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T . Uvod 1

1. UVOD

*OLNR]LODFLMD MH MHGQD RG QDMpH&aULK SRVWWUDQVC
XYHOLNH XWMHFDWL QD QMLKRYX VWUXNWXUX L IXQNFLMX
XNOMXpXMXiUL HIHNWRUVNH IXQNFLMH PHyXVWNDLHLCOH XL
imunogenost. Enzimski procesi glikozilacije proteina normalno se odvijaju u
HQGRSOD]PDWVNRP UHWLNXOXPX L *ROJLMHYRP DSDUDYV
citoplazmi i jezgri. Glikanske strukture su kovalentno povezane s proteinskom okosnicom
SUHNR DWRPD GXaLND DVSDUDJLQD LOL DWRPD NLVLND E
vezane glikaneN-glikani) odnosndD-vezane glikane@-glikani). JezgraN-glikana sastoji se
od dva uzastopnadN-acetilglukozamina i tri manoze, koje se mogu dalje rdati
djelovanjem raznih glikoziltransferaza i glikozidaza kako bi se formirali oligomanozni,
kompleksni ili hibridniN-glikani. N-JOLNR]J]LODFLMD MH XRELpDMHQD PRGL
VHNUHWRUQLK SURWHLQD XNOMXpXM X iphulih BBX@B)J@REXOLC
imunoglobulin A (IgA)!

,PXQRJOREXOLQL LOL SURWXWLMHOD VX SURWHLQVNH P
reakciju na ulazak neke strane supstance u organizam (antigeRd1 Y DAQLMD L QDM]DV\
protutijela u krvnoj plazmi sugG, molarne mase oko 150,000 g fhollgA druga su
QDM]IDVWXSOMHQLMD SURWXWLMHOD X NUYL L QDM]DVWX:!
SRPHWQX LPXQRORANX REUDQX SURWLY SDWRJHQD 2EMH N

RU L B&NDIMKX SROLSHSWLGQLK ODQDFD . NRG ,J% N R C
disulfidnim mostovim&® 2VQRYQD PRQRPHUQD MHGLQLFD ]JDMHGQL
VDVWRML VH RG GYDHI%MRWOL p @ DJ Bl EFuvdaiA fEnEgerHBpling)

NRMIX YHAWLJHQ L SRYH]DQL VX SUHNR ]JJOREQH UHJLMH Q
Fragment Qystallizable NRML SRVUHGXMH X HIHNWRUVNLP PHKD
FLWRWRNVLPQRVWL RYL YV QAtib&dyZpaRdE VZélMdd CltBtoxicityd Q J
AD&& LOL FLWRWRNVLpQRVW LI Rofrip@enit BepfeRIEns CytottyW X H C
CDC). Za razliku od IgG protutijela koja imaju samo jedno konzervifdsgdikozilacijsko

mjesto u Fc regiji (N297), IgA protutijela imaju pet konzerviraNHglikozilacijskin mjesta

1 1 1 1 1 L 1 1 WH MRa ®@HhkézNdcijSkihkW HQ FL M
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T . Uvod 2

mjesta u zglobnoj regiji IgAl potklas&fektorske funkcije ovise o podklasi protutijala
VDVWDY X SNJlikaaX & H QL K

Glikozilacija IgG D MH YLVRNR UHJXOLUDQD NDNR WLMHNRP KR
QMH]LQD SRUHPHUDMD 8RpHQH V X-dgikhRaRijekdr starnj&/ilxdaWw D Y X L
raznih oboljenja. Poznato je da alternativna glikozilacija modulira efediunkcije 1gGa
te je povezana s razvojem i napredovanjem bol&ibg svojih karakteristikl-glikani IgG-

a posjeduju biomarkerski potencifalgA je visoko glikoziliran O- i N-glikanima.Pokazalo

VH GD VDVWDY L VWUXNWXNDURYQKpI1@/LW¥WDEOMHGBGUIQUFDME P H
VH PLMHQMDMX RYLVQR R SDWROGBENRPL QDIRL] MO RIEN ND NWX
QMHJRYX ELRORANX IXQNFLMX XNOMXpXMXuL YH]DQMH
imunoregulacijuN-glikani neophodnisu® QRUPDOQX IXQNFLMX'LPXQRORANF

S obzirom da se oba imunoglobulina nalaze u istom mediju (ljudska krvna plazma), cilj
izradbe ovog diplomskog rada je bio uspostaviti metodu z2eesekalnu izolaciju IgA i IgG
iz istog uzorka ljudske krvne plazmd DNR ELVPR VDpXYDOL YULMHGQH ELI
VPR WHVWLUDOL XpLQNRYLWRVW VHNYHQFLMDOQH L]RODFI
SURWHLQD ,J* SD ,J$ LOL REUDWQR ,J%$ SD ,J* ,VWRYUHPI
EXGXiUL &B OQHHNQDGQR DQDOL]J]LURNWOLXBREQSEURYVPHER
LQIRUPDFLMD R YH]QRP NgUkdnaAWZd iRMCPRIDR pidt@inaKiz krvne
plazme, koristila se metoda afinitetne kromatéigralzolacija IgGa provodilaVH SRPR U X
proteina GYH]DQRJ QD PRQROLWQX SORpPLFX V MDALFD GRN
CaptureSelelt IgA afinitetna zrnca. Vezani-glikani su se potom enzimski odvojili od
LJROLUDQLK SURW-HIOQDN DRV OIRKRIHILF HQW Q RarMnoN[+ RELO M+
(dimetilamino)etillbenzamida (prokainamid). U posljednjem koraku pripreme uzoraka,
IOXRUHVFHQWNRQFRORNDQMWXHQH SURPLVWLOL HNVWUDNFLMR
KLGURILOQLP LQWHUDNFLM D R@QlikagiBg@®iMdAasdGe analiBraliR p L & 0 H (
SRPRUX WHNXULQVNH NURPDWRJUDILMH XOWUD WYWLVRNH ¢
interakcijama s fluorescencijskordetekcijom (eng.hydrophilic interaction ultrahigh
performance liquid chromatography with fluorescence detechibinlC-UHPLC-FLR).

