W�L�þ�N�D�� �G�R�S�X�V�Q�L�F�D EP-1/2020 �(�W�L�þ�N�R�J��

povjerenstva Genos d.o.o. �6�Y�L�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L�� �V�X�� �E�L�O�L�� �X�S�R�]�Q�D�W�L�� �V�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P��te su potpisali 

informirani pristanak. 

�8���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���M�H���V�X�G�M�H�O�R�Y�D�O�R�������P�X�ã�N�D�U�F�D���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���V�W�D�U�R�V�W�L��36,67 godina u rasponu od 25 

do 47 �J�R�G�L�Q�D�� �W�H�� ���� �å�H�Q�D�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �V�W�D�U�R�V�W�L�� ����,80 godina u rasponu od 25 do 47 godina. 

Ispitanici su izjavili da u trenutku uzorkovanja nisu bili akutno bolesni. 

1.2. Metode 

1.2.1. �,�]�R�O�D�F�L�M�D���,�J�*���L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�W�H�L�Q���*�����S�O�R�þ�L�F�H 

1.2.1.1. Priprema uzoraka plazme i plazme standarda 

�3�U�R�W�H�L�Q���*���S�O�R�þ�L�F�D���L���R�W�R�S�L�Q�H���S�X�I�H�U�D���V�W�D�Y�H���V�H���Q�D���V�R�E�Q�X���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X���S�R�O�D���V�D�W�D�����8�]�R�U�N�H���S�O�D�]�P�H��

potrebno je staviti da se odmrznu te zatim vorteksiraju i centrifugiraju �N�D�N�R�� �E�L�� �G�R�ã�O�R�� �G�R��

�R�G�Y�D�M�D�Q�M�D���O�L�S�L�G�D���L���W�R���Q�D�������P�L�Q�X�W�H���Q�D�������������J���S�R�P�R�ü�X���(�S�S�H�Q�G�R�U�I���0�L�Q�L�6pin Centrifuge, rotor F-

45-12-11 (13 400 okretaja/min). �5�D�Q�G�R�P�L�]�D�F�L�M�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� �S�U�R�Y�R�G�L�� �V�H�� �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�L�P�� �R�G�D�E�L�U�R�P��

�M�D�å�L�F�D�� �X�� �N�R�M�H�� �V�H�� �G�R�G�D�M�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�� �X�]�R�U�F�L�� �S�O�D�]�P�H�� �L�� �V�O�L�M�H�S�D�� �S�U�R�E�D���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �P�L�Q�L�P�L�]�L�U�D�� �X�W�M�H�F�D�M��

sistematskih varijacija i osigurava nepristrana distribucija uzoraka za daljnju analizu. U 

�Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R��odabrane �M�D�å�L�F�H���S�O�R�þ�L�F�H za sakupljanje nanosi se 25 ���/���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�J���X�]�R�U�N�D���S�O�D�]�P�H��

i 25 ���/�����[���3�%�6���N�R�M�L���V�O�X�å�L���N�D�R���V�O�L�M�H�S�D���S�U�R�E�D�����=�D�W�L�P���V�H���U�D�]�U�L�M�H�G�H���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�������������/�����[���3�%�6��u 

omjeru 1:7 (v/v)�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H���S�D�å�Ojivo prenose na 1 mL AcroPrep ww�3�7�)�(���������������P���I�L�O�W�H�U��

�S�O�R�þ�L�F�X�� �3�O�D�]�P�D���V�H���]�D�W�L�P���I�L�O�W�U�L�U�D���L���V�D�N�X�S�O�M�D���X���þ�L�V�W�L�������P�/���S�O�R�þ�L�F�X���]�D��sakupljanje �N�R�U�L�V�W�H�ü�L �X�U�H�ÿ�D�M��

�]�D���I�L�O�W�U�D�F�L�M�X���S�R�P�R�ü�X���Y�D�N�X�X�P�D. �3�O�R�þ�L�F�D���]�D���V�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���R�V�W�D�Y�O�M�D���V�H���Q�D���W�U�H�V�L�O�L�F�L���V�Y�H���G�R�N���X�]�R�U�F�L���Q�H��

budu spremn�L���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�H���L���I�L�O�W�U�L�U�D�Q�H���S�O�D�]�P�H���Q�D���S�O�R�þ�L�F�X s monolitom �R�E�O�R�å�H�Qim 

proteinom G. 

1.2.1.2. Pre-�N�R�Q�G�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�H���3�U�R�W�H�L�Q���*���S�O�R�þ�L�F�H 

�3�U�R�W�H�L�Q�� �*�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �V�H�� �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�� �X�� �� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �Q�D�Y�U�D�W�D���� �D�� �� �N�D�G�D�� �V�H�� �Q�H�� �X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D��

�S�R�K�U�D�Q�M�X�M�H�� �V�H�� �X�� �K�O�D�G�Q�M�D�N�� �Q�D�� ���� �ƒ�&���� �ý�X�Y�D�� �V�H�� �X�� �S�X�I�H�U�X�� �]�D�� �V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H�� �������� ���� ���Y���Y���� �H�W�D�Q�R�O�� �X�� ������
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mmol dm-3 TRIS i 1 mol dm-3 �1�D�&�O�������3�U�L�M�H���V�D�P�R�J���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���P�R�Q�R�O�L�W�Q�H���S�O�R�þ�L�F�H�����S�R�W�U�H�Eno ju je 

pre-�N�R�Q�G�L�F�L�R�Q�L�U�D�W�L���Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D���V�H���X�N�O�R�Q�L���S�X�I�H�U���]�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H���L���L�V�S�H�U�X���M�D�å�L�F�H���S�R�P�R�ü�X�����������P�/��

�X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �L�� �������� �P�/�� ���[�� �3�%�6���� �=�D�W�L�P�� �V�H�� �M�D�å�L�F�H�� �L�V�S�L�U�X�� �V�� ���������� �P�/�� �������� �P�R�O�� �G�P-3 �I�R�U�P�L�þ�Q�R�P��

kiselinom kako bi se �H�O�X�L�U�D�O�L���]�D�R�V�W�D�O�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���R�G���S�U�R�ã�O�H���L�]�R�O�D�F�Lje. P�O�R�þ�L�F�D se neutralizira s 0,5 

mL 10x PBS puferom. Tijekom postupka pre-�N�R�Q�G�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�D�� �3�U�R�W�H�L�Q�� �*�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �Y�D�N�X�X�P�� �Q�H��

�V�P�L�M�H���S�U�L�M�H�ü�L���������L�Q�+�J�����1�D���N�U�D�M�X���V�H���P�R�Q�R�O�L�W�Q�D���S�O�R�þ�L�F�D���H�N�Y�L�O�L�E�U�L�U�D���V�������P�/�����[���3�%�6���S�X�I�H�U�D���Q�D�N�R�Q��

�þ�H�J�D���M�H���R�S�H�W���V�S�U�H�P�Q�D���]�D���X�S�R�W�U�H�E�X���� 

1.2.1.3. Vezanje IgG na protein G i ispiranje 

�)�L�O�W�U�L�U�D�Q�D���S�O�D�]�P�D���V���W�U�H�V�L�O�L�F�H���V�H���S�R�P�R�ü�X���P�L�N�U�R�S�L�S�H�W�H���S�U�H�Q�H�V�H���Q�D���3�U�R�W�H�L�Q���*���S�O�R�þ�L�F�X���N�D�N�R���E�L��

�G�R�ã�O�R���G�R���Y�H�]�D�Q�M�D���,�J�*-a na protein G.  Tijekom �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D �X�]�R�U�D�N�D�����Y�D�N�X�X�P���Q�H���V�P�L�M�H���S�U�L�M�H�ü�L������

inHg. Odsisanu plazmu �V�P�R�� �V�D�N�X�S�L�O�L�� �X�� ���� �P�/�� �S�O�R�þ�L�F�H za sakupljanje. Zatim je na kraju 

�S�R�W�U�H�E�Q�R���L�V�S�U�D�W�L���M�D�å�L�F�H���S�R���W�U�L���S�X�W�D���V�����������P�/�����[���3�%�6���S�X�I�H�U�D���S�U�L���þ�H�P�X vakuum �Q�H�V�P�L�M�H���S�U�L�M�H�ü�L 10 

inHg. 

1.2.1.4. Elucija IgG 

Prije eluiranja, u �V�Y�D�N�X���M�D�å�L�F�X���S�O�R�þ�L�F�H �]�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H volumena 1 mL dodaje se 42,5 mL 

neutralizacijskog pufera (1 mol dm-3 �D�P�R�Q�L�M�H�Y�� �E�L�N�D�U�E�R�Q�D�W���� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�Q�H�P�R�J�X�ü�L�O�D��

desijalinizacija IgG glikana u kiselom mediju. Zatim se ispod �S�O�R�þ�L�F�H���]�D�� �V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H��stavlja 

�3�U�R�W�H�L�Q���*���S�O�R�þ�L�F�D���W�H���V�H���H�O�X�L�U�D���,�J�*���V�������������P�/�����������P�R�O���G�P-3 �I�R�U�P�L�þ�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����7�L�M�H�N�R�P���H�O�X�D�F�L�M�H����

vakuum �Q�H���V�P�L�M�H���S�U�L�M�H�ü�L�������L�Q�+�J�� Nakon elucije, potrebno je resuspendirati uzorke IgG eluata s 

�P�L�N�U�R�S�L�S�H�W�R�P�� �L�� �S�U�L�W�R�P�� �S�D�]�H�ü�L�� �G�D�� �V�H�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�H�� �W�L�S�V�H�Y�L�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �X�]�R�U�D�N�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D��

�N�U�L�å�Q�D���N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�D���� �=�D�W�L�P�� �V�H�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �S�R�N�U�L�Y�D�� �D�O�X�P�L�Q�L�M�V�N�R�P�� �I�R�O�L�M�R�P�� �L�� �R�V�W�D�Y�L�� �Ve na tresilici 

���R�S�U�H�]�Q�R�� �V�H�� �W�U�H�E�D�� �P�L�M�H�ã�D�W�L�� �N�D�N�R�� �Q�H�� �E�L�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D���� �V�Y�H�� �G�R�N�� �Q�H�� �E�X�G�H��

�V�S�U�H�P�Q�R�� �]�D�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �,�J�*���� �.�R�Q�D�þ�Q�L �S�U�R�V�M�H�þ�Q�L volumen IgG eluata od izolacije 

IgG-a �L�]�Q�R�V�L���������������—�/��  

1.2.1.5. �5�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�D���L���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H���3�U�R�W�H�L�Q���*���S�O�R�þice 

�5�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�D���3�U�R�W�H�L�Q���*���S�O�R�þ�L�F�H���R�G�Y�L�M�D���V�H���Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D���V�H���X���V�Y�D�N�X���S�R�M�H�G�L�Q�X���M�D�å�L�F�X���G�R�G�D 0,5 

mL 0,1 mol dm-3 �I�R�U�P�L�þ�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����7�L�M�H�N�R�P���S�R�V�W�X�S�N�D���L�V�S�L�U�D�Q�M�D�����Y�D�N�X�X�P���Q�H���V�P�L�M�H���S�U�L�M�H�ü�L��������

�L�Q�+�J�����=�D�W�L�P���V�H���S�O�R�þ�L�F�D���L�V�S�L�U�H���V��0,5 mL 10x PBS pufera te vakuumski sustav �R�G�Y�R�G�L���W�H�N�X�ü�L�Q�X��

prema spremniku za otpad. �1�D�G�D�O�M�H���� �S�O�R�þ�L�F�D�� �V�H�� �M�R�ã�� �L�V�S�L�U�H�� �V��1 mL 1x PBS pufera. Zatim se 

�M�D�å�L�F�H���3�U�R�W�H�L�Q���*���S�O�R�þ�L�F�H���L�V�S�L�U�X���V�������������P�/���S�X�I�H�U�D���]�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H���W�H���V�H���Q�D�N�R�Q���W�R�J�D���G�R�G�D��0,7 mL 
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istog pufera. Pufer �V�H�� �]�D�W�L�P�� �S�R�V�S�U�H�P�D�� �Q�D�� �V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H�� �X�� �K�O�D�G�Q�M�D�N�� �Q�D�� ���ƒ�� �&�� �G�R�� �V�O�M�H�G�H�ü�H�J��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� 

1.2.1.6. �0�M�H�U�H�Q�M�H���,�J�*���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���L���Q�M�H�J�R�Y�R���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H 

�.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�]�P�M�H�U�L�O�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �,�J�*�� �X�� �H�O�X�D�W�X�� ������ �—�/���� �N�R�U�L�V�W�L�� �V�H�� �1�D�Q�R�'�U�R�S�� ����������

spektrofotometr. �$�O�L�N�Y�R�W���,�J�*���H�O�X�D�W�D���N�R�M�L���V�H���V�D�N�X�S�L�R���X�������P�/���S�O�R�þ�L�F�X���]�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H�����R�V�X�ã�L���V�H���X��

speedvacu i pohrani �X���]�D�P�U�]�L�Y�D�þ���G�R���V�O�M�H�G�H�ü�H���X�S�R�U�D�E�H�����W�M�����G�R���S�R�V�W�X�S�N�D��deglikozilacije.  

1.2.2. Deglikozilacija u otopini 

1.2.2.1. Priprema uzoraka i otopina 

Prethodno su pripremljene otopine 1,33 % SDS, 4 % Igepal i 5x PBS (opisano u poglavlju 

3.1.4.) te se ostav�H�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �,�]�� �]�D�P�U�]�L�Y�D�þ�D�� �V�H�� �L�]�Y�D�G�L�� ���� �P�/�� �S�O�R�þ�L�F�D za 

�V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H �V�� �R�V�X�ã�H�Q�L�P�� �,�J�*�� �H�O�X�D�W�R�P�� �L�� �V�W�D�Y�L�� �Q�D�� �V�R�E�Q�X�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X�����3�U�R�V�M�H�þ�Q�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D��u 

�S�R�V�X�ã�H�Q�R�P��IgG eluatu iznosi 140 �—g.  

1.2.2.2. Denaturacija 

U svaki uzorak dodaje se 30 �—L 1,33 % SDS i pritom res�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�� �S�L�S�H�W�L�U�D�M�X�ü�L���� �=�D�W�L�P��

�V�O�L�M�H�G�L�� �S�R�V�W�X�S�D�N�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���� �� �3�O�R�þ�L�F�D�� �V�H�� �S�R�N�U�L�Y�D��Porvair termalnom ljepljivom folijom i 

inkubira se na 65 �ƒ�& �������P�L�Q�������1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���S�O�R�þ�L�F�D���V�H���R�V�W�D�Y�O�M�D���Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L��������

min kako bi se ohladila. Zatim se dodaje 10 �—�/ 4% Igepala u svaki uzorak i resuspendira 

�S�L�S�H�W�L�U�D�Q�M�H�P���� �3�O�R�þ�L�F�D�� �V�H�� �R�V�W�D�Y�L�� �Q�D�� �W�U�H�V�L�O�L�F�L�� �Q�D�� ������ �P�L�Q��dok ne bude spreman za dodavanje 

enzima.  

1.2.2.3. Deglikozilacija 

Za pripremu smjese enzima, dodaje se ���������� �—�/�� �3�1�*�D�]�H�� �)�� �X�� �������� �—�/�� ���[�� �3�%�6�� �N�D�N�R�� �E�L se 

pripremila dovoljna �N�R�O�L�þ�L�Qa za 70 uzoraka. Zatim se �G�R�G�D�M�H�� ������ �—�/ smjese enzima u svaki 

uzorak IgG-a i plazme. Da bi se smanjila �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �S�R�J�U�H�ã�N�H�� �S�U�L�� �S�L�S�H�W�L�U�D�Q�M�X����potrebno je 

�G�R�E�U�R�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�M�Wi smjesu pipetiranjem nakon dodavanja enzima. �3�O�R�þ�L�F�D�� �V�H�� �S�R�N�U�L�Y�D�� �3�R�U�Y�D�L�U��

termalnom ljepljivom folijom i stavlja u inkubator na temepraturu od 37 �ƒ�& na 18 h kako bi 

�G�R�ã�O�R���G�R���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�M�D��N-glikana. 

1.2.3. �2�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H���V�O�R�E�R�G�Q�L�K���1-glikana u otopini  

�3�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���S�U�L�S�U�H�P�L�W�L���V�Y�M�H�å�X���R�W�R�S�L�Q�X fluorescentnog biljega prokainamida, IUPAC naziva 

2-(dietilamino)etil 4-aminobenzoat, (�N�R�M�D���S�R���X�]�R�U�N�X���V�D�G�U�å�L���������� mg prokainamida, 4,48 mg 2-
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pikolin-borana i ������ �—�/��od 30 % octene kiseline u dimetil sulfoksidu (DMSO). Prvo se 

priprema otopina prokainamida (ProA) s 30% octenom kiselinom (HAc) u DMSO te se 

otop�L�Q�D���P�L�M�H�ã�D���Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�Q�M�H�P�����=�D�W�L�P���V�H, prethodno izvagani 2-pikolin-boran, otapa s drugom 

pripremljenom otopinom HAc/DMSO te vorteksira. Dodaje se 25 �—�/ otopine fluorescentnog 

biljega pr�R�N�D�L�Q�D�P�L�G�D�� �X�� �V�Y�D�N�L�� �X�]�R�U�D�N�� �L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �W�H�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�� �S�L�S�H�W�L�U�D�Q�M�H�P���� �3�O�R�þ�Lca se 

�S�R�N�U�L�Y�D�� �D�O�X�P�L�Q�L�M�V�N�R�P�� �I�R�O�L�M�R�P�� �L�� �V�W�D�Y�O�M�D�� �Q�D�� �W�U�H�V�L�O�L�F�X���� �1�D�N�R�Q�� ������ �P�L�Q���� �S�O�R�þ�L�F�D�� �V�H pokriva 

ljepljivom trakom te �V�W�D�Y�O�M�D���X���S�H�ü�Q�L�F�X���Q�D���������ƒ�& na 1 h. Na kraju inkubacije, dodaje se 25 �—�/ 

otopine redukcijskog sredstva u svaki uzorak i resuspendira. �3�O�R�þ�L�F�D�� �V�H�� �S�R�N�U�L�Y�D��lijepljivom 

trakom i stavlja na tresilicu na 10 min. Pl�R�þ�L�F�D���V�H���V�W�D�Y�O�M�D���X���S�H�ü�Q�L�F�X���Q�D���������ƒ�&���Q�D����,5 h. Nakon 

�]�D�Y�U�ã�H�W�N�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����S�O�R�þ�L�F�D���V�H���L�]�Y�D�G�L���L�]���S�H�ü�Q�L�F�H���L���R�V�W�D�Y�L���G�D���V�H���R�K�O�D�G�Q�L���Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L��

na 30 min dok ne bude spremna za n�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �Q�D�� �� mL AcroPrep wwPTFE �������� �—�P�� �I�L�O�W�H�U��

�S�O�R�þ�L�F�H�� ���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�D�� �Q�D�� �þ�Y�U�V�W�R�M�� �I�D�]�L������ �3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �R�G�Y�L�M�D�� �V�H�� �Q�D��wwPTFE �S�O�R�þ�L�F�L�� �X�]��

�X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���X�U�H�ÿ�D�M���]�D���I�L�O�W�U�D�F�L�M�X���S�R�P�R�ü�X��vakuuma. 