HILIC-UHPLC-FLR analizaN-JOLNDQD MHGQD MH RG QDMpH&UH NRUI
JOLNDQD SUL pHPX VWHKLRPHWULMVNR BBRPEXUXMH D@ QB W

Cristina Maligec Diplomski rad
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NYDQWLILNDFLMX UD]J]OLpLWLK YUVWD JOLNDQD QD WHPHO
sa glikanskim standardima dovodi do preliminarne identifikacije glavnih vrsta gfikana.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Glikomika

*OLNRPLND MBURKGEDXPQ@MD NRMH VH IRNXVLUD QD SUHS
VWUXNWXUH L IXQNFLMH JOLNRPD &WR VH RGQRAH.U WD N
JOLNDQD SURL]JYHGHQLK X RGU RgjaQuyebmic¥VdD@IFAL LWIMR p
Amics® AWR ]€é&opuhvatna anal]D ELROR &N Rdja \eX ispoBtaviiena da
NDWHJRUL]JLUD UD]JOLpLWD SROMD SURXpDYDQMD X ELROR.
ELROGIREROHNXOH 8 Rg¥yeoP WIGIXbDNGHQR Ldlykys p NIV R LB p L
slatNR LOEAHUGHU

SBRGUXpMH IXQNFLRQDOQH JOLNRPLNH QDVWRML RGJRYRL
JOLNDQL GMHOXMX X VWDQLPpQRM NRPXQLNDFLML awRr
proteina i glikana; i (3kako raznolikost i mikrohetegenost glikana rezultiraju kao funkcija
biologije u razvoju i bolestt9UOR RJUDQLpHQ EURM PRQRVDKDULGD
VORAHQH VWUXNWXUH MHU ]D UDJOLNX RG '"1$ 51% L SUF
strukture & W R, pio&vbdnja glikaaMH VRILVWLFLUDQ SUR F280/eriiRaML XNO N
U DV S R UH grecaioK neuniformnoj distribuclf X UDY Q RW H & @RIgjewsiv D Q M X
aparatu *OLNRP LJUD NOMXpPpQX XORJX X UD]JQLP ELRORANLP SU
sastava i funkcieNOMXpQR MH ]D UD]JRWNULYDQMH VORAHQRVWI
3uLPDUQL FLOM JOLNRPLNH MH LGHQWLILFLUDWL JHQH L G|

procesom kroz koji se glikani dodaju proteinima, lipidima ili drugim molekul&ma.

Jedan od glavnih izazova u glikomici je potreba za robusnim, osjetljivim i
visokoS U R W Repd) High-Throughput HT) DQDOLWLpPpNLP WHKQRORJLMDPD
SURWRYRAGBMWERXMH DQDOL]X VWRWWERDNUDL MNPa WRIHDPDHK QK NVRP
napreshe 1 potencijalno automairane tehnike. Najsuvremenije tehnologije za
ViSOkoSURWRPDNXRPLNX XNOMXpXMX UD]OLpLWH DQDOLWLpPNH
masa, WHNXULQVND NURPDWRJUDILMD L Ndb§ije ORRRIXUIHPIMHNW
LVWUDRDYNDPUDNWHUL]DFLMX JOLNRPD QD UD]JOLpLWLP UD]L
UDJ]QROLNRVWL L VOR &H QeRpvonijenah@ LuNyikQriaijeKprivhjsfilljoc N W X U D
zdravim i bolesnim stanjima. Razumijevanje promjena u obrascima glikozilBdggd H LPDWL

Cristina Maligec Diplomski rad
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LPSOLNDFLMH |]D GLMDJQR]X EROHVWL SURJQR]X L OLN
ViSokeSSURWR|DQ BEWQWLILNDFLMX JOLNDQVNLK ELRPDUNHUD S
za dobivanje uvida u temeljne mehanizme patologija povezanih szigi€jom. Sve u

svemu, glikonika, a posebno glikomika viso U RW RIMQ ROWKPpQX XORJIX X XQDS
razumijevanja glikoma i njegovih implikacija na zdravlje i bolest. Integracija najsuvremenijih
WHKQRORJLMD L PHWRGRORJLMIRSU RYRWVPL\S R G]@XHND X QLIPV \
QDSUHWNX X ELRPHGLFLQVNLP LVWUDALYDQMLPD

2.2. Glikozilacija

Glikozilacijaje nDMUDALUHQLMD L QD MYV O Rransl@cijsueDmddRikaija) DQV ODF
u kojoj enzimi glikoziltransferae katalizirgu kovalentno vezanje ugtohidrata na
polinukleotide, polipeptide i lipide8 SURFHVX JOLNR]JLODFLMH NDR GRQR
SULPDUQRKSX ajezifkGHULYDW L D¢gluoklLixpianozi, D-galaktozu,
fukozu, N-acetitglukozamin i galaktozamjrte dodatnoksilozu ili sijalinsku kiselinu. Ovaj
FLMHOL SURFHV ]QDpDMQR XWMHpPpH QD @DQ N DGQRND GIUPWI

aktivnost*?

*OLNR]LODFLMD VH RGYLMD QD YHOLNRP EURMX ELRPRO
poput dikosfingolipida (eng. Glycosphingolipid GSL), glikoproteina (englGlycoproteir),
proteoglikana,slobodnh oligosaharida (englFree digosaccharide} glikozaminoglikana
(engl. Glycosaminoglycan GAG) ili glikozilirane RNA (engl. GlycoRNA (Slika 1A).