1.2.3.1. �3�U�H�N�R�Q�G�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�H���Z�Z�3�7�)�(���S�O�R�þ�L�F�H 

Otopina 96 % (v/v) ACN �X���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�R�M vodi �W�U�H�E�D���E�L�W�L���V�Y�M�H�å�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Qa �L���R�K�O�D�ÿ�H�Qa do 4 

�ƒ�&���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �R�W�R�S�L�Q�D�� �H�W�D�Q�R�O�D�� �Y�R�O�X�P�Q�R�J�� �X�G�M�H�O�D�� �R�G�� ������ �� (v/v) �W�U�H�E�D�� �E�L�W�L�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D����

U�U�H�ÿ�D�M���]�D���I�L�O�W�U�D�F�L�M�X���S�R�P�R�ü�X���Y�D�N�X�X�P�D���Q�H���V�P�L�M�H���S�U�L�M�H�ü�L�������L�Q�+�J�����3�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���R�G�S�L�S�H�W�L�U�D�W�L�����������—�/ 

70 % EtOH u svaku j�D�å�L�F�X�� �Z�Z�3�7�)�(�� �S�O�R�þ�L�F�H���� �=�D�W�L�P�� �V�H�� �R�G�S�L�S�H�W�L�U�D�� ���������—�/ �X�O�W�U�D�� �þ�L�V�W�D�� �Y�R�G�D�� �X��

�V�Y�D�N�X���M�D�å�L�F�X���W�H���V�H���Q�D���N�U�D�M�X���S�U�H�N�R�Q�G�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�D���G�R�G�D�����������—�/ hladnog 96 % ACN.  

1.2.3.2. �3�U�L�P�M�H�Q�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���1-glikana 

Tijekom pipetiranja uzoraka potrebno je paziti da se promijene tipsevi za svaki uzorak 

�N�D�N�R�� �Q�H�� �E�L�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�H���� �3�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �G�R�G�D�W�L�� ���������—�/ hladnog 96 % ACN u svaki 

uzorak (2-�$�%�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L��N-�J�O�L�N�D�Q�L���� �L�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�W�L�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �L�V�W�H�� �W�L�S�V�H�Y�H���� �=�D�W�L�P�� �S�D�å�O�M�L�Y�R��

prenijeti volumen uzorka od otprilike 800 �—�/ (75 �—�/ uzorka + 700 �—�/ ACN) na wwPTFE 

�S�O�R�þ�L�F�X���� �,�Q�N�X�E�L�U�D�W�L�� ���� �P�L�Q�� �L�� �X�]�� �S�R�P�R�ü�� �Y�D�N�X�X�P�D�� �R�G�V�L�V�D�W�L�� �X�� �R�W�S�D�G���� �3�R�V�W�X�S�D�N�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �V�H��

�R�G�Y�L�M�D�� �Q�D�� �V�O�M�H�G�H�ü�L�� �Q�D�þ�L�Q���� �3�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �X�� ���� �R�E�U�R�N�D�� �R�G�S�L�S�H�W�L�U�D�W�L�� ���������—�/ hladnog 96% ACN u 

�V�Y�D�N�X���M�D�å�L�F�X���Z�Z�3�7�)�(���S�O�R�þ�L�F�H�����3�O�R�þ�L�F�D���V�H���R�Qda premjesti iznad 1 mL �S�O�R�þ�L�F�H���]�D���V�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H��i 

ponovno odpipetira 200 �—�/ �K�O�D�G�Q�R�J�����������$�&�1���X���V�Y�D�N�X���M�D�å�L�F�X���Z�Z�3�7�)�(���S�O�R�þ�L�F�H�����1�D���N�U�D�M�X���V�H��

�Z�Z�3�7�)�(���S�O�R�þ�L�F�D���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D������min na 1000 g. 
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1.2.3.3. Eluiranje 2-AB �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K N-glikana 

�3�O�R�þ�L�F�D���Z�Z�3�7�)�(���V�H���V�W�D�Y�L���L�]�Q�D�G���Q�R�Y�H���S�O�R�þ�L�F�H���]�D sakupljanje uzorka. Doda se 90 �—�/ ultra-

�þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �X�� �V�Y�D�N�L�� �X�]�R�U�D�N�� �L�� �R�V�W�D�Y�L�� �Q�D�� �W�U�H�V�L�O�L�F�L�� �G�D�� �V�H�� �S�R�O�D�J�D�Q�R�� �P�L�M�H�ã�D�� ������ �P�L�Q���� �� �=�D�W�L�P�� �V�H��

�F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�� ���� �P�L�Q�� �Q�D�� ���������� �U�S�P�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�D�N�X�S�L�O�D�� �S�U�Y�D�� �I�U�D�N�F�L�M�D�� �H�O�X�D�W�D�� �X�� �3�&�5�� �S�O�R�þ�L�F�X����

�1�D�Y�H�G�H�Q�L���S�R�V�W�X�S�D�N���V�H���M�R�ã���M�H�G�Q�Rm ponavlja te se sakuplja druga frakcija od eluata. Na kraju se 

�3�&�5�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �S�R�N�U�L�Y�D��Porvair termalnom ljepljivom folijom i stavi se na �V�N�D�O�G�L�ã�W�H�Q�M�H��u 

�K�O�D�G�Q�M�D�N���G�R���V�O�M�H�G�H�ü�H���X�S�R�W�U�H�E�H�����'�R�E�L�Y�H�Q�L���Y�R�O�X�P�H�Q���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K IgG ProA glikana 

je 180 �—�/. 

1.2.4. IgA izolacija �L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�R�P�R�ü�X���D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�L�K���]�U�Q�D�F�D 

1.2.4.1. Priprema uzoraka i otopina 

Potrebno je sve pufere staviti na sobnu temperaturu na otprilike 30 min. Uzorke otopljene 

�S�O�D�]�P�H�� �V�H�� �Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�M�X�� �L�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�M�X�� ���� �P�L�Q�X�W�H�� �Q�D�� �����������J�� �S�R�P�R�ü�X�� �(�S�S�H�Q�G�R�U�I�� �0�L�Q�L�6�S�L�Q��

Centrifuge, rotor F-45-12-�����������������������R�N�U�H�W�D�M�D���P�L�Q�������=�D�W�L�P���V�H���R�G�S�L�S�H�W�L�U�D���������—�/���X�]�R�U�N�D���S�O�D�]�P�H��

�X���M�D�å�L�F�H�������P�/���S�O�R�þ�L�F�H �]�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H �N�R�M�H���M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R���U�D�Q�G�R�P�L�]�D�F�L�M�R�P���S�U�L�M�H���S�U�L�S�U�H�P�H���X�]�R�U�N�D����

�8�]�R�U�N�H�� �S�O�D�]�P�H�� �U�D�]�U�L�M�H�G�L�W�H�� �V�� �������� �—�/�� ���[�� �3�%�6�� �S�X�I�H�U�D���� �5�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�H�� �X�]�R�U�N�H�� �S�O�D�]me filtriraju se 

�N�U�R�]�������������—�P���Z�Z�3�7�)�(���I�L�O�W�H�U���S�O�R�þ�L�F�H�� 

1.2.4.2. Priprema IgA suspenzije zrnaca �]�D���M�H�G�Q�X���S�O�R�þ�L�F�X 

Potrebno je odpipetirati 50 �—�/ IgA suspenzije zrnaca po uzorku i centrifugirati (Centrifuga 

5804, rotor A-4-44) na 100g na 4 min. Na kraju se odbaci supernatant i doda 3500 �—�/ 1x PBS 

u IgA suspenziju zrnaca. Zatim se primjenjuje 50 �—�/ IgA suspenzija zrnaca �X�� ������ �M�D�å�L�F�D��

Orochem �S�O�R�þ�L�F�H�����3�R�V�W�X�S�D�N���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���V�H���R�G�Y�L�M�D���X���W�U�L���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D���Q�D���V�O�L�M�H�G�H�ü�L���Q�D�þ�L�Q�����'�R�G�D��

se 200 �—�/ ultra-�þ�L�V�W�H���Y�R�G�H���X�]���S�R�P�R�ü���X�U�H�ÿ�D�M���]�D���I�L�O�W�U�D�F�L�M�X���S�R�P�R�ü�X���Y�D�N�X�X�P�D. Zatim se ispire sa 

200 �—�/ ���[���3�%�6���L���R�G�V�L�V�D�Y�D���X���R�W�S�D�G�����)�L�O�W�H�U�V�N�D���S�O�R�þ�L�F�D���V�H���V�W�D�Y�O�M�D���L�]�Q�D�G���3�&�5���S�O�R�þ�L�F�H���L���G�R�G�D���V�H��������

�—�/ ���[���3�%�6���X���V�Y�D�N�X���M�D�å�L�F�X���N�D�N�R���E�L���V�H���S�U�L�M�H�þ�L�O�R���V�X�ã�H�Q�M�H��zrnaca. 

1.2.4.3. IgA hvatanje i ispiranje 

Potrebno je prebaciti 240 �—�/ �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�R�J uzorak plazme u �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���M�D�å�L�F�H��Orochem 

�I�L�O�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���� �3�O�R�þ�L�F�D���V�H���V�W�D�Y�O�M�D���Q�D���W�U�H�V�L�O�L�F�X���L���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D���W�U�D�M�H������ �K���Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �V��

�P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���Q�D���W�U�H�V�L�O�L�F�L����IgA filtrat se sakuplja �X�������P�/���S�O�R�þ�L�F�X���]�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H�� �=�D�W�L�P���V�H���S�O�R�þ�L�F�D��

ispire s 250 �—�/ ���[�� �3�%�6�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L���X�U�H�ÿ�D�M���]�D���I�L�O�W�U�D�F�L�M�X���S�R�P�R�ü�X���Y�D�N�X�X�P�D. Potrebno je pripaziti 

da vakuum ne pr�L�M�H�ÿ�H vrijednost 5 inHg. Navedeni korak je potrebno ponoviti dva puta. Sada 
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�V�H�� �S�O�R�þ�L�F�D�� �L�V�S�L�U�H�� �V�� ���������—�/ ultra-�þ�L�V�W�H�� �Y�R�G�H�� �L�� �R�G�V�L�V�D�Y�D�� �X�� �R�W�S�D�G�� �X�]�� �S�R�P�R�ü���X�U�H�ÿ�Dj za filtraciju 

�S�R�P�R�ü�X���Y�D�N�X�X�P�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����L���R�Y�D�M���N�R�U�D�N���V�H���S�R�Q�D�Y�O�M�D�������S�X�W�D�����1�D���N�U�D�M�X���V�H���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D���Q�D�����������J��

na 1 min (Centrifuga 5804, rotor A-2-DWP). 

1.2.4.4. Elucija IgA �L���V�X�ã�H�Q�M�H 

�3�O�R�þ�L�F�D���V�H���H�O�X�L�U�D���V�����������—�/�����������P�P�R�O���G�P-3 �I�R�U�P�L�þ�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���L���L�Q�N�X�E�L�U�D�������P�L�Q���Q�D���W�U�H�Vilici. 

�=�D�W�L�P�� �V�H�� �V�D�N�X�S�O�M�D�� �,�J�$�� �H�O�X�D�W�� �S�R�V�O�L�M�H�� �,�J�$�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �X�� �3�&�5�� �S�O�R�þ�L�F�X�� ������-�M�D�å�L�F�D���� �S�R�P�R�ü�X��

centrifuge na 1760 g na 2 min. Ovaj postupak se ponavlja �M�R�ã���M�H�G�D�Q�S�X�W�����.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���V�H���P�M�H�U�L��

na Nanodropu (1 mg mL-1 ��  1 Abs, 340 nm za normalizaciju). Nakon izmjerene 

koncentracije IgA eluata, odvaja se u dva jednaka dijela (za deglikozilaciju i tripsinizaciju) i 1 

�P�/�� �S�O�R�þ�L�Fa za skla�G�L�ã�W�H�Q�M�H �V�H�� �V�W�D�Y�O�M�D�� �Q�D�� �V�X�ã�H�Q�M�H�� �X�� �V�S�H�H�G�Y�D�F�� �Q�D�� ������ �ƒ�&�� �Q�D�� �������� �K���� �2�S�L�V�D�Q�L��

postupak se ponavlja i za IgA eluat poslije IgG izolacije, s time da se IgA eluat ne odvaja za 

trispinizaciju. 

1.2.4.5. Deglikozilacija u otopini 

�'�H�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D���� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�H�� �,�J�$�� �S�U�R�Y�R�G�H�� �V�H�� �Q�D�� �L�V�W�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �]�D��

�,�J�*�����1�D�N�R�Q���L�]�R�O�D�F�L�M�H�����G�R�E�L�Y�D���V�H�����������—�/���,�J�$���S�U�R�$���J�O�L�N�D�Q�D�� 

1.2.5. Separacije i kromatografksa analiza slobodnih IgG i IgA proA glikana 

�$�Q�D�O�L�]�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �Y�H�]�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D hidrofilnih interakcija �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H��

kromatografije ultravisoke djelotvornosti (eng. HILIC-UPLC). �7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D��

ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra-High-Performance Liquid Chromatography, UHPLC) 

�V�D�V�W�R�M�L�� �V�H�� �R�G�� �V�O�M�H�G�H�ü�L�K�� �G�L�M�H�O�R�Y�D���� �)�/�5�� �G�H�W�H�N�W�R�U����Sample Manager-FTN, Quaternary Solvent 

Manager �L�� �S�H�þ�Q�L�F�H���� �8�O�R�J�D�� �L�Q�V�W�U�X�P�H�Q�W�D�� �M�H�� �V�H�S�D�U�D�F�L�M�D�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�D�� �S�X�W�H�P��

fluorescencije. Priprema uzoraka za HILIC-UHPLC �R�G�Y�L�M�D�O�D�� �V�H�� �Q�D�� �V�O�L�M�H�G�H�ü�L�� �Q�D�þ�L�Q���� �8��

�S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�P���Y�L�D�O�D�P�D���V�X���V�H���S�U�L�S�U�H�P�L�O�L���X�]�R�U�F�L���W�D�N�R���G�D���V�D�G�U�å�H��25 % vodene faze i 75 % organske 

faze (acetonitrila������ �.�R�Q�D�þ�Q�L���Y�R�O�X�P�H�Q���L�]�Q�R�V�L�R���M�H���������—�/, a na kolonu injektiran je volumen od 

50 �—�/. Tijekom cijelog procesa elucije upotrijebljen je program gradijenta iliti izmjena udjela 

�R�W�D�S�D�O�D�� �L�� �E�U�]�L�Q�H�� �S�U�R�W�R�N�D�� �X�� �Y�U�H�P�H�Q�X���� �X�]�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �G�Y�D�� �R�W�D�S�D�O�D���� �R�W�D�S�D�O�R�� �$�� ���������� �P�P�R�O�� �G�P-3 

vodena otopina amonijeva formijata) i otapala B (100 % ACN). 

Tijekom kromatografije, kolona je bila termostatirana na temepraturu od ������ �ƒ�&. Uzorci, 

prije samog injektiranja, nalaze se na temperaturi od ������ �ƒ�&���� �*�O�L�N�D�Q�L�� �ü�H�� �E�L�W�L�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L�� �Q�D��
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temelju fluorescente boje prokainamida �W�H���ü�H���H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�D���E�L�W�L���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D���S�U�L 310 nm, a emisija 

pri 370 nm.  

1.2.6. Analiza i obrada dobivenih podataka 

�.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�H�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �L�Q�W�H�J�U�L�U�D�W�L�� �L�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�W�L�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�R�I�W�Y�H�U�V�N�R�J�� �D�O�D�W�� �N�R�M�L�� �M�H�� �X��

sklopu programskog dijela EmpowerTM na WAT19 kao sistem/administrator, projekt Browse 

Projects. �'�R�E�L�Y�H�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���R�P�M�H�U�D���U�H�W�H�Q�F�L�M�V�N�L�K���Y�U�H�P�H�Q�D�����V�L�J�Q�D�O�D���Q�D�S�U�H�P�D���ã�X�P�X����relativne 

i apsolutne kromatografskih pikova su ekstrahirane. �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �]�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�H�� �S�L�N�R�Y�H�� �M�H��

�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �F�H�Q�W�U�D�O�Q�D�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D�� �L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �]�D�� �V�Y�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�H�� �X�]�R�U�N�H���� �6tandarna 

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �L�� �F�H�Q�W�U�D�O�Q�D�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D�� �V�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J�� �S�U�R�J�U�D�P�D��Microsof Office 

Excel 2007.  
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2. REZULTATI  

U ovom poglavlju predstavljena je usporedba izolacije imunoglobulina G (IgG) i 

imunoglobulina A (IgA) iz krvne plazme za svaki Ig zasbeno te IgG iz filtrata nakon izolacije 

�,�J�$���� �N�D�R�� �L�� �,�J�$�� �L�]�� �I�L�O�W�U�D�W�D�� �Q�D�N�R�Q�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �,�J�*���� �'�D�N�O�H���� �V�Y�H�X�N�X�S�Q�R�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�X�M�H�P�R�� �G�Y�L�M�H�� �J�U�X�S�H����

IgG te IgA, u dva tipa uzorka, plazma i flow-�W�K�U�R�X�J�K���� �8�� �R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X��

napredne metode za izolaciju i kvantifikaciju IgG i IgA, kao i analize standardnih uzoraka, 

�N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�V�L�J�X�U�D�O�L�� �S�R�X�]�G�D�Q�L�� �L�� �W�R�þ�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L���� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�R�W�R�P�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L�� �V�� �U�H�O�H�Y�D�Q�W�Q�L�P��

literaturnim vrijednostima. Precizna kvantifikacija IgG i IgA glikanskih profila �P�R�å�H�� �S�U�X�å�L�W�L��

vrijedne informac�L�M�H���R���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X���S�D�F�L�M�H�Q�W�D���L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K���R�G�J�R�Y�R�U�D�� 

U nastavku su detaljno prikazani rezultati mjerenja GP vrijednosti za IgG i IgA u plazmi 

���X�]�R�U�F�L���,�J�*���L�O�L���,�J�$���L�]�R�O�L�U�D�Q�L���L�]���S�O�D�]�P�H�����L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through uzorcima  (uzorci 

IgG-a iz IgA flow-through faze i uzorci IgA-a iz IgG flow-through faze) dobivene 

kromatografskom analizom���� �9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �J�O�L�N�R�� �S�L�N�R�Y�H�� ���*�3���� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �V�X��

�Q�X�P�H�U�L�þ�N�L�P�� �R�]�Q�D�N�D�P�D�� ���Q�S�U���� �*�3������ �*�3������ �L�W�G�������� �6�Y�D�N�L�� �*�3�� �S�U�H�G�V�W�Y�O�M�D�� �M�H�G�Q�X�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X��

kak�R�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�R�� �Q�D�� �V�O�L�F�L�� ������ �2�G�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K�� �S�D�U�D�P�H�W�U�D�U�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X�� �S�U�R�V�M�H�N�� ���$�Y�H�U�D�J�H��, 

standardna devijacija (Stdev) i koeficijent varijacije (CV).  

�3�U�R�V�M�H�þ�Q�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W (Average) �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �F�H�Q�W�U�D�O�Q�X��

tendenciju, tj. kolika je �S�U�R�V�M�H�þ�Q�D���U�H�O�D�W�L�Y�Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�D��pojedine struktute (npr. GP4 ) u uzorcima 

IgG-a i/ili IgA���� �7�R�� �M�H�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �V�Y�L�K�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �3�U�R�V�M�H�þ�Q�H��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H�� �L�]�� �W�H�K�Q�L�þ�N�L�K�� �W�U�L�S�O�L�N�D�W�D���� �ã�W�R�� �R�V�L�J�X�U�D�Y�D�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �L�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W��

rezultata���� �7�H�K�Q�L�þ�N�L�� �W�U�L�S�O�L�N�D�W�� �M�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�� �D�O�L�N�Y�R�W�L�U�D�Q�M�H�P�� ���� �S�X�W�D�� �L�]�� �M�H�G�Q�R�J���E�L�R�O�R�ã�N�R�J�� �X�]�R�U�N�D. 

Standardna devijacija (Stdev) �P�M�H�U�L�� �N�R�O�L�N�R�� �V�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �U�D�V�S�U�ã�H�Q�L�� �R�N�R��

�S�U�R�V�M�H�N�D���� �$�N�R�� �M�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �Q�L�V�N�D���� �W�R�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �V�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �E�O�L�]�X�� �S�U�R�V�M�H�þne 

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �G�R�N�� �Y�L�ã�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �Y�H�ü�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D��

unutar uzoraka. Koeficijent varijacije (CV) �L�]�U�D�å�D�Y�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�� �N�D�R�� �S�R�V�W�R�W�D�N��

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �S�R�N�D�]�X�M�X�ü�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���� �9�L�V�R�N�� �&�9���]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �M�H�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W��

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �Y�L�V�R�N�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���� �G�R�N�� �Q�L�]�D�N�� �&�9�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D��

konzistentnije rezultate. 
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2.1. GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme 
U ovoj studiji analizirani su uzorci IgG-a iz plazme kako bi se kvantificirale relativne 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H���J�O�L�N�R���S�L�N�R�Y�D�����$�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���X�]�R�U�F�L���S�O�D�]�P�H���S�R�N�D�]�D�O�L���V�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���*�3-

�D���� �ã�W�R�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�U�L�S�L�V�D�W�L���E�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D�P�D���P�H�ÿ�X�� �X�]�R�U�F�L�P�D���� �7�D�E�O�L�F�D�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �'�R�G�D�W�N�X��

(Tablica D1 a i b). 

GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme prikazani su na grafu 1�����6�Y�L���X�]�R�U�F�L���V�X���P�M�H�U�L�O�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

glikanske strukture na IgG-u, ali nekoliko uzoraka (IgG_010_3_2_P, IgG_018_3_3_P i 

�,�J�*�B�������B���B���B�3�����V�X���L�]�E�D�þ�H�Q�L���]�E�R�J���R�G�V�W�X�S�D�Q�M�D���X�Q�X�W�D�U���W�U�L�S�O�L�N�D�W�D�����7�R���]�Q�D�þ�L���G�D���V�X���W�L���X�]�R�U�F�L���L�P�D�O�L��

�Q�H�N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�H�� �L�O�L�� �Q�H�R�E�L�þ�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �Xnutar triplikata i odstupaju od ostala dva 

triplikata, �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �X�N�D�]�L�Y�D�W�L�� �Q�D�� �P�R�J�X�ü�H�� �S�R�J�U�H�ã�N�H�� �X�� �X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�X�� �L�O�L�� �D�Q�D�O�L�]�L���� �7�D�N�R�ÿ�H�U����

�R�G�E�D�þ�H�Q�L���V�X���]�E�R�J���O�R�ã�H���N�Y�D�O�L�W�H�W�H���V�S�H�N�W�D�U�D���W�H stoga �Q�L�V�X���S�U�R�ã�O�L���N�R�Q�W�U�R�O�X���N�Y�D�O�L�W�H�W�H�� 

Graf 1 prikazuje GP vrijednosti za IgG iz uzorka krvne plazme���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �V�H�� �Y�U�L�M�Hdnosti 

�N�U�H�ü�X���X���ã�L�U�R�N�R�P���U�D�V�S�R�Q�X�����1�D���S�U�L�P�M�H�U�����X�]�R�U�D�N���,�J�*�B�������B���B���B�3���S�R�N�D�]�X�M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���R�G��

oko 2 % za GP1 do maksimalnih 22 % za GP7, dok IgG_021_3_3_P ima varijacije od oko 2 

% za GP1 do pribl�L�å�Q�R�������������]�D���*�3�������3�L�N�R�Y�L u GP8, GP14 i GP17 pokazuju izrazite skokove u 

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D���N�R�G���Q�H�N�R�O�L�N�R���X�]�R�U�D�N�D�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�X���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�X���M�H�G�Q�R�J��

glikoproteina IgG. �,�D�N�R�� �S�R�V�W�R�M�L�� �R�S�ü�D�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���� �Q�H�N�L�� �X�]�R�U�F�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�R�V�O�M�H�G�Q�R�V�W�� �N�U�R�]��

ra�]�O�L�þ�L�W�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�D���� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �X�N�D�]�L�Y�D�W�L�� �Q�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �X�� �V�W�D�Q�M�X�� �S�O�D�]�P�H�� �L�O�L�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H��

metode pripreme. 

Glikani IgG-a iz plazma uzoraka �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H���� �V�� �Q�D�M�Y�L�ã�L�P��

vrijednostima GP4, GP8, GP9 �L���*�3���������J�G�M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���þ�H�V�W�R���S�Uelaze 10 %. Primjerice, 

�*�3���� �L�P�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���������� �L�� ���������� �������ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �G�R�P�L�Q�D�F�L�M�X�� �,�J�*�� �X�� �W�L�P��

glikoproteinskim frakcijama. �6���G�U�X�J�H���V�W�U�D�Q�H���� �I�U�D�N�F�L�M�H���N�D�R���ã�W�R���V�X���*�3������ �*�3���� �L��GP5 �L�P�D�M�X���Q�L�å�H��

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����N�R�M�H���V�H���N�U�H�ü�X���L�]�P�H�ÿ�X�����������L��������������ali �V�X���L���G�D�O�M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���I�O�R�Z-

�W�K�U�R�X�J�K���X�]�R�U�F�L�P�D�����J�G�M�H���V�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���R�E�L�þ�Q�R���N�U�H�ü�X���L�]�P�H�ÿ�X���������� % i 0,6 %. To dodatno 

�S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���P�H�W�R�G�H���L�]�R�O�D�F�L�M�H�����M�H�U���S�O�D�]�P�D���X�]�R�U�F�L���S�R�N�D�]�X�M�X���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R���Y�H�ü�H��relativne 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H��IgG u usporedbi s flow-through uzorcima. 
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Graf 1. GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme. 

 

2.2. GP vrijednosti za IgG iz krvne �S�O�D�]�P�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X��
�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D 

�3�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���D�Y�H�U�D�J�H���� �]�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �X�]�R�U�N�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �Y�L�V�R�N�X�� �U�D�]�L�Q�X�� �,�J�*����

dok standardne devijacije (stdev) ukazuju na dosljednost mjerenja unutar pojedinih uzoraka. 

Koeficijent varijacije (CV) koristi se za procjenu relativne varijabilnosti glikanskih struktura 

u �R�G�Q�R�V�X���Q�D���S�U�R�V�M�H�N�����3�R�G�D�F�L���L�]���W�D�E�O�L�F�D���]�D���,�J�*���S�O�D�]�P�X�����,�J�*���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�Rw-through 

�X�]�R�U�F�L�P�D���L���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H���X�]�R�U�N�H���S�U�L�N�D�]�X�M�X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�*���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���I�U�D�N�F�L�M�D�P�D������ 

�$�Q�D�O�L�]�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �V�X�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D��

relativno visoke, s niskim �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�P�D�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���N�R�Q�]istentna i pouzdana 

�P�M�H�U�H�Q�M�D���� �1�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �X�]�R�U�D�N�� �,�J�*�B�������B�3�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �R�G�� ������������ ���� �X�N�X�S�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�� �X�� �*�3������ �V�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P�� �R�G�� ���������� ���� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P��

�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �R�G�� ���������� ������ �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �Y�L�V�R�N�X�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�����6�Y�L�� �S�R�G�D�F�L�� �V�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�� �L�]��
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�W�H�K�Q�L�þ�N�L�K�� �W�U�L�S�O�L�N�D�W�D���� �ã�W�R�� �R�V�L�J�X�U�D�Y�D�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D���� �1�D�� �J�U�D�I�X�� ���� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H��

vrijednosti (average), standardne devijacije (Stdev) i koeficijenti varijacije (CV) za nekoliko 

odabranih frakcija (GP4, GP8, GP9, GP14 �L���*�3���������N�U�R�]���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���X�]�R�U�N�H���,�J�*-a iz plazme. 

Graf 2. Vrijednosti prosjeka, standardne devijacije i centralne varijance gliko pikova IgG 

dobivenih iz plazme. 

 

Ovi podaci jasno pokazuju visoku preciznost i pouzdanost u mjerenjima relativnih 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�D���,�J�*���X �S�O�D�]�P�D���X�]�R�U�F�L�P�D�����V���Q�L�V�N�L�P���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�L�P�D���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9�����X���Y�H�ü�L�Q�L���I�U�D�N�F�L�M�D�����ã�W�R��

ukazuje na konzistentnost rezultata kroz triplikate. 

2.3. Vrijednosti gliko pikova IgG -a dobivenih iz flow-through-a nakon 

izolacije IgA 

IgG flow-through je dobiven nakon izolacije IgA i odnosi se na �I�L�O�W�U�D�W�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �V�Y�H��

preostale proteine �S�O�D�]�P�H���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �,�J�*�� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �]�D�� �R�Y�H�� �X�]�R�U�N�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Q�L�å�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�*�� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L���V�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D �X�� �S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D���� �2�Y�H�� �Q�L�å�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �V�X�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�H�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �S�U�L�U�R�G�X�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �I�O�R�Z-through uzorcima. 

�6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �]�D�� �R�Y�H�� �X�]�R�U�N�H�� �S�U�X�å�D�M�X�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �R��

konzistenciji i preciznosti mjerenja. Tablica se nalazi u Dodatku (Tablica D3 a i b). 
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Flow-through uzorci pokaz�X�M�X�� �]�Q�D�W�Q�R�� �Q�L�å�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�*�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �S�O�D�]�P�D��

uzorke (Graf 3)���� �ã�W�R�� �M�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�� �M�H�U�� �V�D�G�U�å�H�� �,�J�*�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Q�L�M�H�� �Y�H�]�D�R�� �Q�D�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�D�� �]�U�Q�F�D�� 

�5�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���R�Y�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D���X�J�O�D�Y�Q�R�P���V�H���N�U�H�ü�X���L�]�P�H�ÿ�X�����������������L�����������������ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H��

�Q�D�� �W�R�� �G�D�� �M�H�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �,�JG-a bila �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�D�� �Q�D�� �]�U�Q�F�D�� U GP4, GP8 i GP14, koje u 

�S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �L�P�D�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� ��preko 15 %), flow-through 

uzorci pokazuju �Q�L�å�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �R�G�� ������ ���� �G�R�� ������ ��. To sugerira da su metode izolacije bile 

vrlo �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�H�����V���P�L�Q�L�P�D�O�Q�L�P���S�U�H�R�V�W�D�O�L�P���,�J�*-�R�P���X���W�H�N�X�ü�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D�� 

Graf 3. Vrijednosti GP IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA.  

 

2.4. Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flow-through-a nakon 
izolacije IgA �S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�Lh podataka  

�*�U�D�I�R�Y�L�� �S�U�L�N�D�]�X�M�X�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���D�Y�H�U�D�J�H������ �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H�� ���V�W�G�H�Y���� �L��

koeficijente varijacije (CV) za svaki uzorak. �3�U�R�V�M�H�þ�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����D�Y�H�U�D�J�H�� �V�X���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���L�]��

�W�H�K�Q�L�þ�N�L�K�� �W�U�L�S�O�L�N�D�W�D���� �R�V�L�J�X�U�D�Y�D�M�X�ü�L�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �L�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D���� �7�Dblica se nalazi u 

Dodatku (Tablica D4 a i b). 

�1�D���W�H�P�H�O�M�X���J�U�D�I�D�����D���P�R�å�H�P�R���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���V�O�M�H�G�H�ü�H�����8�]�R�U�D�N��IgG_005_3_1_FT �S�R�N�D�]�X�M�H���ã�L�U�R�N��

�U�D�V�S�R�Q���U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�����N�R�M�H���V�H���N�U�H�ü�X���R�G�����������X�N�X�S�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�����*�3�������G�R��
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���������������X�N�X�S�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�Pu (GP8). �5�D�V�S�R�Q���S�U�R�L�]�O�D�]�L���L�]���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�R�V�W�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H��

glikanske strukture na IgG-u, gdje GP8 dominantna struktura. �1�D�� �V�Y�L�P�� �X�]�R�U�F�L�P�D���� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���V�X���X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �X���X�V�N�L�P���U�D�V�S�R�Q�L�P�D���� �R�V�L�P���X���V�O�X�þ�D�M�X�� �*�3���� �J�G�M�H���M�H���X�R�þ�H�Q���E�O�D�J�L���S�R�U�D�V�W�� 

Nizak koeficijent varija�F�L�M�H�����&�9�����X���Y�H�ü�L�Q�L���X�]�R�U�D�N�D���V�X�J�H�U�L�U�D���G�D���V�X���U�H�]�X�O�W�D�W�L���S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�L�����G�R�N���Y�L�ã�L��

�&�9�� �X�� �Q�H�N�L�P�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �P�R�å�H�� �X�N�D�]�L�Y�D�W�L�� �Q�D�� �Y�H�ü�H�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�O�L�� �W�H�K�Q�L�þ�N�H�� �S�R�W�H�ã�N�R�ü�H�� �X��

kvantifikaciji. Standardne devijacije unutar pojedinih uzoraka pokazuju da su mjerenja 

dosljedna, uz man�M�H���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���X�Q�X�W�D�U���W�H�K�Q�L�þ�N�L�K���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�����ã�W�R���G�R�G�D�W�Q�R���S�R�G�U�å�D�Y�D���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W��

rezultata. 

�5�D�V�S�R�Q���S�U�R�V�M�H�þ�Q�L�K���U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K���S�R�Y�U�ã�L�Q�D���X���X�]�R�U�F�L�P�D��IgG_005_FT �N�U�H�ü�H���V�H���R�G���S�U�L�E�O�L�å�Q�R������������

�G�R���������������R�Y�L�V�Q�R���R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P���X�]�R�U�N�X���L���J�U�X�S�L�����*�3�������3�U�L�P�M�H�U�L�F�H�����J�U�X�S�D���*�3�����S�R�N�D�]�X�M�H���Q�D�M�Y�L�ã�X��

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���� �G�R�N�� �*�3���� �L�� �*�3���� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Q�D�M�Q�L�å�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �R�N�R�� ������ ������

�6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �Y�H�ü�L�Q�H�� �X�]�R�U�D�N�D�� �M�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �Q�L�V�N�D���� �ã�W�R�� �V�X�J�H�U�L�U�D�� �G�D�� �V�X�� �P�M�H�U�H�Q�M�D��

�X�Q�X�W�D�U���J�U�X�S�H���N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�D�����1�D�M�Y�H�ü�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�H���V�X���]�D���X�]�R�U�N�H��

�*�3���� �L�� �*�3������ �N�R�M�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �G�R�� ������ ������ �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �X�N�D�]�L�Y�D�W�L�� �Q�D�� �Y�H�ü�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W��

unutar tih uzoraka. �.�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� ���&�9���� �M�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �Q�L�]�D�N�� �]�D�� �Y�H�ü�L�Q�X�� �X�]�R�U�D�N�D���� �ã�W�R��

ukazuje na dosljednost mjerenja unutar grupa. �0�H�ÿ�X�W�L�P����primjetno je da su uzorci GP7 i GP8, 

�N�R�M�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�P�D�O�L�� �Y�H�ü�L�� �&�9���� �G�R�� ������ ������ �ã�W�R�� �P�R�å�H��

sugerirati da su rezultati u tim grupama varijabilniji. 

Graf 4. a) Vrijednosti GP IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA prikazane 

�S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D. 
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Graf 4a �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �V�X�� �X�]�R�U�F�L�� �*�3���� �L�� �*�3���� �Q�D�M�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�M�L���� �V�� �Y�L�V�R�N�L�P�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�L�P��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D�� �L�� �Y�H�ü�L�P�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�P�D�� �W�H�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���� �ã�W�R�� �P�R�å�H��

�X�N�D�]�L�Y�D�W�L�� �Q�D�� �K�H�W�H�U�R�J�H�Q�R�V�W�� �L�O�L�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �X�� �P�M�H�U�H�Q�M�X�� �L�O�L�� �R�E�U�D�G�L�� �W�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D���� �2�V�W�D�O�H�� �J�U�X�S�H��

(GP1, GP������ �L�W�G������ �S�R�N�D�]�X�M�X�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �G�R�V�O�M�H�G�Q�H�� �L�� �Q�L�å�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �V�X�J�H�U�L�U�D�M�X�ü�L�� �K�R�P�R�J�H�Q�R�V�W��

unutar grupa. 

�*�O�H�G�D�M�X�ü�L�� �J�U�D�I�� ���E�� �P�R�å�H�P�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �V�O�M�H�G�H�ü�H���� �5�D�V�S�R�Q�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�L�K�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �X��

�X�]�R�U�F�L�P�D�� �N�U�H�ü�H�� �V�H�� �R�G�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �� % do 55 ������ �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P�� �X�]�R�U�N�X�� �L��grupi (GP). 

�1�D�M�Y�L�ã�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���E�L�O�M�H�å�L���J�U�X�S�D��GP14�����N�R�M�D���G�R�V�W�L�å�H���S�U�L�E�O�L�å�Q�R��22 �������G�R�N���V�X���Q�D�M�Q�L�å�H��

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�H���X���J�U�X�S�D�P�D��GP13, GP14, GP15, GP17, GP19, GP21, GP22, 

GP23, i GP24 s prosjekom od oko 5 % do 10 �����9�H�ü�L�Q�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� �L�P�D�� �U�Hlativno nisku 

�V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���G�R�Vljednost mjerenja unutar grupa. Koeficijent varijacije 

���&�9�����M�H���X�J�O�D�Y�Q�R�P���Q�L�]�D�N���]�D���Y�H�ü�L�Q�X���X�]�R�U�D�N�D�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�R�V�W���P�M�H�U�H�Q�M�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P����

grupa GP22 ima vrlo visok CV, do 55 %, �ã�W�R���R�G�U�D�å�D�Y�D���Y�L�Voku varijabilnost unutar grupe, dok 

ostale grupe, poput GP13, GP14, GP16, GP20, GP21, imaju relativno niske CV vrijednosti od 

oko 5 % do 15 % 

Graf 4b pokazuje da uzorak GP22 �L�P�D�� �L�]�U�D�]�L�W�R�� �Y�L�ã�X�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�X�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�X�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �X��

usporedbi s ostalim uzorcima, ali �L�� �Q�D�M�Y�H�ü�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �X�Q�X�W�D�U�� �J�U�X�S�H���� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �V�X�J�H�U�L�U�D�W�L��

�Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �X�� �P�M�H�U�H�Q�M�X���� �W�H�K�Q�L�þ�N�H�� �S�R�W�H�ã�N�R�ü�H���� �L�O�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H�� �R�Y�R�J��

uzorka. Ostale grupe, poput GP13, GP14, GP20, i GP24, pokazuju relativno niske i 
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konzistentne vrijednosti p�U�R�V�M�H�þ�Q�L�K���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���K�R�P�R�J�H�Q�X���G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�X���X�Q�X�W�D�U���W�L�K��

uzoraka. 

Graf 4. b) Vrijednosti GP IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA prikazane 

�S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D. 