Posljednjih godQD GR&OR MH GR ]QDpDMQR he@daugd) th\isvd X D QD
ispitivanje. Ipak visokURWRpPpQH PHWR G Hrerd@dgedriptienjlj0 lsihid ®
glikoproteinma. Glikoproteini se mogu analizirati u netaknutom obliku primjenom metode
"odozgo prema dolje" (englTop-down analysiksili "sredina prema gore" (engMiddle-up

analysig, koja se Kkoristi za ispitivanj@odjedinica (monoklonskih) protutijeldDodatne

tehnikH X N O MaXgradMXenzimomNRMD PRaH UD]JU Dikb)peptidSiV RWHLQ
RGYRMLWL JOLNDQ RG QMHJRYRJ NRQMXJibyikanagllikeFHVY SR]
1B).1°

Cristina Maligec Diplomski rad
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Slika 1. (A) Klase glikana(B) Karakterizacija glikoproteingpreuzetoL SULODJRVYHQR L]
10)

*OLNRSURWHLQL LPDMX XORJX X PQRJLP ELRORANLP SUR
LPXQRORANL RGJRYRU SUHSR]QDYDQMH VWDQLFD GLIHL
*OLNRSURWHLQ PRAH LPDWL PQRJRHRWHHNRWBQRYVIWRL ODFQ
glikana na jednom mjestu (mikroheterogendSgkvenca i konformacija proteina, dostupnost
SUHNXUVRUD &d8HUHUD YUHPHQVND L SURVWRUQD GRVWXS
JOLNR]JLGD]D XWMHpPX QBMVWR FMHOUWROSWRWHLIMA QH]DX]
potpuno zauzetd?odtipovi glikoproteina klasificirani su kad-vezani iliO-vezani na temelju
atoma aminokiseline koji poveaijanac ugljikohidratd® Glavni tipovi glikozilacije kod ljudi

suN- i O-glikozilacija.

2.2.1. N-glikozilacija

N-glikozilacija je proces kojise odvija uendoplazmatskom retikulumu u kojese N-
JOLNDQLNSRPIRNIK]LGQH YH]H NeRo¢tatak -hEpavaQigast)kpdligeptica
SUL pHPX VH DVSDUDJLQ Q D OAMHX-Ser{g@ih)Vhd @eoniD)gdjgdR NLVHO L
PRAH ELOL ELOR NRMD DPLNQRNLNMH@I QP DRWA B DMHEQALGDIN X\
0DQ- O0DQ. 0ODQ *OF1DFOF1DFmoglbbseNODVLILFLUDQL QD VOM|
1) oligomanomi, na p L M XV W &Q XtuM dbdajuNsamo ostaci manoze, 2) kompieks
NRMLPD VH QD VU& QDVWDY OM D NNacaiigliKazriihgSIBNAE) iSRpL QM

dalje drugih monosaharida poput galaktoze i sijalinske kisel@) hibridni, u kojima su
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jedan ili dva GIcNAeadRGDQD QBDUJX.FL VUAL GRN WEKNO Wi H VWUX
YH&X VDPR PD@R{H 60OLND

*OLNDQL VX VORAHQL ROLJRVDKDULGL NRML VH VDVWRMH
Konzervirana pentasaharidna jezgra onih vezanih na IgG sastdjitgestatka manoze i dva
N-DFHWLOJOXNR]DPLQD .DNR EL VH GRGDWQR SUR&ALULOD
VUAQD IXNR]D VUAQD IXNR]JLODFLMD UDpYDMXUL *OF1$F

sijalinska kiselina (sijalinizacija) (Slikab)*®

Glycan OxfordQRPHQNODWXUD MH VXVWDY ]D R]QDpDYDQMH R
MHGQRVWDYDQ L MDVDQ QDpPpLQ ]D SULND]LYDQRMWaQMLKRY
VXVWDY MH UD]YLMHQ NDNR EL VH R®DWX@RB &R QU K] X RMLUWKHNWDX
RVRELWR X SROMLPD NDR &WR VX JOLNRELRORJLMD L ELRN

.OMXbpQH yEap DMaxthkbmenklature (Slika 2¢)

1. 6LPEROL L ERMH 6YDNL PRQRVDKDULG LPD VSHFLILpPI
prikazuje se crvenim trokutom] DODNWR]D * AXWLP NUXJRP JOXNR]
manoza (M) zelenim krugooN-DFHWLO JDODNWR]DPLQ N#tetida XWLP N
JOXNR]DPLQ *OF1$F LOL $ SODYLP NYDGUDWRP L VLI
rombom. Ovi simboli se koriste zaedstavljanje monosaharida u lancu oligosaharida,
pLPH VH RPRJXUXMH EU]D YL]XDOQD LGHQWLILNDFLMD ¢

2. 2ULMHQWDFLMD YH]D *OLNR]JLGQH YH]H YH]H L]PHyX P
koje povezuju simbole. Kut i duljina linija mogu ukda¢2D WL QD VSHFLILPpQH NRC(

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

3. .RPELQDFLMD VLPEROD .RPSOHNVQL JOLNDQL SUHGVYV
VLPEROD NRML SRND]XMX NDNR VX SRMHGLQH PRQ

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

i kompleksni. Svi eukariotskN-JOLNDQL GLMHOH VU2AQ@OD®WUWONNVXUX 0!
A4GIF1DF *OF1D#snHX-6HU 7KU SUHX]HWR L SUN&eBsiRljeHEQR L] UH
strukure Nglikana na ljudskom Igé, ¢) Simboli premaGlycan Oxfordnomenklaturi.

(preuzeto iz ref. 15)

2.3. Imunoglobulin A

Jedan od pet glavnih imunoglobulina (lg), imunoglobulin A (IgA), dominantno je
SURWXWLMHOR LPXQLWHWD Leobt@x®/stuziicR uMyastrpDteRiGahdrd Y D Q M
respiratornom i genitourinarnom trakfi. % XGXiuL GD MH GUXJL QDMUD

imunoglobulina u tijelu, igra vitalnu funkciju u obrani od antigéha.

IgAl i IgA2, dvije su polllase ,J$ NRMH LPDMX U Dfjjell [SkakaHpodKIgsal F L M H
imunoglobulina sastoji se od dva I@WLpPpQD WHaN BDleanp Qadiid HCH Qdva
LGHQWLpPpQD ODNBDht@m®FD& HNRML pLQH WHPHOMQX PROH
LPXQRJOREXOLQD 1D VYDNRP W H & NoRtBje GVBNRKOzilaLBRAE Q H U H .
mjesta i nekoliko @vezanih glikana. IgA2 nem®- YH]DQH JOLNDQH L VDGUAL N
UHJLMX N pJAHWRJLODFLMVND PMHVWD SR WHaANRP ODQFX
GHEHORP FULMHYX ,J$ pLQL RNR XNXSQRJ ,J$AL SULVX

Cristina Maligec Diplomski rad
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MH SULVXWDQ X NUYL SOD]PL X PDQMLP NRAQLRY LMD X XVS
saumskih imunoglobulinaAsialoglikoproteinski receptor odgovoranza uklanjanje IgA iz

krvotokal®*®

HC i LC IgA su savijeni u mnoge varijabilne (V) i konstantne (C) domene, od kojih je
svaka kodiranarazpLWLP HJJ]RQRP VOLpPQR iGdXBRNVRVRRXQRHW RE X GLR
+& 9+ &. &. L &. Sifeprrinusgal) | Bvile u LC (VL 1 CL, odN-terminusa).
Svaka domena se savija u usporedivu globularnu sekundarnu strukturu koja se naziva
imunoglobulinski nabor. Svaka domena, koja se sastoji odHdvplohe sastavljene od
DQWLSDUDOKWOGDK RELPQR VH SURWHAH RNR DPLQRNL
VWDELOL]JLUDMXUH GLVXOILGQH YH]H )OHNVLELOQD ]J]JORE(
UDAaLUHQLMD X OMXGVNRP ,J$ &QDORX]L VMDINRH X GRE WX
PHYyXODQpPDQLK GLVXOILGQLK PRVWRYD X ]JJOREQRM UHJL
GRSX4WD ]JJOREQLP VHNYHQFDPD SRVHEQR GXALPD ,J$ GI
OHYyXWLP WR LK WDNRYHU ®rapidtes|zuZgiabia reBijd MALYKGaMd. Y LM L P
ERJDWD SUROLQRP VHULQRP L WUHRQLQRP VDGUAL VSHF
2YD VH VHNYHQFD VDVWRML RG GYD SRQDYOMDQMD RG
VWUXNWXUQX UD]OLN >XalrdRikuyjod IgG $kojlLimal&ylob kodiran posebnim
HIJJRQRP LOL HJJRQLPD OMXGVNL ,J$ LPD JJORE NRGLUDQ
HJJRQD NRML NRGLUD &. GRnaQzglob6ojelop dek@iUgdidae ,J
IOHNVLELOQRVW GRYDUMHELVWHERRI® GCGWMWBPLQRNils&m@AL QD MH
na Gkraju IgA HC®

Slika3 SULND]XMH NDNR VX GYD +& L GYD /& UDVSRUHyHQD
LPD 9+ &. 9/ L & GRPHQH 2YH )DE UHJLMH YH&XFYH QD DC
UHJLMRP NRMD LPD GYLMH &. L GYLMH &. GRPHQH SUH
LIPHYX +& L /& X )DE UHJLML L L]JPHYyX GYD +& QD &. GRPH
VXSURWQLK GRPHQD 9+ V 9/ &. V &/ L MHG Q Ditakci@ RPHQD
PHYyX ODQFLPD 5D]QH QHNRYDOHQWQH LQWHUDNFLMH XNO
VLOH QHRSKRGQH VX GD EL GRZOR GR WDNYRJ XSDULYDQM
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Slika 3 Monomer, dimern i sekretormoblici IgA. Domene lakog @ FD SULND]DQH VX a
bojom u IgA1iIgA2, dok SUGRPHQH WH&a&NRJ Qdy@HbDjosYgAL D téndém

bojom (IgA2).U monomernim verzijamigA &. GRPHQD UHSRYL VX SULND]DQ
C-krajeva.Svijetlo dava boja predstavlja J lanac, kog salaz u sekretornom i dimernom

IgA1l. Domene sekretorne komponentgrisutne su u sektornom IgA, prikazane su
QDUDQpPpDVWRSUHRMRWR L SULODJRYHQR L] UHI

Sekretorni IgA éngl.Secretory Immunoglobulin,SIgA) je primarna obrana adfekcije,
LJOXpXMH VH X OXPHQ NDNR EL VH VSULMHpPpLERSIgdaBdDN DQW
YH&H QD UD]OLpPpLWH UHFHSWRWHHFHSWEM XX MXLD QYD B B INQV L
receptor za imunitet sluznié®.)F.5, HNVSULPLOJFL@G XLPLWMADQLFDPD NC
QHXWURILOL PDNURIDJL HR]JLQRILOL L .XSIIHURYH VWDC
DYLGQRauUX 2YR YH]DQMH SRNUHUOH ILILROR&ANH UHDNFLMH
RYLVQH R DQWLWLMH O L P kzeRaAti2 REiDen D Qatbofif L \WMRrakeiQDd L SU
JF.5, RVOREDYDMX OHXNRWULHQ % SRWLpXUL PLJUDFLM
LPXQRORANX ]DaAWLWX YHU WDNRYyHU VPDQMXMH XSDOX S
DC-SIGN (end. Dendritic CellSpeciic Intercellular adhesion molecui@ Grabbing Nor
integrin, '"HQGULWLpN®S HM.DLPIAD 5SHFHSWRU ]D +YDWDQMH
OHYyXUHOLMVNH NRML Q)LMIBNRY (EnyBpdcificMmidrce|Ray Bdhaspn
molecule3-Grabbing NonintegrinRelated 1 6 SHFLILpQL 5HFHSWRU |]D +YDW
$GKH]LMH OHYyXUHOLMVNH ) SBlg®MpaiWint€akdijl s& RIBNR D@
GHQGULWVNLP VWDQLFDPD NDNR EL LQGXFLUDR LPXQROI
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stanica. Interakcija monomernogJ$ V )F.5, U ldnkibhXfdslatdaZuNRMD VIDGUAL 6
KRPROR&NX GR eAdR Src Homblo§y Region 2 Domafontaining Phosphatase