 

2.5. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�*���S�O�D�]�P�H���L���,�J�* 
�U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through uzorcima standarda 

�*�U�D�I�R�Y�L�� �]�D�� �,�J�*�� �S�O�D�]�P�X�� �L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �I�O�R�Z-through uzorcima standarde 

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �X�V�S�R�U�H�G�E�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�L�S�R�Y�D�� �X�]�R�U�D�N�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�L�K�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �2�Y�D��

�X�V�S�R�U�H�G�E�D�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �]�D�� �R�F�M�H�Q�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W�L i preciznosti metoda kvantifikacije IgG. Rezultati 

�S�R�N�D�]�X�M�X���G�D���V�X���V�W�D�Q�G�D�U�G�L���N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�L�����ã�W�R���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���Y�D�O�L�G�Q�R�V�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���P�H�W�R�G�D���]�D���P�M�H�U�H�Q�M�H��

IgG. Tablice su prikazane u Dodatku (Tablica D5 a i b). 

Standardni IgG plazma uzorci (IgG_STD_3_1_P do IgG_STD_3_4_P) imaju visoke i 

�N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �X�� �S�Rjedinim frakcijama. Na primjer: GP4 �L�P�D�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�X��

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�X�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �R�G��20,44 % s vrlo �Q�L�V�N�R�P�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�ã�ü�X���� �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�R�V�W��

mjerenja u ovoj frakciji. GP8 �S�R�N�D�]�X�M�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�]�P�H�ÿ�X��18,34 % i 18,71 % s 

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�R�P���Y�U�L�M�H�G�Q�R�ã�ü�X���R�G��18,49 %�����ã�W�R���W�D�N�R�ÿ�H�U���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���P�M�H�U�H�Q�M�D�� Frakcije kao 
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�ã�W�R���V�X��GP1, GP3 i GP22 �L�P�D�M�X���Y�U�O�R���Q�L�V�N�H���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���R�G��0,07 % s 

�Y�H�ü�R�P���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�ã�ü�X�����ã�W�R���V�X�J�H�U�L�U�D���Y�H�ü�X��nesigurnost u ovim mjerenjima. 

Flow-through uzorci ���,�J�*�B�6�7�'�B���B���B�)�7���G�R���,�J�*�B�6�7�'�B���B���B�)�7�����S�R�N�D�]�X�M�X���V�O�L�þ�Q�H���R�E�U�D�V�F�H���V��

�Q�H�ã�W�R���P�D�Q�M�L�P���S�U�R�V�M�H�þ�Q�L�P���U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���S�O�D�]�P�D���X�]�R�U�F�L�P�D GP4 u flow-

�W�K�U�R�X�J�K���X�]�R�U�F�L�P�D���L�P�D���V�O�L�þ�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����N�U�H�ü�X�ü�L���V�H���R�G��20,17% do 20,36% s 

prosjekom od 20,31%. Varijabilnost je niska (CV = 1,43%). GP8 u flow-through uzorcima 

�L�P�D���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���L�]�P�H�ÿ�X��18,34% i 18,59% �V���S�U�R�V�M�H�þ�Q�R�P���Y�U�L�M�H�G�Q�R�ã�ü�X���R�G��18,49%�����ã�W�R���M�H��

�Y�U�O�R���V�O�L�þ�Q�R���S�O�D�]�P�D���X�]�R�U�F�L�P�D�����&�9��� ��0,68%). GP13 �S�R�N�D�]�X�M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���L�]�P�H�ÿ�X��0,19% 

i 0,34% s prosjekom od 0,24% �L�� �Y�L�ã�R�P�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�ã�ü�X�� ���&�9�� � ��21,44%). GP14 ima relativno 

�V�W�D�E�L�O�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���R�G��13,81% do 14,13% �V���S�U�R�V�M�H�þ�Q�R�P���Y�U�L�M�H�G�Q�R�ã�ü�X���R�G��14,02% i niskim CV od 

0,95%�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���G�R�V�O�M�H�G�Q�R�V�W��mjerenja.  

Graf 5. �9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �,�J�*�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X��plazma i flow-through uzorcima prikazane 

p�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D. 

 

�6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L���X�]�R�U�F�L���L�P�D�M�X���Y�L�V�R�N�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�*���X���I�U�D�N�F�L�M�D�P�D���S�R�S�X�W���*�3�����L���*�3�������D�O�L���V��

manje varijacije. Na primjer, GP4 �L�P�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���������� �L�� ���������� ������Standardni 

�X�]�R�U�F�L�� �L�P�D�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�*�� �X�� �I�U�D�N�F�L�M�D�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��GP4 i GP8, ali s manje 

varijacija, dok uzorci poput GP1, GP3, GP13, i GP14 �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�H�ü�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� Niska 

varijabilnost �X�� �Y�H�ü�L�Q�L���I�U�D�N�F�L�M�D���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��GP4, GP8, i GP14, ukazuje na stabilnost i 
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�S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���P�H�W�R�G�D�����G�R�N��visoki CV u frakcijama poput GP1, GP3, i GP13 sugerira 

potrebu za dodatnim provjerama ili optimizacijom metoda mjerenja. 

�1�D�G�D�O�M�H���� �P�R�å�H�P�R�� �L�]�G�Y�R�M�L�W�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �X�Y�L�G�D���� �5�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�*�� �X�� �S�O�D�]�P�D��

�X�]�R�U�F�L�P�D���S�R�N�D�]�X�M�X���Y�H�ü�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����V���Q�D�M�Y�L�ã�L�P���X���*�3�����L���*�3�����N�R�M�L���V�X���G�R�V�O�M�H�G�Q�R���L�]�Q�D�G���������������X��

�Y�H�ü�L�Q�L���X�]�R�U�D�N�D�����G�R�N���V�X���X���I�O�R�Z-�W�K�U�R�X�J�K���X�]�R�U�F�L�P�D���W�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�H�����þ�H�V�W�R blizu nule. 

�,�J�*���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-�W�K�U�R�X�J�K���X�]�R�U�F�L�P�D���S�R�N�D�]�X�M�H���]�Q�D�W�Q�R���Q�L�å�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�*��

�X���V�Y�L�P���I�U�D�N�F�L�M�D�P�D�����þ�H�V�W�R���E�O�L�]�X���Q�X�O�H���L�O�L���X���Q�L�V�N�L�P���G�H�F�L�P�D�O�D�P�D�����7�R���S�R�N�D�]�X�M�H���G�D���M�H���Y�H�ü�L�Q�D���,�J�*-a 

�Y�H�]�D�Q�D�� �]�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D���� �G�R�N�� �M�H�� �V�D�P�R��mali ostatak prisutan u 

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D�� �X�� �I�U�D�N�F�L�M�D�P�D�� �I�O�R�Z-through uzoraka. �9�D�U�L�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �P�H�ÿ�X�� �X�]�R�U�F�L�P�D u 

plazmi postoji, ali frakcije GP4 i GP8 ostaju dosljedne. U flow-through uzorcima variabilnost 

je niska �L�� �W�R�� �V�� �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �E�O�L�]�X�� �Q�X�O�H���� �ã�W�R��ukazuje na konzistentnost �X�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L��

vezanja IgG tijekom �S�U�R�F�H�V�D���� �6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L���X�]�R�U�F�L���S�R�N�D�]�X�M�X���V�W�D�E�L�O�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���� �D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��

�S�D�U�D�P�H�W�U�L���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���L���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W���P�H�W�R�G�D���L�]�R�O�D�F�L�M�H���L���P�M�H�U�H�Q�M�D���,�J�*�� 

�$�Q�D�O�L�]�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �V�X�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H IgG-a u plazmi i flow-through uzorcima 

�Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�H���� �D�O�L�� �G�R�V�O�M�H�G�Q�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D���� �2�Y�D�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W��

�E�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���� �P�H�W�R�G�D�� �X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�D�� �L�O�L�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�K�� �W�H�K�Q�L�N�D���� �8�V�S�R�U�H�G�E�D�� �V�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�R�P��

�S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �G�D�� �V�X�� �Q�D�ã�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���� �J�G�M�H�� �M�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D��

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �]�D�� �R�F�M�H�Q�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���� �G�R�N�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� ���&�9���� �P�M�H�U�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�X��

�U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���� �.�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� ���&�9���� �X�� �S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �M�H�� �Y�L�ã�L�� �X�� �I�U�D�N�F�L�M�D�P�D�� �V�� �Q�L�å�L�P��

koncentracijama, dok je u flow-�W�K�U�R�X�J�K�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �&�9�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �Q�L�]�D�N���� �ã�W�R�� �V�X�J�H�U�L�U�D�� �G�D�� �M�H��

�P�H�W�R�G�D�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�D�� �L�� �S�R�X�]�G�D�Q�D�� �]�D�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�� �,�J�*-�D���� �3�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H��

�W�H�K�Q�L�þ�N�L�P�� �W�U�L�S�O�L�N�D�W�L�P�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �L�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D���� �8�� �S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D����

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Qe IgG-�D���G�R�V�H�å�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����R�V�R�E�L�W�R���X���I�U�D�N�F�L�M�D�P�D���*�3�������*�3�������*�3�����L��

�*�3�������� �V�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D�� �N�R�M�H�� �þ�H�V�W�R�� �S�U�H�O�D�]�H�� ���� %. Nasuprot tome, u flow-through uzorcima, 

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���V�X���]�Q�D�W�Q�R���Q�L�å�H�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R���Y�H�]�D�Q�M�H���,�J�*-a u plazmi. 

Usporedba �L�]�P�H�ÿ�X�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �,�J�*�� �X�� �S�O�D�]�P�L�� �L�� �I�O�R�Z-through uzorcima jasno 

�S�R�N�D�]�X�M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �,�J�*-�D���� �9�L�V�R�N�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �S�O�D�]�P�L���� �S�R�V�H�E�Q�R�� �X��

�I�U�D�N�F�L�M�D�P�D���*�3�����L���*�3�������X�N�D�]�X�M�X���Q�D���N�O�M�X�þ�Q�H���I�U�D�N�F�L�M�H���]�D���D�Q�D�O�L�]�X�����)�O�R�Z-through uzorci pokazuju 

�]�Q�D�W�Q�R�� �Q�L�å�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H���� �ã�W�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �,�J�*-a u plazmi. Standardni uzorci 

�S�U�X�å�D�M�X�� �V�W�D�E�L�O�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �L�� �Q�L�V�N�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���� �ã�W�R�� �L�K�� �þ�L�Q�L�� �S�R�X�]�G�D�Q�L�P�� �]�D�� �Y�D�O�L�G�D�F�L�M�X����



�†����. Uvod 46 

Cristina Maligec Diplomski rad 

�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L�����D�Y�H�U�D�J�H�����V�W�G�H�Y�����&�9�����S�R�N�D�]�X�M�X���Y�H�ü�X���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���X���S�O�Dzmi, dok su flow-

through uzorci stabilniji. 

2.6. GP vrijednosti IgA iz krvne plazme 
�$�Q�D�O�L�]�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �,�J�$�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���� �1�D��

primjer, u GP13, vrijednosti �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D��IgA  �N�U�H�ü�X�� �V�H�� �R�G��3,61 % do 7,98 %, dok u 

GP21 vrijednosti variraju od 15,97 % do 20,75 �������1�D�M�Y�L�ã�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�H���V�X���X��

�X�]�R�U�F�L�P�D�� �,�J�$�B�������B���B���B�3�� �L�� �,�J�$�B�������B���B���B�3���� �J�G�M�H�� �*�3������ �G�R�V�H�å�H�� �þ�D�N�� ���������� ������ �3�U�L�P�M�H�ü�X�M�H���V�H��

�G�D���*�3�������L���*�3�������S�R�N�D�]�X�M�X���N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�L�M�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���P�H�ÿ�X���X�]�R�U�F�L�P�D�����G�R�N���*�3�������L���*�3�������L�P�D�M�X��

najve�ü�H�� �R�V�F�L�O�D�F�L�M�H���� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �X�N�D�]�L�Y�D�W�L�� �Q�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�X�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �L�O�L�� �W�H�K�Q�L�þ�N�H�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�H�� �X��

analizi. �.�D�R�� �L�� �N�R�G�� �,�J�*���� �Q�H�N�L�� �X�]�R�U�F�L�� ���,�J�$�B�������B���B���B�3�� �L�� �,�J�$�B�������B���B���B�3���� �V�X�� �L�]�E�D�þ�H�Q�L�� �]�E�R�J��

�R�G�V�W�X�S�D�Q�M�D���R�G���R�V�W�D�O�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����X�V�O�L�M�H�G���O�R�ã�H���N�Y�D�O�L�W�H�W�H���V�S�H�N�W�D�U�D���Q�L�V�X���S�U�R�ã�O�L���N�R�Q�W�U�R�Ou kvalitete. 

Tablica je prikazana u Dodatku (Tablica D6). 

Graf 6. GP vrijednosti za IgA iz krvne plazme. 

 

2.7. GP vrijednosti IgA iz krvne �S�O�D�]�P�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K��
podataka 

�$�Q�D�O�L�]�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �V�X�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �,�J�$�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �L�]��

plazme relativno visoke, s niskim �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�P�D���� �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�D��

mjerenja (Graf 7)���� �3�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H�� �L�]�� �W�H�K�Q�L�þ�N�L�K�� �W�U�L�S�O�L�N�D�W�D���� �ã�W�R osigurava 

pouzdanost i preciznost rezultata. Uzorak GP13 prikazuje konzistentne rezultate unutar 
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�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D���� �1�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �X�]�R�U�D�N�� �,�J�$�B�������B�3�� �]�D�� �*�3������ �S�R�N�D�]�X�M�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�X�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�X��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�X���R�G�������������������G�R�N���X�]�R�U�D�N���,�J�$�B�������B�3���]�D���L�V�W�L���*�3�������L�P�D���Q�H�ã�W�R���Q�L�å�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W��

�R�G�� ���������� ������ �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �X�]�R�U�D�N�� �,�J�$�B�������B�3�� �]�D�� �*�3������ �E�L�O�M�H�å�L�� �Q�D�M�Q�L�å�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �V��

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�R�P�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�R�P�� �R�G�� ���������� ������ �2�Y�H�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �*�3������ �S�R�N�D�]�X�M�X�� �P�D�Q�M�X��

�U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W�� �J�O�L�N�D�Q�D���� �D�O�L�� �X�]�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �P�D�O�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H���� �ã�W�R�� �X�Nazuje na stabilnost 

�U�H�]�X�O�W�D�W�D���� �=�D�� �*�3�������� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �V�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H���� �1�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �X�]�R�U�D�N�� �,�J�$�B�������B�3�� �]�D�� �*�3������ �L�P�D��

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�X���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���R�G���������������������G�R�N���X�]�R�U�D�N���,�J�$�B�������B�3���S�R�N�D�]�X�M�H���Y�H�ü�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���R�G��

22,13 %. Uzorak IgA_021_P za GP20 prikazuje vrijednost od 2���������� ������ �ã�W�R�� �M�H�� �E�O�L�V�N�R��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D�� �R�V�W�D�O�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D�� �]�D�� �R�Y�D�M�� �*�3���� �2�Y�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �*�3������ �X�N�D�]�X�M�X�� �Q�D�� �Y�H�ü�X��

raznolikost glikanskih struktura u odnosu na GP13, ali su i dalje unutar uskog raspona koji 

�S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���P�M�H�U�H�Q�M�D����Usporedbom uzoraka unutar svakog GP-�D���S�U�L�P�M�H�ü�X�M�H���V�H���G�D���V�X��

�J�O�L�N�D�Q�V�N�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���V�W�D�E�L�O�Q�H�����V���P�D�O�L�P���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D�P�D���X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D�� 

Graf 7. GP vrijednosti za IgA iz krvne plazme uzorcima p�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D. 

 

2.8. Vrijednosti GP-a IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a 
IgA flow-through je dobiven nakon izolacije IgG i prikazuju varijacije u vrijednostima GP 

IgA-a koje nisu vezane na kolonu tijekom izolacije. Prema dostupnim podacima iz tablice D8, 

�Q�D�M�Q�L�å�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�$���S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�H���V�X���X���*�3���������J�G�M�H���V�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���X�]�R�U�N�H��

0

10

20

30

40

50

60

70

A
V

E
R

A
G

E

S
T

D
E

V

C
V

A
V

E
R

A
G

E

S
T

D
E

V

C
V

A
V

E
R

A
G

E

S
T

D
E

V

C
V

A
V

E
R

A
G

E

S
T

D
E

V

C
V

A
V

E
R

A
G

E

S
T

D
E

V

C
V

A
V

E
R

A
G

E

S
T

D
E

V

C
V

A
V

E
R

A
G

E

S
T

D
E

V

C
V

A
V

E
R

A
G

E

S
T

D
E

V

C
V

IgA_005_P IgA_010_P IgA_013_P IgA_018_P IgA_021_P IgA_026_P IgA_030_P IgA_039_P

GP13 GP14 GP15 GP18 GP20 GP21



�†����. Uvod 48 

Cristina Maligec Diplomski rad 

unutar raspona od 6,7 % do 9,3 ������ �6�X�S�U�R�W�Q�R�� �W�R�P�H���� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �,�J�$�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �V�X�� �X��

�*�3�������� �V�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D�� �N�R�M�H�� �G�R�V�W�L�å�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���������� % i 21,60 ���� �X�N�X�S�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H��

kromatograma. Analizom ostalih, poput GP14 i GP20, �Y�L�G�L���V�H���G�D���V�X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���W�D�N�R�ÿ�H�U��

�]�Q�D�W�Q�H���� �8�� �*�3�������� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�H�� �N�U�H�ü�X�� �R�G�� ���������� % do 21,68 ������ �G�R�N�� �X�� �*�3������ �Y�D�U�L�U�D�M�X�� �L�]�P�H�ÿ�X��

13,19 % i 21,83 %. Ove varijacije pokazuju da �V�X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through uzorcima 

�Q�L�å�H���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���X�]�R�U�F�L�P�D���L�]���S�O�D�]me. 

Graf 8. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a. 

 

2.9. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a 
prikazane �S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D  

Uozrci dobiveni iz flow-�W�K�U�R�X�J�K���S�R�N�D�]�X�M�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X��usporedbi s 

�X�]�R�U�F�L�P�D�� �L�]�� �S�O�D�]�P�H���� �ã�W�R���M�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R���]�E�R�J�� �S�R�W�H�F�L�M�D�O�Q�R�J�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �,�J�$�� �S�U�L�O�L�N�R�P��

izolacije IgG-�D���Q�D���P�R�Q�R�O�L�W�X���� �3�U�R�V�M�H�þ�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���X�]�R�U�N�H���Y�D�U�L�U�D�M�X���� �Q�R���]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X��

relativno konzistentne rezultate unutar svakog uzorka, kako je prikazano u grafu 9. Uzorak 

�,�J�$�B���������B�)�7�� �L�P�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �N�R�M�H�� �V�H�� �N�U�H�ü�X�� �R�G�� ���� ���� �G�R�� ������ ���� �X�N�X�S�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X��

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�����ã�W�R���M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�H���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���S�O�D�]�P�D���X�]�R�U�F�L�P�D���� 

�*�3�������L�P�D���S�U�R�V�M�H�þ�Q�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���R�G�������������������G�R�N���*�3�������L�P�D���]�Q�D�W�Q�R���Y�L�ã�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�Vt od 18,48 

������ �3�U�L�P�M�H�U�L�F�H���� �*�3������ �Y�D�U�L�U�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���������� ���� ���,�J�$�B�������B�)�7���� �L�� ������������ ���� ���,�J�$�B�������B�)�7������ �*�3������
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p�R�N�D�]�X�M�H���Q�D�M�Y�H�ü�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���R�G���������������������X�]���Q�L�V�N�X���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X���R�G�����������������L��

�&�9�� �R�G�� ���������� ������ �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� Standardna devijaci�M�D�� �M�H�� �Q�L�V�N�D�� �]�D�� �Y�H�ü�L�Q�X��

�X�]�R�U�D�N�D���� �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �G�R�V�O�M�H�G�Q�R�V�W�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D���� �*�3�������� �S�U�L�P�M�H�U�L�F�H���� �L�P�D�� �Y�U�O�R�� �Q�L�V�N�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X��

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�� �R�G�� ���������� ���� ���,�J�$�B�������B�)�7������ �G�R�N�� �*�3������ �X�� �X�]�R�U�N�X�� �,�J�$�B�������B�)�7�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �Q�H�ã�W�R�� �Y�L�ã�X��

varijabilnost sa standardnom devijacijom od 2,14 %. Koefici�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �Y�H�ü�X��

relativnu v�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �N�R�G�� �X�]�R�U�D�N�D�� �V�� �Q�L�å�L�P�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D. Za GP18, CV za 

IgA_018_FT iznosi 26,05 %, dok GP12 �S�R�N�D�]�X�M�H�� �Q�L�å�L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �R�G�� ���������� ������ �ã�W�R��

ukazuje na manju varijabilnost unutar tog uzorka. 

Graf 9. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a prikaza�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X��

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D�� 

 

2.10. Usporedba dobivenih vrijednosti �L�]�P�H�ÿ�X��IgA plazme i IgA 
�U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through uzorcima standarda   

�5�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H��IgA u uzorcima plazme s�X���V�O�L�M�H�G�H�ü�H����IgA u plazma uzorcima prikazane 

na grafu 10 �V�X�� �Q�L�å�H�� �Q�H�J�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�R Uzorak IgA_STD_3_1_P prikazuje 

�U�D�V�S�R�Q�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �R�G�� ���������� ���� �G�R�� ������������ ������ �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �*�3�� �X�]�R�U�F�L�P�D���� �V�� �Q�D�M�Y�H�ü�R�P��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�ã�ü�X���N�R�G���*�3���������������������������L���Q�D�M�Q�L�å�R�P���N�R�G���*P29 (0,14 %). Ostali plazma uzorci, poput 
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�,�J�$�B�6�7�'�B���B���B�3�� �L�� �,�J�$�B�6�7�'�B���B���B�3���� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �V�O�L�þ�D�Q�� �U�D�V�S�R�Q���� �V�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�L�P�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D��

�L�]�P�H�ÿ�X�����������������L���������������������ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���Y�H�ü�X���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�X���P�H�ÿ�X���*�3���X�]�R�U�F�L�P�D�� 

U flow-�W�K�U�R�X�J�K���X�]�R�U�F�L�P�D�����Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���]�Q�D�þ�D�M�Q�H����Na primjer, IgA_STD_3_1_FT 

�S�R�N�D�]�X�M�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���������� ���� �L�� ������������ ������ �G�R�N�� �,�J�$�B�6�7�'�B���B���B�)�7�� �L��

�,�J�$�B�6�7�'�B���B���B�)�7�� �L�P�D�M�X�� �V�O�L�þ�Q�H�� �U�D�V�S�R�Q�H���� �1�D�M�Y�H�ü�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�X�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �N�R�G�� �*�3������ ���G�R��

���������������������G�R�N���Q�D�M�Q�L�å�H���Y�D�U�L�U�D�M�X���L�]�P�H�ÿ�X�����������������L���������������� 

Graf 10 pokazuj�H�� �G�D�� �V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �]�D�� �Y�H�ü�L�Q�X�� �X�]�R�U�D�N�D�� �X�Q�X�W�D�U�� ��-5 %, uz 

povremene pikove �N�R�M�L�� �G�R�V�W�L�å�X�� �G�R�� ��-���� ���� �X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�R�S�X�W�� �*�3�������� �6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D��

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���L���&�9���S�R�N�D�]�X�M�X���Y�H�ü�X���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���N�R�G���X�]�R�U�D�N�D���V���Q�L�å�L�P���U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D�����N�D�R��

�ã�W�R���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�R���Q�D���J�U�D�I�X�����6�W�G�H�Y���Y�D�U�L�U�D���L�]�P�H�ÿ�X���������������G�R�������������G�R�N���&�9�����]�E�R�J���Q�L�å�L�K���D�S�V�R�O�X�W�Q�L�K��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����S�R�N�D�]�X�M�H���Y�H�ü�H���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� 

Graf 10. �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�$���S�O�D�]�P�H���L���,�J�$���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���Ilow-

through uzorcima standarda prikazane �S�R�P�R�ü�X �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D. 

 

�1�D���W�H�P�H�O�M�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D�����P�R�å�H���V�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���V�X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�$���X���S�O�D�]�P�L���L��

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �I�O�R�Z-through uzorcima uzorcima varijabilne, ali konzistentne unutar 
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�S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �X�]�R�U�D�N�D���� �2�Y�D�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���� �L��

�P�H�W�R�G�D���D�Q�D�O�L�]�H�����8�V�S�R�U�H�G�E�D���V���O�L�W�H�U�D�W�X�U�R�P���S�R�N�D�]�X�M�H���G�D���V�X���Q�D�ã�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���X���V�N�O�D�G�X���V���S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �N�R�M�D�� �V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�D�� �Y�L�V�R�N�H�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �X�� �,�J�$�� �P�H�ÿ�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �X�]�R�U�F�L�P�D����

�0�R�å�H�P�R���L�V�W�D�N�Q�X�W�L���Q�H�N�R�O�L�N�R���N�O�M�X�þ�Q�L�K���X�Y�L�G�D�� 

1. �8�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �,�J�$���� �9�L�V�R�N�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�$�� �X�� �S�O�D�]�P�D��

�X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X�� �X�V�S�M�H�ã�Q�X�� �L�]�R�O�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �G�R�N�� �Q�L�V�N�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �I�O�R�Z-

�W�K�U�R�X�J�K�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �X�N�D�]�X�M�X�� �Q�D�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �,�J�$�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �,�J�*-a iz 

plazme. 

2. Konzistentnost rezultata: Niska standardna devijacija (Stdev) u plazma i flow-through 

�X�]�R�U�F�L�P�D���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���G�R�V�O�M�H�G�Q�R�V�W���P�M�H�U�H�Q�M�D���X�Q�X�W�D�U���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���X�]�R�U�D�N�D���� �7�R���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���G�D��

�V�X���U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�W�D�E�L�O�Q�L���X�Q�X�W�D�U���W�H�K�Q�L�þ�N�L�K���W�U�L�S�O�L�N�D�W�D�� 

3. Varijabilnost u flow-throu�J�K���X�]�R�U�F�L�P�D�����9�L�ã�L���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9�����X���I�O�R�Z-through 

�X�]�R�U�F�L�P�D���� �L�D�N�R�� �M�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�� �]�E�R�J�� �Q�L�å�L�K�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �M�H�� �X�N�X�S�Q�D��

�Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���M�R�ã���X�Y�L�M�H�N���S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�D���L���Q�H���X�W�M�H�þ�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�D���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W���U�H�]�X�O�W�D�W�D�� 

4. Validacija metoda: Standard�Q�L���X�]�R�U�F�L���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X���W�R�þ�Q�R�V�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���P�H�W�R�G�D���L���V�O�X�å�H���N�D�R��

�U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�H���W�R�þ�N�H���]�D���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�X�����6�W�D�E�L�O�Q�H���L���Q�L�V�N�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���&�9���X���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D��

�S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X���Y�L�V�R�N�X���U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�L�O�Q�R�V�W���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�� 
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3. RASPRAVA 

�8���R�Y�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�H���V�X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���J�O�L�N�R���S�L�N�R�Y�D���Q�D���,�J�*-u u uzorcima iz 

plazme i iz flow-through-�D���W�H���V�X���X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H���V���U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�L�P���V�W�D�Q�G�D�U�G�L�P�D�����&�L�O�M���M�H���E�L�R���S�U�R�F�L�M�H�Q�L�W�L��

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���P�H�W�R�G�D���L�]�R�O�D�F�L�M�H���L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���V�H�N�Y�H�Q�F�L�M�D�O�Q�H���L�]�R�O�D�F�L�M�H���,�J�*���L�]���L�V�W�R�J���X�]�R�U�N�D���S�O�D�]�P�H��

nakon izolacije IgA te usporediti dobivene rezultate s podacima iz literature kako bismo stekli 

�X�Y�L�G���X���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W���Q�D�ã�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D�� 

�7�H�K�Q�L�þ�N�L�� �W�U�L�S�O�L�N�D�W�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �X�� �Q�D�ã�H�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �L�J�U�D�O�L�� �V�X�� �N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �R�V�L�J�X�U�D�Y�D�Q�M�X��

preciznosti i pouzdanosti rezultata. Triplikati se koriste za smanjenje utjecaja 

�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L�K���S�R�J�U�H�ã�D�N�D���L���]�D���S�U�R�F�M�H�Q�X���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���X�Q�X�W�D�U���X�]�R�U�D�N�D�����8���S�U�D�N�V�L�����W�R���]�Q�D�þ�L���G�D��

�V�Y�D�N�L���X�]�R�U�D�N���S�U�R�O�D�]�L���N�U�R�]���D�Q�D�O�L�]�X���W�U�L���S�X�W�D�����D���U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�H���]�D�W�L�P���S�U�R�V�M�H�þ�Q�R���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�M�X���N�D�N�R���E�L��

�V�H�� �G�R�E�L�O�D�� �Q�D�M�W�R�þ�Q�L�M�D�� �L�� �Q�D�M�S�R�X�]�G�D�Q�L�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���� �2�Y�D�� �P�H�W�R�G�D�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �E�R�O�M�X�� �S�U�R�F�M�H�Q�X��

�N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�W�Q�R�V�W�L�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �L�� �S�R�P�D�å�H�� �X�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�M�X�� �H�Y�H�Q�W�X�D�O�Q�L�K�� �D�Q�R�P�D�O�L�M�D�� �X�� �S�R�G�D�F�L�P�D����

�8�V�S�R�U�H�G�E�D�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�D�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X��

triplikata pokazuje visoku preciznost n�D�ã�L�K�� �P�H�W�R�G�D���� �ã�W�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �G�D�� �V�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�L���L���U�H�O�H�Y�D�Q�W�Q�L�� 

�1�D�ã�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �Q�D�� �,�J�*-u iz plazme, 

�N�R�M�H���V�H���N�U�H�ü�X���R�G�������G�R���������������6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�����6�W�G�H�Y�����R�Y�L�K���P�M�H�U�H�Q�M�D���M�H���Q�L�V�N�D�����L�]�P�H�ÿ�X����,3 i 

���������������ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���G�R�V�O�M�H�G�Q�R�V�W���Q�D�ã�L�K���P�H�W�R�G�D�����.�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9�����W�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���Q�L�]�D�N����

�R�N�R�� �������� ������ �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �Q�D�ã�L�K�� �P�M�H�U�H�Q�M�D���� �3�R�G�D�F�L�� �L�]�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�H�� �S�R�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �Q�D�ã�H��

�Q�D�O�D�]�H�����1�D���S�U�L�P�M�H�U�����=�K�D�Q�J���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�*���X��

�S�O�D�]�P�L�� �R�G�� ������ �G�R�� ������ ������ �X�]�� �Q�L�V�N�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X���� �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �V�O�L�þ�Q�X�� �U�D�]�L�Q�X��

dosljednosti.41 �/�L�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�X�� �S�U�L�M�D�Y�L�O�L�� �V�O�L�þ�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �V���S�U�R�V�M�H�þ�Q�L�P��

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D od 9 do 17 % i niskom standardnom �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P���� �ã�W�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H��

�S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W���Q�D�ã�L�K���Q�D�O�D�]�D��42 �:�D�Q�J���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H��

�,�J�*�� �R�G�� ������ �G�R�� ������ ������ �V�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���� �L�� ���� ������ �ã�W�R�� �M�H�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �Q�D�ã�L�P��

rezultatima.43 �1�D�ã�L�� �J�O�L�N�D�Q�L�� �Q�D�� �,�J�*-u iz flow-through-a dobivenog nakon izolacije IgA 

pokazuju znatno ni�å�H���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���� �N�R�M�H���V�H���N�U�H�ü�X���R�G���������� �G�R������ ������ �6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D��

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� ���6�W�G�H�Y���� �R�Y�L�K�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �Q�L�V�N�D���� �L�]�P�H�ÿ�X�� �������� �L�� �������� ������ �D�O�L�� �M�H�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W��

�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �Y�L�ã�L���� �R�N�R�� ������ ������ �]�E�R�J�� �Q�L�å�L�K��apsolutnih intenziteta. Ovi nalazi su u skladu s 

�O�L�W�H�U�D�W�X�U�R�P�����&�K�H�Q���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�*���X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �I�O�R�Z-�W�K�U�R�X�J�K�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �R�G�� �������� �G�R�� �������� ������ �X�]�� �Q�L�V�N�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X���� �D�O�L�� �Y�L�ã�L��
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koeficijent varijacije od 12 do 18 %.44 �/�H�H���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L���������������� �S�U�L�M�D�Y�L�O�L���V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �R�G�� �������� �G�R�� ������ ������ �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�� �Q�L�V�N�R�P�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P��

�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ������ �L�� ������ ����45 �.�L�P�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L�� �V�X�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H �,�J�*�� �R�G�� �������� �G�R�� �������� ������ �V�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �R�G�� ������ �G�R�� ������ ������ �ã�W�R�� �M�H�� �G�R�V�O�M�H�G�Q�R��

�Q�D�ã�L�P�� �Q�D�O�D�]�L�P�D��46 �1�D�ã�L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�� �X�]�R�U�F�L�� �,�J�*-�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �L�� �V�W�D�E�L�O�Q�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����N�R�M�H���V�H���N�U�H�ü�X���R�G���������G�R���������������6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�����6�W�G�H�Y�����M�H���Q�L�V�N�D�����L�]�P�H�ÿ�X������5 i 

���� ������ �D�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �Q�L�]�D�N���� �R�N�R�� ���� ������ �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �Y�L�V�R�N�X�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �L�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W��

�P�M�H�U�H�Q�M�D�����2�Y�L���Q�D�O�D�]�L���V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L���O�L�W�H�U�D�W�X�U�R�P���� �'�D�Y�L�V���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L���������������� �]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X��

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�*���X���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D���R�G���������G�R��28 %, uz nisku standardnu 

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���� �L�� ���� ����47 Taylor i suradnici (2018) prijavili su 

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �R�G�� ������ �G�R�� ������ ������ �X�]�� �Q�L�V�N�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W��

�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X�������L�������������ã�W�R���M�H���X�V�S�R�U�H�G�L�Y�R���V���Q�D�ã�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D��48 Williams i suradnici (2016) 

�]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L�� �V�X�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�*�� �R�G�� ������ �G�R�� ������ ������ �V�� �Q�L�V�N�R�P�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P��

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �������� �L�� ���� ������ �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X�ü�L�� �Y�L�V�R�N�X�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W��

standardnih uzoraka.49  

U ovom �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �V�P�R�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�O�L�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�D�� �$�� ���,�J�$���� �X��

�X�]�R�U�F�L�P�D���S�O�D�]�P�H���L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through uzorcima, te ih usporedili s referentnim 

�V�W�D�Q�G�D�U�G�L�P�D�����&�L�O�M���M�H���E�L�R���S�U�R�F�L�M�H�Q�L�W�L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���P�H�W�R�G�D���L�]�R�O�D�F�L�M�H���L���P�M�H�U�H�Q�M�D���,�J�$���W�H���X�V�S�R�Uediti 

�G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �V�� �S�R�G�D�F�L�P�D�� �L�]�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�H�� �N�D�N�R�� �E�L�V�P�R�� �V�W�H�N�O�L�� �X�Y�L�G�� �X�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �Q�D�ã�L�K��

�U�H�]�X�O�W�D�W�D�����2�Y�H���D�Q�D�O�L�]�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�X���X�Y�L�G���X���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���L�]�R�O�D�F�L�M�H�� 

�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �Q�D�ã�H�� �V�W�X�G�L�M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X�� �G�D�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �P�H�W�R�G�H�� �E�L�O�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�H�� �X�� �L�]�R�O�D�F�L�M�L�� �,�J�$����

Relativne p�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �V�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �,�J�$���� �G�R�N�� �V�X�� �X�� �I�O�R�Z-

�W�K�U�R�X�J�K���X�]�R�U�F�L�P�D���W�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���E�L�O�H���Q�L�V�N�H�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���X�V�S�M�H�ã�Q�R���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���,�J�$���X���S�O�D�]�P�L�� 

�1�D�ã�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�$�� �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�O�D�]�P�H���� �N�Rje se 

�N�U�H�ü�X���R�G�����������G�R�����������������6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�����6�W�G�H�Y�����R�Y�L�K���P�M�H�U�H�Q�M�D���M�H���Q�L�V�N�D�����L�]�P�H�ÿ�X�����������L����������

�������ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���G�R�V�O�M�H�G�Q�R�V�W���Q�D�ã�L�K���P�H�W�R�G�D�����.�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����&�9�����W�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���Q�L�]�D�N�����R�N�R��

�����������ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W���Q�D�ã�L�K���P�M�H�U�H�Q�M�D�����3�R�G�D�F�L���L�]���O�L�W�H�U�D�W�X�U�H���S�R�G�U�å�D�Y�D�M�X���Q�D�ã�H���Q�D�O�D�]�H�����1�D��

�S�U�L�P�M�H�U�����6�P�L�W�K���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�$���X���S�O�D�]�P�L���R�G������

�G�R���������������X�]���Q�L�V�N�X���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�����ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���V�O�L�þ�Q�X���U�D�]�L�Q�X���G�R�V�O�M�H�G�Q�R�V�W�L��50 Johnson i 

�V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������W�D�N�R�ÿ�H�U���V�X���S�U�L�M�D�Y�L�O�L���V�O�L�þ�Q�H���U�H�]�X�O�W�D�W�H���V���S�U�R�V�M�H�þ�Q�R�P �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�R�P od 4 

�G�R�����������L���Q�L�V�N�R�P���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P�����ã�W�R���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W���Q�D�ã�L�K���Q�D�O�D�]�D��51 Brown i 

�V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�$���R�G�������G�R�������������V���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P��
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varijacij�H���L�]�P�H�ÿ�X�������L�������������ã�W�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V���Q�D�ã�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D��52  �1�D�ã�L���X�]�R�U�F�L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H��

u flow-�W�K�U�R�X�J�K�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �]�Q�D�W�Q�R�� �Q�L�å�H�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�$���� �N�R�M�H�� �V�H��

�N�U�H�ü�X���R�G�����������G�R�����������������6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�����6�W�G�H�Y�����R�Y�L�K���P�M�H�U�H�Q�M�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���Q�L�V�N�D�����L�]�P�H�ÿ�X��

0,05 i 0,15 %, ali je koefici�M�H�Q�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���Y�L�ã�L�����R�N�R��������������Ovi nalazi su u skladu s literaturom. 