1, SHR1l) &WR GRYRGL GR LQKLELFLMH UDVWD VWDQLFD ,Ql
modelima za potencijaihuWHUDSLMX |]D DOHUJLMH L SRUHPHUDMH
QDJODADYDMXiuUL YDAQRVW )F.5®. ;J$ X XSDODPD L LPXQLWt

OHKDQL]DP VH RGYLMIDD|PD YWIOL@QLKRD BWSXawDMX ,J$ X
WHNXULQH NDR L YDQMVNH L]OXp poput Qlazme i ceetygmndlgeM LP W
WHNXULQH RVWDMH X PRQRPHUQRP VWDQMX .DGD MH ULM
LPXQLWHWX VOX]QLFH XJODYQRP VH L]@ngbXiNing GhRIRR GLPHU
- ODQFHP ORQRPHUQLma3tanicé @ Xpkoxmom Subdpitelu, a zatim stvara
GLPHUQL ,J$ NRYDOHQWQLP YHIDQMHP V - ODQFLPD .DNR
dimerni IgA stupa u interakciju olimernim imunoglobldinskim receptorom (engl.
Polymeric Immunoglobulin RecepigrigR) QD EDJ]RODWHUDOQRM SRYUALQL L
stanica.3ROLPHUQL ,J UHFHSWRU NRML MH MR& XYLMHN YH]DQ
awR VH UD]JELMH QD DSHNVQRM SRYU&ALQL N.[StwBa &L VH V\
sekretorni IgA koji se sastoji od dimernog IgA, J lanca i sskrne komponente izvedene iz
p,J5 RVOREDYXPHQ VOX]QLERYSRIRINUIBSWEBUQD NRPSRQHQW
DOQWLWLMHOLPD GD VH XpLQNRYLWLMH XNOMXpH X SDWRJ
sprMHpDYDMXuL LK GD SULDQMDMX QD SRYUALQX HSLWHC
QHXWUDOL]DFLMX YLUXVD RSVRQL]JLUDQMH DQWLYHQD L VS

Glikozilacija IgA, posebnaN-glikozilacija, bitna je za njegovu funkciju i stabilnost u
ILILRORANLP L SDWRIL]JLRORANLP XYMHWLPD 8 ILJLRORA&NLI
XORJX X RGUaADYDQMX QMHJIJRYH VWUXNWXUQH FMHORYLW
. UL WijegdppavilamadSIgA NRML MH JODYQL LPXQRJOREXOLQ X PXN
su slina, suze i crijevneVHNXULQH *OLNR]Ig® D Reukidlza8jRpaDdgera 6
VSUMHpPDYDQMX QMLKRYRJ SULDQMDQMD QD SRuitg@#iLQH VO.
VOX]QLFH 8 SDWRIL]JLROR&NLP XYMHWLPD SURPMHQH X RE
QD SURJUHVLMX EROHVWL L LPXQRORANH RGJRYRUH 1D ¢
bolest), nenormalna glikozilacija IgA1, posebno smanjena galaktipailzgiobne regijeO-
JOLNDQD GRYRGL GR VWYDUDQMD LPXQRORANLK NRPSOHN
XSDOX L R&EWHUHQMH 60OLpQR SURPLMHQMHQD JOLNR]LODTF

XSDOQLP EROHVWLPD XWMHYKLMH)D @RI$URY R V]HDEWE DAY R O b
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VYHPX JOLNR]JLODFLMD ,J$ NOMXpQD MH ]D QMHJRYX QRUI
SURPMHQH X WRP SURFHVX PRJX LPDWL ]QDpDMQHK LPSOLNE

2.4. Imunoglobulin G

SBURYHWQA&MHbPXQRORANL VXVWDY GYD VX SULPDUQD GLMHO
.DR RGJRYRU QD LQYD]LMX SDWRJHQD XURVYHQL LPXQLWHMWA
adaptivni imunitet, sofisticiraniji obrambeni mehanizam. Bitna komponenta adaptivnog
IMUQRORANRJ VXVWDYD NRML VH UD]JYLR |]D REUDQXSOMXGL [
REJLURP GD MH ,J* SURWXWLMHOR XNOMXpHQR X EURMQH ¢
PRaAH VH SUHWSRVWDYLWL GD MH ,J* XNONXIHQDXVARURXQ!
XSDOQH NDUFLQRPVNH NDUGLRPHWDE R®NREEHe clH X UR G H
najzastupljenijih proteina u ljudskom serukmji pL QL L] P% §20% proteina plazmé

*OLNR]JLODFLMD MH SULPDUQL,IDWIRIVORRMW X SR YO,
aktivnost IgG ,J* JOLNDQL LJUDMX NOMXpQX XORJX X PRGXODFLWN
NDR SUHNLGDpPp L]JPHYyX SURXSDOQLK L SURWXXSDOQLK VYV
SRPDaH UHJXOLUDWL RGJR YU ULPIXQRIOWRANRIWROHYBIYD R G
LIPHYyX XSDOH L LPXQRPRARBOWRROU@ GFMMHIUDJWEQ QD VC
antitijela su molekule u obliku slova Y sastavljene od dvije glavne regije: Fab rdgge i
regie 'YD LGHQWLF@DLWGHHYAIND GCHIQQVLpQD ODND ODQFD VYDNL
(varijabilna (V) i konstantna (C) domena), kombiniraju se da bi formirali strukgg@®uu
REOLNX VORYD. Postdje vi)d doDene u lakom lancu: konkretno, VL i CL, dok
PHWLUL [ARMHWHANL ODQDF 9% &+ &+ L &+

Sika4 2VQRYQD VWUXNWXUD ,J* GYD WHAGND ODQHAD SODYR
JOLNR]JLODFLMH FUYHQL NUXJRYL SUHX]JHWR L SULODJRY
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Fab regija sastoji se dd:
1. Varijabilno laganglend. Variable Light VL) i YD UL M D E l(¢dd Rariabie€a N H
Heavy VH) domene:
X VL domena: dio lakog lanca.
VHdomena:d R WHaNRJ ODQFD
Xx 2YH YDULMDELOQH GRPHQH QDOD]H VH QD YUKRYLPD

x

Su za vezanje antigena.

x VL i VH domene ajedno tvore mjesto vezanja antigena, koje je vrlo varijabilno
NDNR EL VH RPRJXULOR DQWLWLMHOX GD VH VSHFLIL]

2. Konstantno lake (etmgConstant Light &/ L NRQV WD Q WIQ®ong¥aHta N H H
Heavy 1 CH1) domene:

X CL domenadio lakog lanca, uz VL domenu.

X CHldomena:d R WHANRJ ODQFD X] 9+ GRPHQX

X 2YH NRQVWDQWQH GRPHQH SUX&DMX VWUXNWXUQX
SRPD&X VWDELOL]JLUDWL PMHVWD YH]DQMD DQWLJHQ!

Fc regija®?

1. CH2iCH3 domene:

X FCUHJLMD REXKYDUD NRQVWDQWQH UHJLMH WHA&aANLK OD(

x CH2 domena: nalazi se odmah ispod zglobne regije (fleksibilni dio koji povezuje Fab i
)F UHJLMH &+ GRPHQD MH XNOkbXpém@ma.X YH]DQMH QD

X CH3 domena: nalazi s@ D GQX VWUXNWXUH X REOLNX VORYD <
YH]DQMX QD )F UHFHSWRUH QD LPXQRORA&ANLP VWDQLFD

Funkcionalne ulogé?

1. Fabregija (VL i VH domene):

Xx 3UHSR]QDYDQMH DQWLJHQD 9/ L 9+ GRPHQH WYRUH SD
V H Y Hepiopabtigena.

X 6SHFLILPQRVW L UD]J]QROLNRVW G6HNYHQFH DPLQRNLVF
YDULUDMX PHYyX UD]OLpLWLP DQWLWLMHOLPD &WR RP
antigena.

2. Fcregija (CH2 i CH3 domene):

Cristina Maligec Diplomski rad
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x Efektorske funkcije: CH2 i CH3 domen& RVUHGXMX X LQWHUDNFLMD!|
NRPSRQHQWDPD LPXQROR&ANRJ VXVWDYD NDR &WR V
stanicama i proteini komplementa.

X $NWLYDFLMD LPXQROR&ANRJ RGJRYRUD O9H]DQMH ]D )
makrofaga, neutrofila i stanicaigpdnih ubojica éngl. Natural Killer Cells NK)

PRaH SRifagodltozu, ADCCL GUXJH LPXQRORANH RGJRYRUH

X SNWLYDFLMD NRPSOHPHQWD &+ GRPHQD VH SRVHEC
NRPSRQHQWX NODVLpPpQRJ SXWD NRPSOHPHQWD &aWR C
GDOMQMLK LPXQRORA&ANLK RGJRYRUD

2YH VWUXNWXUQH J]QDpDMNH RPRJIJXUXMX ,J* DQWLWLMHOLP
HOLPLQDFLML SDWRJHQD GRN WDNRYHU XNOMXpXMX L NRRK
odgovora.

IgG je podijeljen u moge potklase (IgG4 kod ljudi); usprkos tome, Fc fragmenti svih
SRGNODVD LPDMX M H\EYBzilRdijeX(KIMZIR) LPsakoY TR domeiiva N-
JOLNDQD VPMHAWHQ@D VX L]JPHYyX GYLMH &+ GRRHQH SRN
zbog varijacija USULVXWQRVWL LOL RGVXWQ Rukv¥e, gléktdr¢GIXFLUD M)

sijalinskekiseline?

Slika 5 Kristalna struktura ljudskog IgG)JF IUDJPHQWD A&4DUHQL ROLJRVI
SRYH]DQL V $VQ X -F DYH/QHRQID O @Mt ™ OODBOHQRM GLR
struktureN-JOLNDQD ERML 2 NEbatllglukozh@iD [GIEQAt)Dgalaktoza (Gal);
manoza (Man); fukoza (Fuc); i sijalinska kiselina (Sfpjeuzeto iz ref. 22)
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N-JOLNR]JLODELMD ,J* XWbsttfdian® Bfel@kN-H RXBNFLMH XW MH |
DILQLWHW ]D & T L )F 5\)FHUPDL NRRLOQMHURQ LD JLIQLWHW YH]DQ
V NRQIRUPDFLMVNLP SURPMHQDPD X &+ GRPHQDPD &\
PROHNXODUQH GLQDPLNH NULVW D RiftefikamauTeNpionjen® PD L C
UH]XOWLUDMX RWYRUHQLMRP VWUXNWXURP VPDQMXMXiL
6 O L p\@gRkani na Asn 394 IgEfF NOMXpQL VX |D RGUADYDQMH VWL

potrebnog za interakcije receptora visokog afinitéta.