�0�L�O�O�H�U���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�$���X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X��

flow-through uzorcima uzorcima od 0,4 do 1,3 %, �X�]�� �Q�L�V�N�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X���� �D�O�L�� �Y�L�ã�L��

koeficijent varijacije od 8 do 12 %.53 �&�O�D�U�N���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������S�U�L�M�D�Y�L�O�L���V�X���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �R�G�� �������� �G�R�� �������� ������ �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�� �Q�L�V�N�R�P�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P��

�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���� �L�� ������ ����54  Evan�V�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L�� �V�X�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�$���R�G�����������G�R�����������������V���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���R�G�������G�R���������������ã�W�R���M�H���G�R�V�O�M�H�G�Q�R���Q�D�ã�L�P��

nalazima.55 �1�D�ã�L���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L���X�]�R�U�F�L���,�J�$���S�R�N�D�]�X�M�X���Y�L�V�R�N�H���L���V�W�D�E�L�O�Q�H���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����N�R�M�H��

�V�H�� �N�U�H�ü�X�� �R�G������ �G�R�� ������ ������ �6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� ���6�W�G�H�Y���� �M�H�� �Q�L�V�N�D���� �L�]�P�H�ÿ�X�� �������� �L�� �������� ������ �D��

�N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �Q�L�]�D�N���� �R�N�R�� �������� ������ �ã�W�R�� �X�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�� �Y�L�V�R�N�X�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �L�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W��

�P�M�H�U�H�Q�M�D�����2�Y�L���Q�D�O�D�]�L���V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L���O�L�W�H�U�D�W�X�U�R�P���� �'�D�Y�L�V���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L���������������� �]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X��

p�U�R�V�M�H�þ�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���,�J�$���X���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D���R�G�������G�R���������������X�]���Q�L�V�N�X���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X��

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���� �L�� ���� ����56 Taylor i suradnici (2018) prijavili su 

�S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �R�G�� ���� �G�R�� ������ ������ �X�]�� �Q�L�V�N�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X��i koeficijent 

�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X�������L�������������ã�W�R���M�H���X�V�S�R�U�H�G�L�Y�R���V���Q�D�ã�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D��57 Williams i suradnici (2016) 

�]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L�� �V�X�� �S�U�R�V�M�H�þ�Q�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�$�� �R�G�� ���� �G�R�� ������ ������ �V�� �Q�L�V�N�R�P�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�P��

�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�R�P�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�R�P�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �������� �L�� ���� ������ �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X�ü�L�� �Y�L�V�R�N�X�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W��

standardnih uzoraka.58 

 �8���R�Y�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�����G�H�W�D�O�M�Q�R���V�P�R���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�O�L���J�O�L�N�D�Q�V�N�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�D���*�����,�J�*����

�L���$�����,�J�$�����N�R�U�L�V�W�H�ü�L���+�,�/�,�&-UPLC-�)�/�5���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�X�����5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L���V���U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�L�P��

�O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�P���S�R�G�D�F�L�P�D�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���S�R�G�D�W�N�H���L�]���]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�R�J���þ�O�D�Q�N�D���â�W�D�P�E�X�N���L���V�X�U�������������������N�R�M�L��

�S�U�X�å�D�M�X���Y�D�å�D�Q���N�R�Q�W�H�N�V�W���]�D���U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D���X���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�L���R�Y�L�K���L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�D��24  

Na temelju analize gliko �S�L�N�R�Y�D���L�]���Q�D�ã�H�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���L���S�R�G�D�W�D�N�D���L�]���þ�O�D�Q�N�D�����S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�R���M�H��

da IgG pokazuje manje raznolike glikanske strukture, s naglaskom na biantennarne i 

fukozilirane glikane s niskom razinom sialilizacije. Ova karakteristika IgG-�D���P�R�å�H���V�H���S�U�L�S�L�V�D�W�L��

njegovoj ulozi u sistemskom imunitetu, gdje je stabilnost i konzistentnost glikanskih struktura 

�R�G���Y�H�O�L�N�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L�����6���G�U�X�J�H���V�W�U�D�Q�H�����,�J�$���S�R�N�D�]�X�M�H���Y�H�ü�X���U�D�]�Q�R�O�L�N�R�V�W���X���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�L�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��

�Y�L�V�R�N�H���Q�L�Y�R�H���V�L�D�O�L�O�L�]�D�F�L�M�H���L���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H�����ã�W�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V���Q�M�H�J�R�Y�R�P���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P���I�X�Q�N�F�L�M�R�P���X��

�]�D�ã�W�L�W�L�� �P�X�N�R�]�Q�L�K�� �P�H�P�E�U�D�Q�D���� �.�D�G�D�� �X�V�S�R�U�H�G�L�P�R�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �L�]�� �Q�D�ã�H�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V��
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�R�Q�L�P�D�� �L�]�� �þ�O�D�Q�N�D���� �X�R�þ�D�Y�D�P�R�� �G�D�� �V�H�� �Q�D�ã�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �S�R�G�X�G�D�U�D�M�X�� �V�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�P��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D���� �L�D�N�R�� �S�R�V�W�R�M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �N�R�M�H�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�H�� �V�� �L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O�Q�L�P��

�Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D�P�D���P�H�ÿ�X���X�]�R�U�F�L�P�D�����2�V�L�P���W�R�J�D�����Y�L�G�O�M�L�Y�D���M�H���N�R�Q�]�L�V�W�H�Q�Wnost u dominantnim glikanskim 

�V�W�U�X�N�W�X�U�D�P�D�����D�O�L���L���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D���N�R�M�H���P�R�J�X�� �S�U�R�L�]�D�ü�L���L�]�� �E�L�R�O�R�ã�N�H���K�H�W�H�U�R�J�H�Q�R�V�W�L���L�V�S�L�W�D�Q�L�K��

�X�]�R�U�D�N�D���� �â�W�D�P�E�X�N�� �L�� �V�X�U���� �������������� �Q�D�J�O�D�ã�D�Y�D�M�X�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �V�L�D�O�L�O�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�R�V�H�E�Q�R��

�L�V�W�D�N�Q�X�W�L���X���,�J�$���X�]�R�U�F�L�P�D�����ã�W�R���V�H���S�R�G�X�G�D�U�D���V���Q�D�ã�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�����J�G�M�H���V�X���Y�L�ã�H�V�L�D�O�L�O�L�]�L�U�D�Q�L���J�O�L�N�D�Q�L��

dominantni u IgA kromatogramima.24 

�.�U�L�W�L�þ�N�D�� �X�V�S�R�U�H�G�E�D�� �Q�D�ã�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �V�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�P�� �S�R�G�D�F�L�P�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �Q�D�ã�L�K��

�Q�D�O�D�]�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Y�D�å�Q�R�� �M�H�� �Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �L�� �P�R�J�X�ü�L�K�� �L�]�Y�R�Ua 

varijabilnosti: 

1. �0�H�W�R�G�R�O�R�ã�N�H���U�D�]�O�L�N�H���� �U�D�]�O�L�N�H���X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�P���P�H�W�R�G�D�P�D���L�]�R�O�D�F�L�M�H���L���D�Q�D�O�L�]�H���,�J�*���L�� �,�J�$��

�P�R�J�X�� �X�W�M�H�F�D�W�L�� �Q�D�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H���� �1�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �S�U�R�W�R�N�R�O�L�� �]�D�� �S�U�L�S�U�H�P�X�� �X�]�R�U�D�N�D����

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D�� �L�� �X�Y�M�H�W�L�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D�� �P�R�J�X�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �Y�D�U�L�M�Dcija u 

koncentracijama IgG i IgA. 

2. �%�L�R�O�R�ã�N�D�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���� �E�L�R�O�R�ã�N�D�� �K�H�W�H�U�R�J�H�Q�R�V�W�� �X�]�R�U�D�N�D�� �S�O�D�]�P�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�å�H��

�X�W�M�H�F�D�W�L���Q�D���U�H�]�X�O�W�D�W�H�����,�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���P�H�ÿ�X���G�R�Q�R�U�L�P�D�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���]�G�U�D�Y�V�W�Y�H�Q�R��

�V�W�D�Q�M�H���L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���S�U�R�I�L�O�����P�R�J�X���S�U�L�G�R�Q�L�M�H�W�L���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���N�R�Q�F�Hntracija IgG i IgA. 

3. �7�H�K�Q�L�þ�N�D�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W���� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� �P�M�H�U�Q�L�K�� �L�Q�V�W�U�X�P�H�Q�D�W�D�� �L�� �W�H�K�Q�L�N�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�J�U�D�M�X��

�Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D���� �1�D�ã�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�X��

�S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W���� �D�O�L�� �M�H�� �X�Y�L�M�H�N�� �Y�D�å�Q�R�� �R�V�L�J�X�U�D�W�L�� �N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�X�� �L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�L�]�D�F�L�M�X�� �P�M�H�U�Q�Lh 

procedura. 
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4. �=�$�.�/�-�8�ý�$�.  

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���M�H���S�R�N�D�]�D�O�R���G�D���M�H���U�D�]�Y�L�M�H�Q�D���P�H�W�R�G�D���]�D���X�]�D�V�W�R�S�Q�X���L�]�R�O�D�F�L�M�X���L���D�Q�D�O�L�]�X��N-glikana 

imunoglobulina A (IgA) i imunoglobulina G (IgG) iz istog uzorka ljudske krvne plazme 

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�D�� �L�� �S�R�X�]�G�D�Q�D���� �8�S�R�W�U�H�E�R�P�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�Iije za izolaciju IgG-�D�� �S�R�P�R�ü�X��

�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�� �L�� �,�J�$�� �S�R�P�R�ü�X�� �&�D�S�W�X�U�H�6�H�O�H�F�W�Œ�� �,�J�$�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�L�K�� �]�U�Q�D�F�D���� �R�P�R�J�X�ü�H�Q�R�� �M�H�� �S�U�H�F�L�]�Q�R��

odvajanje i analiza N-glikana vezanih na ove proteine. Enzimsko odvajanje N-glikana, 

�Q�M�L�K�R�Y�R�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �+�,�/IC-UHPLC-FLR metodologije 

�R�P�R�J�X�ü�L�O�R�� �M�H�� �G�H�W�D�O�M�Q�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�X�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D���� �3�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�H�� �P�H�W�R�G�H��

�S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D���M�H���N�U�R�]���Q�L�V�N�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H�����V�W�G�H�Y�����L���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�D���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�����F�Y������

�ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���Y�L�V�R�N�X���S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W���L���U�H�S�U�R�G�X�F�Lbilnost rezultata. 

�.�D�G�D�� �V�H�� �X�V�S�R�U�H�G�H�� �P�H�W�R�G�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �]�D�� �,�J�*�� �L�� �,�J�$���� �P�R�å�H�� �V�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �V�Y�D�N�D�� �R�G�� �Q�M�L�K�� �L�P�D��

�V�Y�R�M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���S�U�H�G�Q�R�V�W�L�����,�J�*���D�Q�D�O�L�]�D�����0�H�W�R�G�D���L�]�R�O�D�F�L�M�H���,�J�*-�D���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���*���M�H���Y�L�V�R�N�R��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���L���U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�L�O�Q�D�����R�P�R�J�X�ü�X�M�X�ü�L���L�]�R�O�D�F�L�M�X���þ�L�V�W�L�K���Xzoraka IgG-a. HILIC-UHPLC-FLR 

�D�Q�D�O�L�]�D�� �S�U�X�å�L�O�D�� �M�H�� �G�H�W�D�O�M�Q�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�X��N-�J�O�L�N�D�Q�D�� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �Q�D�� �,�J�*���� �ã�W�R�� �M�H�� �N�R�U�L�V�Q�R�� �]�D��

�U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�P�� �V�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �L�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P��

�V�W�D�Q�M�L�P�D���� �1�D�ã�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�*�� �X�� �S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �L�� �Q�L�V�N�H��

�U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �I�O�R�Z-through uz�R�U�F�L�P�D���� �ã�W�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �P�H�W�R�G�D�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H����

Niska standardna devijacija i koeficijent varijacije u plazma i standardnim uzorcima ukazuju 

�Q�D�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�� �L�� �G�R�V�O�M�H�G�Q�R�V�W�� �P�M�H�U�H�Q�M�D���� �,�J�$�� �D�Q�D�O�L�]�D���� �&�D�S�W�X�U�H�6�H�O�H�F�W�Œ�� �,�J�$�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�D�� �]�U�Q�F�D��

�R�P�R�J�X�ü�L�O�D�� �V�X�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�X izolaciju IgA iz plazme, uz minimalnu kontaminaciju drugih 

�S�U�R�W�H�L�Q�D���� �0�H�W�R�G�D�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �Y�L�V�R�N�X�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W���X�� �G�H�W�H�N�F�L�M�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �Q�D��

�,�J�$���� �N�R�M�H�� �V�X�� �N�U�L�W�L�þ�Q�H�� �]�D�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�����1�D�ã�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �,�J�$�� �X�� �S�O�D�]�P�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �W�H�� �Q�L�V�N�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �X�� �I�O�R�Z-�W�K�U�R�X�J�K�� �X�]�R�U�F�L�P�D���� �ã�W�R��

�S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �P�H�W�R�G�D�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H���� �1�L�V�N�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W��

varijacije u plazma uzorcima ukazuju na pouzdanost i dosljednost mjerenja. Usporedba s 

�O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�P�� �S�R�G�D�F�L�P�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �Q�D�ã�H�� �Q�D�O�D�]�H���� �L�D�N�R�� �V�X�� �P�H�W�R�G�R�O�R�ã�N�H�� �L�� �E�L�R�O�R�ã�N�H�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L��

uvijek prisutne. 

�'�D�O�M�Q�M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���W�U�H�E�D�O�R���E�L���X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�W�L���S�U�L�P�M�H�Q�X���R�Y�H���P�H�W�R�G�H���Q�D���Y�H�ü�H���X�]�R�U�N�H���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H��

�N�D�N�R���E�L���V�H���S�R�W�Y�U�G�L�O�D���Q�M�H�Q�D���S�U�L�P�M�H�Q�M�L�Y�R�V�W���L���X���N�O�L�Q�L�þ�N�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����X�V�S�R�U�H�G�E�D���V���G�U�X�J�L�P��

metodama izolacije i analize N-�J�O�L�N�D�Q�D�� �P�R�J�O�D�� �E�L�� �S�U�X�å�L�W�L�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �X�Y�L�G�H�� �X�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�H��

�S�U�H�G�Q�R�V�W�L���L���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D���V�Y�D�N�H���P�H�W�R�G�H�� 
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�8�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L���� �P�H�W�R�G�D�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�D�� �X�� �R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �V�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�P�� �]�D��

sekvencijalnu analizu N-glikana IgG-�D���L���,�J�$���L�]���L�V�W�R�J���X�]�R�U�N�D���S�O�D�]�P�H�����þ�L�P�H���V�H���þ�X�Y�D�M�X���Y�U�L�M�H�G�Q�L��

�E�L�R�O�R�ã�N�L�� �X�]�R�U�F�L�� �L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �G�H�W�D�O�M�Q�D�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�D�� �J�O�L�N�D�Q�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D���� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �L�P�D�W�L��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�H���L�P�S�O�L�N�D�F�L�M�H���]�D���G�L�M�D�J�Q�R�]�X���L���O�L�M�H�þ�H�Q�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���E�R�O�H�V�W�L���� 
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5. POPIS OZNAKA, KRATIC A I SIMBOLA  

2-AA 2-aminobenzojeva kiselina 

2-AB 2-aminobenzamid 

ACN acetonitril  

ADCC �V�W�D�Q�L�þ�Q�D���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���R�Y�L�V�Q�D o protutijelima 

ANTS 8-aminonaftalenski-1,3,6-trisulfonska kiselina 

APTS 8-aminopirensko-1,3,6-trisulfonska kiselina 

AQC 6-aminokinolil-N-hidroksisukcinimidil karbamat 

CD crohnova bolest 

�&�'�&���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���R�Y�L�V�Q�H���R���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�X�� 

CE kapilarna elektroforeza 

CV koeficijent varijacije 

CH �N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R���W�H�ã�N�D domena 

CH1 �N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�R���W�H�ã�N�D���G�R�P�H�Q�D 1 

CL konstantno laka domena 

DC-SIGN d�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�D�� �V�W�D�Q�L�F�D-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �]�D�� �K�Y�D�W�D�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �D�G�K�H�]�L�M�H��
�P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�H�������N�R�M�L���Q�L�M�H���L�Q�W�H�J�U�L�Q�V�N�L���S�R�Y�H�]�D�Q 

DMSO dimetilsulfoksid  

EtOH etanol 

Fab antigen �N�U�L�V�W�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�� 

�)�F���N�U�L�V�W�D�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L���I�U�D�J�P�H�Q�W 

Fuc fukoza  

GAG glikozaminoglikan 

Gal galaktoza  

GP glikopik 

GlcNAc N-acetilglukozamin 

GSL glikosfingolipid 

GU glukozna jedinica 

GWAS studija asocijacija u cijelom genomu 
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HAc octena kiselina 

�+�&���W�H�ã�N�L���O�D�Q�D�F 

�+�,�/�,�&���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�V�N�D���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D 

HILIC-UHPLC-FLD �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D��kromatografija ultravisoke djelotvornosti temeljene na 
hidrofilnim interakcijama s fluorescencijskom detekcijom 

HILIC-SPE t�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D���V���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�L�P���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D��- �H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�D���Q�D���þ�Y�U�V�W�R�M��
fazi 

HT visoko�S�U�R�W�R�þ�Q�D �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�D 

HILIC-UPLC t�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �X�O�W�U�D�Y�L�V�R�N�H��djelotvornosti s hidrofilnim 
interakcijama 

IECK kromatografija ionske izmjene  

Ig imunoglobulin 

IgA imunoglobulin A  

IgD imunoglobulin D 

IgE imunoglobulin E   

IgG imunoglobulin G 

IgM imunoglobulin M 

Igepal  2-[2-[4-(2,4-dimetilheptan-3-il)fenoksi]etoksi]etanol 

InstantAB instant antitijelo 

InstantPC instant peptidno hvatanje 

J povezni ili spojni lanac 

LC laki lanac 

LC t�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� 

LC-�0�6���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�±masena spektrometrija  

Man manoza  

MALDI  desorpcija/ionizacija laserom uz asistenciju matrice 

MS masena spektrometrija 

NaCl natrijev klorid 

NK stanice prirodnih ubojica  

NPC kromatografija normalne faze  
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2-PA 2-piridin-aldehid 

PBS fosfatno-�S�X�I�H�U�L�U�D�Q�D���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�D���R�W�R�S�L�Q�D 

pIgR polimerni imunoglobulinski receptor 

PNGaza F peptidna-N-glikozidaza F 

ProA prokainamid  

RapiFluor-MS reagens za oznaku glikana 

RA reumatoidni artritis 

RPCK kromatografija reverzne faze  

RP-LC-FLD t�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D���U�H�Y�H�U�]�Q�H���I�Dze - fluorescencijska detekcija 

SDS natrijev dodecil sulfat (natrijev dodekan-1-sulfonat) 

SIA sijalinska kiselina  

SIgA Sekretorni IgA  

SIGNR1 s�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �]�D�� �K�Y�D�W�D�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H���D�G�K�H�]�L�M�H�� �P�H�ÿ�X�ü�H�O�L�M�V�N�H�� ���� �Q�H�L�Q�W�H�J�U�L�Q�V�N�L��
povezan 1 

SEC k�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D���L�V�N�O�M�X�þ�H�Q�M�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� 

SHP-1 fofataza �N�R�M�D���V�D�G�U�å�L���V�U�F���K�R�P�R�O�R�ã�N�X���G�R�P�H�Q�X���������W�L�S���� 

Stdev standardna devijacija 

TRIS tris(hidroksimetil)aminometan (2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol) 

UC ulcerozni kolitis 

UHPLC �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D���X�O�W�U�Dvisoke djelotvornosti 

UHPLC-MS �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�Jrafija ultravisoke djelotvornosti s masenom 
spektrometrijom 

UHPLC-FLD �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �X�O�W�U�Dvisoke djelotvornosti s fluorescencijskom 
detekcijom  

UV-�9�L�V���X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R-vidljivo   

VL varijabilno lagana domena 
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7. DODATAK  

Tablica D1. a) GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme. 