*OLNR]JLODFLMD ,J* QD $VQ NULWLpQD MH ]D QMHJRY
LPXQRORANH RGIJRYRUH L SRG ILJLRORANLP L SDWRIL]JLROR
stanjima,N-glikozilacija na ovom mjestu osigurava pravilno savijanje i struktistabilnost
PROHNXOH ,J* 3RYHUDYD DILQLWHW YH]DQMD ,J* ]D )F UH
& T SRNUHUXUL BDACFHDNVWBRSXPALMH NRPSOHPHQWD NRML \
REUDQX RG SDWRJHQD 8 SDWRIL]LR CcRaNLKezilXcyeMIigBGVLPD S
PRIJX ]1QDpDMQR XWMHFDWL QD QMHJRYX IXQNFLMX .RG DX
DuwuLwLY L VLVWHPVNL HULWHPDWR]QL OXSXV pHVWR G
ostataka galaktoze). Ovaj oblik IgG je proupalnij¢H ODN&H YHaH QD OHNWLQ NF
DNWLYLUDMXuL VXVWDY NRPSOHPHQWD L GRSULQRVHUGL N
WRPH RGUHYHQH LQIHNFLMH L NDUF LigpRdgikoziRr&ndX IgGRYHV W L
NRML PR&H LPDWL VP DR®NMRIHMMHIHNWRONVKDMXUL LPXQRORA!
NURQLpQLP XSDOQLP VWDQMLPD SURPLMHQMHQD JOLNR
UHJXODFLMX SRWHQFLMDOQR XWMHpXTLSveuRupDSdtud GRY D Q
JOLNR]JLODFLMMHIR GIDHVKDIOAD QMHJRYH IXQNFLMH XWMHp
RGJRYRUH L QD SDWROR&NH SURFHVH 5D]XPLMHYDQMH R’

uvid u mehanizme bolesti i potencijalne terapijske ciljeve.

25. .RULAWHQH WHKQROR JdlikbrhaX LVWUDALYDQMX
HT glikomika se oslanjana brojne metode koje se primjaju za profiliranje glikana,
RELPQR QDVOR EIRYlika@RLiK glikopeptida THKQROR JLMH t HNNDXRI LIQVRI DV X
kromatogafija ultra visoke djelotvornosti s fluorescencijskaietekcijom(engl. Ultra high-
performance liquid chromatography with fluorescence detectibtiPLC-FLD) i tHNXULQV ND
kromatografijadnasena spektrometrijéend. Liquid chromatographymass spectrometry
LC-MS) QXGH UD]OLpLWH SUHGQRVWL L GDMX NRPSOHPHQWD
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RSiUHG®ie#¢RVOLPQH SULQFLSH VYDND RG RYLK WHKQRORJL
DQDOLWLPNH SRVWDYNH L IDJH REUDGH SRGDWABRD NDNR E|

251 THNXULQVND NURPDWRJUDILMD
7THNXULQVND N URdE Diguiek dhddnbtography /& MH DQDOLWLpPpND WHk
VH LQWHQ]JLYQR NRULVWL X UD]QLP J]QDQVWYHQLP SRGU)
IDUPDFLMX ]J]QDQRVW R RN RO MIXGIDWREG YYRMWDI WY HVRWIWDD R PR
SURpPLAUDYDQMH VORRP BUKHVPNDHRAD XV LY R X RIGH MOORNKIMYHR &RIGXY D2\
komponenti unutar uzorka na temelju njihove interakcije sa stacionarnom i mobilnom fazom.
6WDFLRQDUQD |DD)E DRXE INFQRROXNIPRAH VH VDVWRMDWL RG
VX VLOLFLM SROLPHUL LOL YH]DQH IDJH SULODJRYHQH VSFH
otapalo ili snjesa, nosi uzorak kroz kolonuzHGQD RG NOMXpQLK ]JQDpDMI
kromatografie MH QMH]LQD VSRVREQRVW RGYDMDQMD NRPSRQHC
afiniteta za stacionarnu i mobilnu fazu. Ovo odvajani¢ SRVWLaH UDYQRWHAaRP L
XNOMXpXMXiuL DGVRUSFLMX UDVSRGMHOX LRQVitetf, LIPMHQ
ovisno 0 koLAWHQRP NURPDWRJIHNMXUNRE NID NURPDWRJIUDILMD C
QDpPLQD RGYDMDQMD ]D SULODJRYDYDQMH UDOLpLWLP DQD
1. Kromatografija reverzne faze (ehdreverse Phase ChromatograpRPC):Kod RPC
VWDFLRQDUQD ID]D MH QHSRODUQD GRN MH PRELOQI
NRULVWL |D RGYDMDQMH KLGURIREQLK VSRMHYD NDR a

2. Kromaografija normalne faze (ehgNormal Phase Chromatograph§WPC): NPC
koristi polarnX VWDFLRQDUQX ID]X L QHSRODUQX PRELOQX
RGYDMDQMH SRODUQLK VSRMHYD NDR awR VX XJOM

proizvodi.

3. Kromatografija ionske izmjeneefd. lon-Exchange ChromatographyEC): IEC
odvaja analite na temaljnjihovih interakcija naboja sa stacionarnom fazom, koja
VDGUAL QDELMHQH IXQNFLRQDOQH VNXSLQH O9ULMHG
nukleinskih kiselina.