Uzorak GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GP8 GP9 GP10 GP11 GP12 

IgG_005_3_1_P 0,08 0,51 0,10 19,11 0,39 3,22 0,54 21,61 11,16 3,52 0,70 0,89 

IgG_005_3_2_P 0,08 0,53 0,06 19,45 0,41 3,24 0,49 21,84 11,27 3,57 0,65 0,91 

IgG_005_3_3_P 0,08 0,54 0,06 19,58 0,41 3,24 0,50 21,78 11,29 3,55 0,69 0,93 

IgG_010_3_1_P 0,07 0,66 0,06 19,66 0,46 5,29 0,57 20,97 11,02 6,02 0,91 1,36 

IgG_010_3_3_P 0,08 0,65 0,03 19,25 0,37 5,21 0,56 20,31 10,72 5,85 0,96 1,31 

IgG_013_3_1_P 0,05 0,53 0,06 18,30 0,45 5,97 0,45 16,08 11,09 6,23 1,23 0,92 

IgG_013_3_2_P 0,05 0,53 0,10 18,74 0,42 6,08 0,47 16,43 11,06 6,32 1,16 0,84 

IgG_018_3_1_P 0,04 0,40 0,05 13,21 0,34 3,31 0,43 19,32 10,64 5,25 0,82 1,07 

IgG_018_3_2_P 0,07 0,42 0,04 13,42 0,36 3,37 0,44 19,17 10,64 5,21 0,90 1,13 

IgG_021_3_1_P 0,06 0,39 0,09 19,58 0,44 4,57 0,38 19,63 11,70 5,53 0,98 1,04 

IgG_021_3__P 0,06 0,38 0,08 19,39 0,44 4,52 0,36 19,52 11,67 5,51 0,92 1,01 

IgG_021_3_3_P 0,08 0,41 0,06 20,22 0,46 4,71 0,39 19,84 11,87 5,54 1,01 1,06 

IgG_026_3_1_P 0,05 0,72 0,07 16,46 0,44 4,25 0,60 19,53 10,12 4,22 0,74 1,50 

IgG_026_3_2_P 0,06 0,77 0,06 17,36 0,49 4,38 0,63 19,66 10,22 4,22 0,76 1,50 

IgG_026_3_3_P 0,05 0,73 0,05 16,73 0,43 4,26 0,59 19,44 9,99 4,20 0,72 1,45 

IgG_030_3_1_P 0,04 0,24 0,05 14,02 0,33 3,85 0,30 18,73 10,44 5,91 0,89 0,96 

IgG_030_3_2_P 0,06 0,25 0,03 14,17 0,35 3,87 0,32 18,59 10,55 5,84 0,96 1,03 

IgG_030_3_3_P 0,05 0,24 0,03 13,81 0,33 3,81 0,31 18,42 10,41 5,81 0,93 1,01 

IgG_039_3_1_P 0,04 0,28 0,04 10,74 0,37 3,00 0,37 17,40 12,28 5,18 0,93 1,12 

IgG_039_3_3_P 0,04 0,27 0,06 10,53 0,36 2,98 0,38 17,31 12,21 5,12 0,98 1,16 

 

Tablica D1. b) GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme. 

Uzorak GP13 GP14 GP15 GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP24 

IgG_005_3_1_P 0,33 16,96 1,53 2,73 1,19 8,62 1,96 0,24 1,06 0,10 1,96 1,51 

IgG_005_3_2_P 0,27 16,99 1,51 2,70 1,16 8,41 1,85 0,22 1,06 0,09 1,83 1,41 

IgG_005_3_3_P 0,29 16,80 1,51 2,72 1,22 8,32 1,87 0,23 1,07 0,10 1,82 1,40 

IgG_010_3_1_P 0,30 15,84 1,87 2,57 1,07 7,17 1,39 0,13 0,78 0,06 0,89 0,90 

IgG_010_3_3_P 0,29 15,76 1,88 2,67 1,18 7,84 1,61 0,13 0,97 0,09 1,10 1,18 

IgG_013_3_1_P 0,32 12,95 2,14 4,08 1,64 9,17 2,42 0,30 1,64 0,21 1,62 2,16 

IgG_013_3_2_P 0,33 13,06 2,05 4,07 1,37 9,23 2,24 0,26 1,33 0,18 1,57 2,09 

IgG_018_3_1_P 0,27 21,74 2,30 3,08 1,18 11,12 1,64 0,24 1,01 0,10 1,23 1,22 

IgG_018_3_2_P 0,29 21,43 2,30 3,13 1,32 10,72 1,71 0,28 1,09 0,10 1,21 1,25 

IgG_021_3_1_P 0,29 14,64 1,96 3,43 1,08 8,51 2,01 0,15 0,80 0,07 1,08 1,60 

IgG_021_3__P 0,26 14,70 1,96 3,42 1,06 8,79 2,07 0,13 0,84 0,07 1,16 1,68 

IgG_021_3_3_P 0,27 14,46 1,89 3,40 1,03 8,10 1,86 0,16 0,74 0,06 0,98 1,41 

IgG_026_3_1_P 0,3 17,17 1,65 3,29 1,61 10,85 1,54 0,26 1,36 0,13 1,78 1,36 

IgG_026_3_2_P 0,29 16,86 1,58 3,28 1,70 10,24 1,39 0,29 1,45 0,09 1,53 1,17 

IgG_026_3_3_P 0,28 17,04 1,57 3,30 1,69 10,91 1,50 0,27 1,55 0,11 1,77 1,36 

IgG_030_3_1_P 0,30 19,71 2,32 3,67 1,21 11,91 1,32 0,19 1,20 0,06 1,19 1,14 

IgG_030_3_2_P 0,31 19,42 2,31 3,72 1,35 11,47 1,40 0,23 1,28 0,08 1,20 1,20 

IgG_030_3_3_P 0,30 19,59 2,31 3,68 1,38 11,83 1,45 0,21 1,37 0,09 1,31 1,31 
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IgG_039_3_1_P 0,25 21,34 2,57 3,68 1,33 12,09 2,12 0,32 1,28 0,11 1,39 1,76 

IgG_039_3_3_P 0,30 21,37 2,59 3,71 1,41 12,10 2,15 0,33 1,33 0,12 1,41 1,78 

 

Tablica D2. �*�3���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D���,�J�*���L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D�� 

Uzorak  GP4 GP8 GP9 GP14 GP18 

IgG_005_P AVERAGE  19,38 21,74 11,24 16,92 8,45 

 STDEV 0,25 0,12 0,07 0,10 0,15 

 CV 1,27 0,54 0,61 0,61 1,81 

IgG_010_P AVERAGE  19,17 20,54 10,78 15,90 7,69 

 STDEV 0,54 0,37 0,21 0,17 0,47 

 CV 2,80 1,82 1,95 1,06 6,11 

IgG_013_P AVERAGE  18,52 16,26 11,08 13,01 9,20 

 STDEV 0,31 0,25 0,02 0,08 0,04 

 CV 1,69 1,51 0,18 0,59 0,48 

IgG_018_P AVERAGE  13,95 19,75 10,96 21,33 10,17 

 STDEV 1,10 0,88 0,55 0,48 1,32 

 CV 7,90 4,47 5,05 2,23 12,94 

IgG_021_P AVERAGE  19,73 19,66 11,74 14,60 8,46 

 STDEV 0,43 0,16 0,11 0,12 0,35 

 CV 2,19 0,83 0,91 0,84 4,10 

IgG_026_P AVERAGE  16,85 19,54 10,11 17,02 10,67 

 STDEV 0,46 0,11 0,12 0,16 0,37 

 CV 2,76 0,57 1,14 0,92 3,46 

IgG_030_P AVERAGE  14,00 18,58 10,47 19,57 11,74 

 STDEV 0,18 0,15 0,08 0,15 0,23 

 CV 1,31 0,83 0,72 0,75 1,99 

IgG_039_P AVERAGE  11,21 17,91 12,53 21,32 11,39 

 STDEV 1,00 0,96 0,50 0,07 1,23 

 CV 8,92 5,35 4,02 0,33 10,81 

 

Tablica D3. a) Vrijednosti gliko pikova IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA. 

Uzorak GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GP8 GP9 GP10 GP11 GP12 

IgG_005_3_1_FT 0,07 0,51 0,06 19,05 0,27 3,26 0,46 21,90 11,08 3,55 0,56 0,85 

IgG_005_3_2_FT 0,06 0,52 0,07 18,80 0,33 3,24 0,47 21,96 11,00 3,60 0,56 0,88 

IgG_005_3_3_FT 0,06 0,51 0,07 18,94 0,33 3,24 0,47 21,70 11,13 3,55 0,56 0,85 

IgG_010_3_1_FT 0,05 0,62 0,07 18,48 0,36 5,11 0,55 20,41 10,66 5,98 0,80 1,32 

IgG_010_3_2_FT 0,04 0,62 0,07 18,51 0,42 5,08 0,57 20,39 10,40 6,19 0,78 1,32 

IgG_010_3_3_FT 0,04 0,61 0,11 18,24 0,47 5,04 0,57 20,26 10,69 5,99 0,78 1,35 

IgG_013_3_1_FT 0,04 0,51 0,06 18,22 0,33 6,11 0,49 16,10 10,65 6,43 1,07 0,86 

IgG_013_3_2_FT 0,05 0,36 0,03 19,41 0,18 4,65 0,35 19,72 11,45 5,63 0,86 0,95 

IgG_013_3_3_FT 0,04 0,52 0,05 18,41 0,35 6,17 0,47 16,26 10,66 6,51 1,00 0,85 

IgG_018_3_1_FT 0,03 0,35 0,03 12,67 0,19 3,32 0,39 19,72 10,66 5,27 0,84 1,05 

IgG_018_3_2_FT 0,04 0,39 0,03 13,20 0,23 3,29 0,39 19,59 10,57 5,26 0,76 1,02 

IgG_021_3_1_FT 0,05 0,38 0,12 18,73 0,80 4,41 0,38 19,28 11,66 5,67 0,75 1,12 

IgG_021_3_2_FT 0,05 0,36 0,03 19,41 0,18 4,65 0,35 19,72 11,45 5,63 0,86 0,95 
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IgG_021_3_3_FT 0,04 0,38 0,12 18,81 0,88 4,40 0,36 19,34 11,75 5,71 0,73 1,13 

IgG_026_3_1_FT 0,05 0,76 0,11 16,42 0,73 4,28 0,66 19,24 10,21 4,29 0,55 1,57 

IgG_026_3_2_FT 0,05 0,73 0,06 16,72 0,27 4,41 0,62 19,44 9,87 4,25 0,65 1,44 

IgG_026_3_3_FT 0,05 0,73 0,05 16,61 0,21 4,44 0,60 19,42 9,84 4,29 0,65 1,45 

IgG_030_3_1_FT 0,03 0,23 0,08 13,66 0,63 3,76 0,29 18,69 10,59 6,03 0,68 1,10 

IgG_030_3_2_FT 0,04 0,24 0,06 13,84 0,33 3,88 0,29 18,74 10,45 5,97 0,78 1,00 

IgG_030_3_3_FT 0,04 0,24 0,04 13,95 0,16 3,97 0,30 18,73 10,35 5,93 0,83 0,93 

IgG_039_3_1_FT 0,03 0,27 0,05 10,70 0,34 3,10 0,39 17,44 12,23 5,36 0,84 1,18 

IgG_039_3_2_FT 0,04 0,28 0,06 10,75 0,26 3,12 0,38 17,52 12,32 5,23 0,86 1,15 

IgG_039_3_3_FT 0,03 0,27 0,05 10,68 0,43 3,08 0,38 17,59 11,87 5,74 0,74 1,21 

 

Tablica D3. b) Vrijednosti gliko pikova IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA. 

Uzorak GP13 GP14 GP15 GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP24 

IgG_005_3_1_FT 0,23 17,24 1,46 2,68 1,05 8,94 1,88 0,18 1,06 0,10 2,02 1,54 
IgG_005_3_2_FT 0,25 17,23 1,53 2,66 1,04 8,96 1,93 0,18 1,01 0,10 2,06 1,58 
IgG_005_3_3_FT 0,24 17,10 1,52 2,67 1,07 8,95 1,96 0,19 1,09 0,10 2,09 1,61 
IgG_010_3_1_FT 0,28 16,06 1,99 2,54 1,18 8,11 1,64 0,18 1,04 0,11 1,17 1,30 
IgG_010_3_2_FT 0,28 16,01 2,05 2,61 1,09 8,13 1,68 0,17 0,96 0,12 1,18 1,34 
IgG_010_3_3_FT 0,32 15,99 2,07 2,64 1,11 8,19 1,68 0,19 1,02 0,11 1,18 1,33 
IgG_013_3_1_FT 0,27 12,87 2,16 4,07 1,39 9,61 2,52 0,25 1,51 0,18 1,79 2,48 
IgG_013_3_2_FT 0,28 12,90 2,14 4,08 1,36 9,59 2,51 0,25 1,44 0,19 1,78 2,47 
IgG_013_3_3_FT 0,26 12,88 2,13 4,09 1,34 9,57 2,43 0,25 1,44 0,18 1,75 2,41 
IgG_018_3_1_FT 0,25 22,56 2,20 3,07 1,09 11,37 1,53 0,17 0,92 0,03 1,25 1,01 
IgG_018_3_2_FT 0,22 22,31 2,20 2,96 1,11 11,40 1,56 0,12 0,96 0,07 1,19 1,14 
IgG_021_3_1_FT 0,24 14,28 2,25 3,41 1,05 9,02 2,24 0,14 0,86 0,07 1,27 1,83 
IgG_021_3_2_FT 0,20 15,12 1,94 3,30 0,98 9,06 2,01 0,08 0,74 0,07 1,17 1,69 
IgG_021_3_3_FT 0,23 14,23 2,29 3,36 1,06 8,94 2,19 0,14 0,81 0,07 1,23 1,77 
IgG_026_3_1_FT 0,29 16,51 1,94 3,26 1,60 10,96 1,64 0,25 1,51 0,10 1,74 1,34 
IgG_026_3_2_FT 0,26 16,98 1,61 3,26 1,63 11,09 1,54 0,24 1,55 0,11 1,82 1,40 
IgG_026_3_3_FT 0,25 17,25 1,60 3,26 1,62 11,18 1,50 0,23 1,51 0,11 1,79 1,36 
IgG_030_3_1_FT 0,28 18,99 2,82 3,59 1,12 12,09 1,56 0,14 1,16 0,04 1,26 1,16 
IgG_030_3_2_FT 0,27 19,47 2,50 3,61 1,12 12,20 1,44 0,13 1,12 0,05 1,28 1,21 
IgG_030_3_3_FT 0,25 19,78 2,33 3,55 1,18 12,13 1,39 0,11 1,21 0,05 1,29 1,24 
IgG_039_3_1_FT 0,25 21,13 2,79 3,66 1,23 12,24 2,12 0,29 1,15 0,10 1,36 1,73 
IgG_039_3_2_FT 0,26 21,29 2,70 3,62 1,23 12,21 2,10 0,28 1,16 0,11 1,35 1,72 
IgG_039_3_3_FT 0,26 20,95 2,96 3,61 1,24 12,12 2,18 0,29 1,14 0,10 1,35 1,72 

 

Tablica D4. a) Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flow-through-�D���Q�D�N�R�Q���L�]�R�O�D�F�L�M�H���,�J�$���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X��
�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D����  

  GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GP8 GP9 GP1
0 

GP1
1 

GP1
2 

IgG_005_FT AVERAGE  0,06 0,51 0,07 18,93 0,31 3,25 0,47 21,85 11,07 3,57 0,56 0,86 
 STDEV 0,00 0,00 0,01 0,13 0,04 0,01 0,00 0,14 0,07 0,03 0,00 0,02 
 CV 2,06 0,89 9,75 0,68 11,65 0,29 1,00 0,63 0,62 0,87 0,48 1,97 
IgG_010_FT AVERAGE  0,05 0,61 0,08 18,41 0,42 5,08 0,56 20,35 10,58 6,05 0,79 1,33 
 STDEV 0,00 0,00 0,02 0,15 0,05 0,04 0,01 0,08 0,16 0,12 0,01 0,02 
 CV 5,66 0,23 25,25 0,80 12,76 0,70 2,50 0,40 1,52 1,95 1,71 1,55 
IgG_013_FT AVERAGE  0,04 0,51 0,05 18,32 0,32 6,15 0,47 16,19 10,65 6,45 1,04 0,85 
 STDEV 0,00 0,00 0,00 0,10 0,04 0,03 0,02 0,08 0,02 0,05 0,03 0,01 
 CV 1,63 0,65 8,76 0,54 11,94 0,53 3,37 0,49 0,20 0,75 3,34 0,95 
IgG_018_FT AVERAGE  0,03 0,37 0,03 12,94 0,21 3,31 0,39 19,66 10,62 5,26 0,80 1,04 
 STDEV 0,01 0,03 0,00 0,37 0,03 0,02 0,00 0,09 0,07 0,01 0,06 0,02 
 CV 22,17 8,59 0,18 2,89 14,36 0,73 0,67 0,47 0,61 0,26 7,65 1,85 
IgG_021_FT AVERAGE  0,05 0,38 0,09 18,98 0,62 4,49 0,36 19,45 11,62 5,67 0,78 1,07 
 STDEV 0,00 0,01 0,05 0,37 0,39 0,14 0,01 0,24 0,16 0,04 0,07 0,10 
 CV 3,41 2,67 54,51 1,95 62,47 3,18 3,04 1,24 1,34 0,73 8,56 9,57 
IgG_026_FT AVERAGE  0,05 0,74 0,08 16,58 0,40 4,38 0,63 19,37 9,97 4,28 0,62 1,49 
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 STDEV 0,00 0,02 0,03 0,15 0,28 0,09 0,03 0,11 0,20 0,02 0,06 0,07 
 CV 2,82 2,28 41,40 0,90 70,10 1,96 5,06 0,56 2,04 0,58 9,00 4,74 
IgG_030_FT AVERAGE  0,04 0,24 0,06 13,82 0,37 3,87 0,29 18,72 10,47 5,98 0,76 1,01 
 STDEV 0,00 0,01 0,02 0,15 0,24 0,10 0,01 0,02 0,12 0,05 0,08 0,08 
 CV 10,72 2,15 34,68 1,08 64,05 2,65 2,05 0,13 1,14 0,78 9,90 8,17 
IgG_039_FT AVERAGE  0,03 0,27 0,05 10,71 0,34 3,10 0,38 17,52 12,14 5,45 0,81 1,18 
 STDEV 0,00 0,00 0,00 0,04 0,09 0,02 0,01 0,07 0,24 0,26 0,06 0,03 
 CV 6,74 0,65 1,87 0,34 25,14 0,73 1,89 0,41 1,94 4,86 8,00 2,43 

 

Tablica D4. b) Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA �S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X��
�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D����  

  GP13 GP14 GP15 GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP2
4 

IgG_005_FT AVERAGE  0,24 17,19 1,50 2,67 1,05 8,95 1,92 0,18 1,05 0,10 2,06 1,58 
 STDEV 0,01 0,08 0,03 0,01 0,02 0,01 0,04 0,00 0,04 0,00 0,03 0,04 
 CV 3,48 0,44 2,22 0,55 1,61 0,08 2,12 0,92 3,95 2,27 1,63 2,35 
IgG_010_FT AVERAGE  0,29 16,02 2,04 2,59 1,13 8,14 1,66 0,18 1,01 0,11 1,18 1,32 
 STDEV 0,02 0,03 0,04 0,05 0,05 0,04 0,02 0,01 0,04 0,00 0,01 0,02 
 CV 7,63 0,21 1,93 2,03 4,27 0,48 1,48 5,31 4,04 1,85 0,78 1,45 
IgG_013_FT AVERAGE  0,27 12,89 2,15 4,08 1,36 9,59 2,48 0,25 1,47 0,18 1,78 2,45 
 STDEV 0,01 0,01 0,02 0,01 0,03 0,02 0,05 0,01 0,04 0,01 0,02 0,04 
 CV 3,37 0,11 0,71 0,13 1,87 0,24 1,92 2,04 2,84 3,31 1,14 1,49 
IgG_018_FT AVERAGE  0,24 22,43 2,20 3,02 1,10 11,39 1,54 0,15 0,94 0,05 1,22 1,08 
 STDEV 0,02 0,18 0,00 0,08 0,01 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,04 0,09 
 CV 9,13 0,81 0,20 2,52 1,02 0,18 1,13 21,38 2,65 55,50 3,24 8,16 
IgG_021_FT AVERAGE  0,23 14,54 2,16 3,36 1,03 9,01 2,15 0,12 0,80 0,07 1,22 1,76 
 STDEV 0,02 0,50 0,19 0,05 0,04 0,06 0,12 0,03 0,06 0,00 0,05 0,07 
 CV 8,85 3,42 8,94 1,57 4,09 0,68 5,57 29,30 7,90 5,14 4,14 4,03 
IgG_026_FT AVERAGE  0,27 16,91 1,72 3,26 1,62 11,08 1,56 0,24 1,52 0,10 1,79 1,37 
 STDEV 0,02 0,38 0,19 0,00 0,02 0,11 0,07 0,01 0,03 0,01 0,04 0,03 
 CV 6,96 2,23 11,28 0,04 1,14 0,99 4,60 4,81 1,67 7,42 2,29 2,43 
IgG_030_FT AVERAGE  0,27 19,41 2,55 3,58 1,14 12,14 1,47 0,13 1,16 0,05 1,28 1,20 
 STDEV 0,02 0,40 0,25 0,03 0,04 0,06 0,09 0,01 0,05 0,00 0,02 0,04 
 CV 6,36 2,05 9,79 0,76 3,20 0,46 6,02 10,78 4,00 9,52 1,36 3,12 
IgG_039_FT AVERAGE  0,25 21,12 2,82 3,63 1,23 12,19 2,13 0,29 1,15 0,10 1,36 1,72 
 STDEV 0,01 0,17 0,13 0,03 0,01 0,06 0,04 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 
 CV 2,34 0,80 4,60 0,72 0,44 0,48 1,93 1,70 0,88 1,01 0,53 0,25 
 

Tablica D5. a) �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�*���S�O�D�]�P�H���L���,�J�*���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through 
uzorcima standarda. 

 GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GP8 GP9 GP10 GP11 GP12 
IgG_STD_3_1_P 0,07 0,47 0,06 20,40 0,34 6,45 0,31 18,43 9,59 6,77 1,02 0,69 
IgG_STD_3_2_P 0,09 0,47 0,12 21,08 0,38 6,60 0,34 18,71 9,75 6,67 1,14 0,72 
IgG_STD_3_3_P 0,08 0,47 0,04 20,61 0,30 6,46 0,33 18,34 9,72 6,64 1,11 0,73 
IgG_STD_3_4_P 0,07 0,46 0,07 20,18 0,37 6,41 0,30 18,39 9,59 6,75 1,03 0,72 

IgG_STD_3_1_FT 0,05 0,45 0,06 20,35 0,36 6,46 0,31 18,59 9,26 6,96 0,92 0,68 
IgG_STD_3_2_FT 0,06 0,46 0,06 20,35 0,27 6,49 0,30 18,46 9,50 6,81 0,97 0,66 
IgG_STD_3_3_FT 0,05 0,47 0,12 20,17 0,52 6,38 0,30 18,40 9,32 7,08 0,90 0,75 
IgG_STD_3_4_FT 0,05 0,45 0,04 20,36 0,32 6,52 0,28 18,57 9,34 6,98 0,89 0,67 

             
AVERAGE  0,07 0,46 0,07 20,44 0,36 6,47 0,31 18,49 9,51 6,83 1,00 0,70 

STDEV 0,02 0,01 0,03 0,29 0,08 0,07 0,02 0,13 0,19 0,16 0,09 0,03 
CV 22,98 1,86 44,31 1,43 21,65 1,05 6,19 0,68 1,96 2,32 9,39 4,39 

 

Tablica D5. b) �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�*���S�O�D�]�P�H���L���,�J�*���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through 
uzorcima standarda.  

 GP13 GP14 GP15 GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP24 
IgG_STD_3_1_P 0,25 14,12 2,08 3,54 0,79 9,37 1,81 0,18 0,51 0,10 1,04 1,64 
IgG_STD_3_2_P 0,34 13,81 2,00 3,55 0,82 8,65 1,65 0,21 0,48 0,10 0,92 1,40 
IgG_STD_3_3_P 0,27 14,11 2,08 3,57 0,82 9,10 1,80 0,21 0,52 0,11 1,00 1,58 
IgG_STD_3_4_P 0,25 14,02 2,08 3,61 0,80 9,49 1,83 0,19 0,52 0,11 1,09 1,67 
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IgG_STD_3_1_FT 0,19 14,07 2,11 3,47 0,72 9,73 1,80 0,09 0,52 0,07 1,10 1,68 
IgG_STD_3_2_FT 0,20 14,11 2,07 3,50 0,74 9,69 1,82 0,10 0,53 0,08 1,09 1,71 
IgG_STD_3_3_FT 0,22 13,82 2,17 3,47 0,77 9,68 1,87 0,10 0,53 0,07 1,12 1,72 
IgG_STD_3_4_FT 0,19 14,13 2,10 3,50 0,71 9,74 1,78 0,10 0,50 0,07 1,07 1,64 

             
AVERAGE  0,24 14,02 2,08 3,52 0,77 9,43 1,80 0,15 0,52 0,09 1,05 1,63 

STDEV 0,05 0,13 0,05 0,05 0,05 0,39 0,06 0,06 0,02 0,02 0,07 0,10 
CV 21,44 0,95 2,24 1,49 5,85 4,10 3,57 37,49 3,25 20,82 6,28 6,42 

 

Tablica D6. �*�3���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���,�J�$���L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D�� 

 GP13 GP14 GP15 GP18 GP20 GP21 
IgA_005_3_1_P 7,98 18,10 7,45 8,48 20,62 15,97 
IgA_005_3_2_P 7,31 19,55 8,07 6,23 20,06 16,38 
IgA_005_3_3_P 7,73 19,33 7,87 6,56 20,23 15,97 
IgA_010_3_1_P 5,79 21,46 9,85 1,45 18,22 18,18 
IgA_010_3_3_P 6,33 20,95 9,74 6,19 17,30 17,79 
IgA_013_3_1_P 6,58 17,15 10,33 7,61 14,84 18,97 
IgA_013_3_2_P 6,67 16,53 10,04 8,38 14,91 18,79 
IgA_013_3_3_P 6,64 16,72 9,89 7,90 14,49 18,58 
IgA_018_3_1_P 7,43 18,63 9,77 6,94 16,30 17,70 
IgA_018_3_2_P 7,29 18,81 9,91 6,65 16,16 17,83 
IgA_018_3_3_P 7,74 18,94 9,87 6,72 15,78 17,12 
IgA_021_3_2_P 3,99 22,24 10,05 6,00 18,82 18,60 
IgA_021_3_3_P 3,72 21,29 9,45 6,06 19,32 20,75 
IgA_026_3_1_P 7,82 18,92 7,23 6,77 20,04 16,15 
IgA_026_3_2_P 7,59 18,22 6,98 8,57 19,98 16,10 
IgA_026_3_3_P 3,61 22,67 6,44 5,89 26,37 15,24 
IgA_030_3_1_P 4,53 19,79 8,14 6,63 18,31 17,94 
IgA_030_3_2_P 7,35 16,78 8,74 8,37 13,56 18,53 
IgA_030_3_3_P 7,05 16,65 8,72 8,42 13,99 19,17 
IgA_039_3_1_P 7,72 23,07 8,48 5,02 22,51 17,42 
IgA_039_3_2_P 7,39 18,67 10,34 7,48 15,75 17,77 
IgA_039_3_3_P 3,57 18,97 10,48 6,75 16,27 18,12 
 

Tablica  D7. GP vrijednosti IgA �L�]���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D�� 

  GP13 GP14 GP15 GP18 GP20 GP21 
IgA_005_P AVERAGE  7,67 18,99 7,79 7,09 20,30 16,11 

 STDEV 0,34 0,78 0,32 1,22 0,29 0,24 
 CV 4,42 4,13 4,06 17,20 1,41 1,48 

IgA_010_P AVERAGE  5,00 22,68 9,35 4,02 19,14 17,01 
 STDEV 1,86 2,57 0,77 2,40 2,44 1,70 
 CV 37,15 11,35 8,29 59,55 12,73 10,00 

IgA_013_P AVERAGE  6,63 16,80 10,09 7,96 14,74 18,78 
 STDEV 0,04 0,32 0,22 0,39 0,22 0,19 
 CV 0,67 1,89 2,21 4,87 1,51 1,03 

IgA_018_P AVERAGE  7,49 18,79 9,85 6,77 16,08 17,55 
 STDEV 0,23 0,16 0,08 0,15 0,27 0,37 
 CV 3,05 0,85 0,77 2,20 1,68 2,13 

IgA_021_P AVERAGE  4,75 20,32 9,93 6,50 17,55 20,62 
 STDEV 1,55 2,54 0,43 0,82 2,64 1,96 
 CV 32,71 12,51 4,32 12,59 15,04 9,50 

IgA_026_P AVERAGE  6,34 19,94 6,89 7,08 22,13 15,83 
 STDEV 2,36 2,39 0,41 1,37 3,67 0,52 
 CV 37,29 12,00 5,88 19,29 16,59 3,26 

IgA_030_P AVERAGE  6,55 17,74 8,53 7,81 15,29 18,54 
 STDEV 1,75 1,78 0,34 1,02 2,63 0,62 
 CV 26,78 10,02 4,04 13,08 17,19 3,33 

IgA_039_P AVERAGE  5,99 20,24 9,77 6,42 18,17 17,77 
 STDEV 2,10 2,46 1,12 1,26 3,76 0,35 
 CV 35,08 12,14 11,44 19,67 20,69 1,98 
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Tablica D8. Vrijednosti GP-a IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a. 

 GP13 GP14 GP15 GP18 GP20 GP21 
IgA_005_3_1_FT 9,30 17,16 7,04 11,71 18,88 14,48 
IgA_005_3_2_FT 8,18 18,06 7,91 9,37 18,99 15,87 
IgA_005_3_3_FT 8,81 18,81 7,74 8,54 18,74 15,54 
IgA_010_3_1_FT 7,26 21,33 9,47 7,95 16,95 16,17 
IgA_010_3_2_FT 6,92 21,01 9,72 7,39 17,22 17,53 
IgA_010_3_3_FT 6,97 21,68 9,82 6,73 17,28 17,15 
IgA_013_3_1_FT 6,70 15,89 9,34 9,92 15,44 18,99 
IgA_013_3_2_FT 7,73 14,19 8,32 13,37 14,75 18,28 
IgA_013_3_3_FT 7,40 16,02 9,15 11,06 14,90 18,21 
IgA_018_3_1_FT 8,26 17,66 8,99 10,66 16,43 17,26 
IgA_018_3_2_FT 7,18 19,79 10,20 6,89 15,61 17,72 
IgA_018_3_3_FT 7,16 19,74 10,08 7,04 16,03 17,86 
IgA_021_3_1_FT 8,83 15,81 9,27 11,38 13,19 19,75 
IgA_021_3_2_FT 7,12 17,12 10,21 8,45 14,26 21,60 
IgA_021_3_3_FT 8,08 16,20 9,59 10,30 13,48 20,36 
IgA_026_3_1_FT 9,16 16,56 6,36 11,30 18,90 15,56 
IgA_026_3_2_FT 8,38 18,66 6,92 9,26 19,73 15,74 
IgA_026_3_3_FT 7,21 18,47 6,94 8,69 21,83 17,03 
IgA_030_3_1_FT 9,16 15,44 7,98 12,69 13,33 17,62 
IgA_030_3_2_FT 9,03 16,11 8,13 11,31 13,87 16,11 
IgA_030_3_3_FT 8,75 15,93 7,57 11,89 15,50 17,33 
IgA_039_3_1_FT 8,00 17,81 9,37 10,26 15,67 17,56 
IgA_039_3_2_FT 7,29 19,45 10,17 7,64 15,87 17,73 
IgA_039_3_3_FT 7,41 18,06 9,43 9,21 16,79 18, 38 

 

Tablica D9. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-�D���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�K���S�R�G�D�W�D�N�D����  

  GP13 GP14 GP15 GP18 GP20 GP21 
IgA_005_FT AVERAGE  8,76 18,01 7,56 9,87 18,87 15,30 

 STDEV 0,56 0,82 0,46 1,65 0,12 0,73 
 CV 6,39 4,57 6,07 16,70 0,65 4,74 

IgA_010_FT AVERAGE  7,05 21,34 9,67 7,36 17,15 16,95 
 STDEV 0,18 0,33 0,18 0,61 0,18 0,70 
 CV 2,57 1,57 1,88 8,35 1,03 4,14 

IgA_013_FT AVERAGE  7,28 15,37 8,94 11,45 15,03 18,49 
 STDEV 0,53 1,02 0,55 1,76 0,36 0,43 
 CV 7,27 6,64 6,12 15,35 2,39 2,35 

IgA_018_FT AVERAGE  7,53 19,06 9,76 8,20 16,02 17,61 
 STDEV 0,63 1,22 0,67 2,14 0,41 0,31 
 CV 8,35 6,38 6,83 26,05 2,56 1,77 

IgA_021_FT AVERAGE  8,01 16,38 9,69 10,04 13,64 20,57 
 STDEV 0,86 0,67 0,48 1,48 0,56 0,94 
 CV 10,68 4,11 4,94 14,77 4,07 4,58 

IgA_026_FT AVERAGE  8,25 17,90 6,74 9,75 20,15 16,11 
 STDEV 0,98 1,16 0,33 1,37 1,51 0,80 
 CV 11,91 6,51 4,90 14,03 7,48 4,95 

IgA_030_FT AVERAGE  8,98 15,83 7,89 11,96 14,23 17,02 
 STDEV 0,21 0,35 0,29 0,69 1,1 0,80 
 CV 2,36 2,18 3,65 5,79 7,94 4,72 

IgA_039_FT AVERAGE  7,56 18,44 9,66 9,03 16,11 17,89 
 STDEV 0,38 0,89 0,45 1,32 0,60 0,43 
 CV 5,05 4,81 4,61 14,60 3,71 2,42 

 

Tablica D10. a) �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�$���S�O�D�]�P�H���L���,�J�$���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through 
uzorcima standarda.  

 GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GP8 GP9 GP10 GP11 GP12 
IgA_STD_3_1_P 0,79 0,64 0,00 0,79 0,39 1,71 0,35 0,60 0,19 3,20 4,95 1,77 
IgA_STD_3_2_P 0,56 1,31 0,07 0,87 0,14 1,51 0,34 1,37 0,68 1,90 5,23 2,36 
IgA_STD_3_3_P 0,47 1,22 0,06 0,76 0,12 1,53 0,34 1,27 0,63 1,98 5,44 2,27 
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IgA_STD_3_4_P 0,66 1,39 0,06 0,98 0,19 1,61 0,30 1,38 0,69 1,93 5,21 2,38 
IgA_STD_3_1_FT 0,25 0,84 0,01 0,34 0,23 1,29 0,27 1,19 0,57 1,75 4,86 2,16 
IgA_STD_3_2_FT 0,26 0,78 0,06 0,32 0,24 1,23 0,29 1,37 0,53 2,00 5,10 2,13 
IgA_STD_3_3_FT 0,26 0,85 0,04 0,30 0,24 1,16 0,25 1,46 0,49 1,98 4,47 2,04 
IgA_STD_3_4_FT 0,22 0,74 0,04 0,27 0,18 1,12 0,24 1,17 0,41 1,70 4,26 1,93 

             
AVERAGE  0,38 1,02 0,05 0,55 0,19 1,35 0,29 1,32 0,57 1,89 4,94 2,18 

STDEV 0,18 0,28 0,02 0,31 0,05 0,20 0,04 0,11 0,10 0,12 0,43 0,17 
CV 47,13 27,11 44,15 56,09 24,22 14,52 14,61 8,15 17,78 6,26 8,74 7,60 

 

�7�D�E�O�L�F�D���'���������E�����8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�$���S�O�D�]�P�H���L���,�J�$���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through 
uzorcima standarda. 

 GP13 GP14 GP15 GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 
IgA_STD_3_1_P 3,69 19,79 11,67 1,18 1,35 4,33 0,53 17,01 20,79 0,97 1,50 
IgA_STD_3_2_P 6,20 16,35 13,52 1,30 1,12 6,03 0,56 12,05 20,61 1,10 1,70 
IgA_STD_3_3_P 5,73 16,95 13,85 1,26 1,17 5,26 0,502 12,27 21,03 1,04 1,76 
IgA_STD_3_4_P 6,26 16,28 13,66 1,19 1,10 6,02 0,52 12,03 20,54 0,72 1,92 

IgA_STD_3_1_FT 6,05 16,47 13,39 1,44 1,26 6,43 0,59 12,52 20,22 1,91 1,99 
IgA_STD_3_2_FT 6,51 16,97 13,03 1,46 1,36 6,77 0,56 12,11 19,07 1,61 2,32 
IgA_STD_3_3_FT 6,91 16,41 12,69 1,51 1,37 7,71 0,58 12,22 19,12 1,83 2,22 
IgA_STD_3_4_FT 6,52 15,81 12,28 1,49 1,25 8,70 0,49 12,66 20,47 2,00 2,05 

            
AVERAGE  6,31 16,46 13,20 1,38 1,23 6,70 0,54 12,26 20,15 1,46 2,00 

STDEV 0,38 0,40 0,56 0,13 0,11 1,16 0,04 0,24 0,76 0,50 0,23 
CV 6,02 2,44 4,27 9,21 8,81 17,32 7,03 1,97 3,78 34,31 11,28 

 

Tablica D10. c) �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X���,�J�$���S�O�D�]�P�H���L���,�J�$���U�H�O�D�W�L�Y�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���X���I�O�R�Z-through 
uzorcima standarda. 

 GP24 GP25 GP26 GP27 GP28 GP29 
IgA_STD_3_1_P 0,47 0,28 0,51 0,18 0,22 0,14 
IgA_STD_3_2_P 0,70 0,32 0,97 0,35 0,52 0,26 
IgA_STD_3_3_P 0,74 0,31 1,03 0,32 0,45 0,23 
IgA_STD_3_4_P 0,68 0,30 0,96 0,31 0,50 0,23 

IgA_STD_3_1_FT 0,83 0,37 1,44 0,36 0,65 0,30 
IgA_STD_3_2_FT 0,83 0,43 1,40 0,34 0,68 0,26 
IgA_STD_3_3_FT 0,78 0,43 1,43 0,32 0,70 0,25 
IgA_STD_3_4_FT 0,80 0,37 1,52 0,36 0,71 0,26 

       
AVERAGE  0,77 0,36 1,25 0,34 0,60 0,25 

STDEV 0,06 0,05 0,25 0,02 0,11 0,02 
CV 7,83 14,74 20,05 5,75 18,02 9,71 
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Osobni podatci 

Ime i prezime: Cristina Maligec 

�'�D�W�X�P���U�R�ÿ�H�Q�M�D�������������O�L�V�W�R�S�D�G�D������������ 
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