4. .URPDWRJUDILMD LV Ni@MSize HEQcMdon YOROadidg@phBEC):
SEC odvaja anaWH QD WHPHOMX QMLKRYH YHOLPLQH L PROH
HOXLUDMX EU&H MHU VX LVNOMXpPHQH L] XODVND X SRU
]JDGUADYDMX GXAaH

Cristina Maligec Diplomski rad
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5. Afinitetha kromatografija:2YDM QDpPLQ UDGD NRULVWL VSHFLILp
liganda imobiliziranog na stacionarnoj fazi i ciljanog analita. Afinitetna
NURPDWRJUDILMD QDALURNR VH NRULVWL ]D SURpLAaUD

7THNXULQVND NURPDWRJUDILMD PRaH VH VSRMLWL V UD]
odvojenih RPSRQHQWL XNOM X p-Xdhjixui (engl. QitvavidledMistbiel P\D vV W R
Vis) spektroskopiju, fluorescencijskuwdetekciju, masenu spektrometrijgengl. Mass
spectrometry MS) L GHWHNFLMX LQGHNVD ORPD LIPHYyX RVWDC
SRYHUDYDMX RVMHWOMLYRVW L VHOHNWLYQRVW RPRJXUX
YHOLNRP WBRPpWOWRREMNW DQDOLWLPpNH PRIXUQRVWL WHNXULQV
ulogu u puHSDUDWLYQRM NURPDWRJUDILML JGMH VH NRULVW
YHOLNLP NROLpLQDPD’°]D GDOMQMH SULPMHQH

SRVWRML QHNROLNR UD]OLpPLVOLK B @ CP HIW B G DHIBG-D § D/AHL NK
UHPLC-FLR) (Slika 6. Dok su radni tijekowv pripreme glikana u 1970na i 1980ima
RELPQR JDKWLWRXIDPQ O KN FSRIpMAW QRJ PDWHULMDOD GXJRWUL
i dugotrajne analizet HN X 0D N taf§dP Dtvavisdke djelotvornost{engl. Ultra-High-
Performance Liquid Chromatograph UHPLC) je postalajedna od najpouzdanijih HT
WHKQRORJLMD NRUL&GAWHQLK |]D DQDOL]X JOLNDQD ]DKYD(
PLQLMDWXUL]DFLML UHDNFLMVNLK YROXPHQD L WHKQRORJ
WHKQLND ]D SUR iapie Ydbo@ziMaH s peethddRd identificiranim  glikanskim
VWUXNWXUDPD 8+3/& VH PRaH NRULVWLWL V GUXJLP WHK

karakterizaciju jedinstvene strukture glikana i dobivanje daljnjih strukturnih infornfécija.
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Slika 6 Prikaan jekromatogram fluorescentno-@minobenzamid,-%% RELOMHAaHQLK
glikana ukupnih serumskih proteindobiven HILIGUHPLC-FLR analizom *Nekoliko
NURPDWRJUDIVNLK SLWRNDDN-Y®GA,) arikaz¥riad j¢ najzastuplieng

struktura®® (preuzeto iz ref.10)

Na slici 7 su prikazani kromatogrami koji pokazuju raspodjeNtglikana na
LPXQRJOREXOLQLPD * ,3* L $ ,J% 6YDNL SLN QD NURPD\
JOLNDQVNH VWUXNWXUH NRMH VX YL]XD@KWw. SUgeGVWDYC
kromatogramu najistaknutiji su pikovi koji odgovaraju kompleksnim biantenarnim glikanima
V LOL EH] IXNR]JH GRN VX X ,J$ NURPDWRJUDPX GRGDWQR S
VWUXNWXUDPD V YLaAR WL NDD®IOQVYDN ES|RPUMEMXORMX UD]JOLpPLYV
JOLNR]JLODFLMH B4PHYyX ,J* L ,J$

HILIC -UPLC-FLR kromatogrami prikazuju raspodjeNrglikana na imunoglobulinima G

J* L $ ,J$ LVWLpXUL VSHFLILPQH JOLNDQVNH VWUXNW.
komponentama MmuRORAaNRJ VLVWHPD 8 -URFPLOW RIHUDXRDX ,MH SLN
SUHGVWDYOMDMX RVQRYQH JOLNDQVNH VWUXNWXUH SRS)>
EH] JDODNWR]JH DOL V SULVXWQRP IXNR]JRP 2YD VWUXNW X
aktivnosWLPD L PRaH XND]JLYDWL QD RGUHYHQH EROHVWL SF
SLNRYL NDR &@&8WR VX * ) L *) SULND]XMX JOLNDQH VD MHG
2YL JOLNDQL LJUDMX NOMXpQH XORJH X PRGXOLUDQMX LP
JDODNWR]DFLMD pHVWR LPD DQWLLQIODPDWRUQH HIHNWH
Prisutnost galiliziranih glikana, poput G1FS i G2FS, ukazuje na dodatnu modifikaciju koja

PRAH SURGXALWL SROXALYRW ,J* X F hftaNatoinb &sohing’’. SRER O M
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6 GUXJH VWUDQH NURPDWRJUDPL ,J$% SULND]XMX YHUX
XNOMXpXMXiuL PRQRIRVIRULOLUDQH ELVLDOLOLUDQH L WU
tri molekule sijalinske kiseline. Ovi pikovislMOMXpQL |]D VSHFLILPpQH IXQNFLWN
NRQWHNVWX PXNR]JQRJ LPXQLDGMIL]LUD QU LIPNND QLY L &NHDW
SUHGVWDYOMHQL SLNRP $ SRYHUDYDMX KLGURILOQRVW L
sposobnost vezivanja za recegtbr QD PXNR]JQLP SRYU&ALQDPD L QHXWU
JXNR]JLOLUDQL JOLNDQL X ,J$ SULND]DQL SLNRYLPD NDR aw
LQWHUDNFLMH V UHFHSWRULPD QD LPXQRORANLP VWDQL

odgovor na mukoznim barijerea?*%°

Slika 9. Reprezentativni HILIGUPLC-FLR kromatogramiN-glikana a)imunoglobulinaA i b)
imunoglobulina G V JUDILpNLP SULND]RP QDM]DVWXSalypkb@aL MH JO
svakom glikanskom pik(GP)?*

Uporedna analiza kromatogramaP XQRJOREXOLQD * ,J* L $ ,J$% RW
UDJOLNH X QMLKRYLP JOLNDQVNLRRMAHUXSIMALUDEP@PH &WRORG

1. 5D]QROLNRVW JOLNR]JLODFLMH ,J$ SRND]XMH YHuX UD]Q!
V LIJUDAHQRP SUDOXWRRFLMH L IRVIRULODFLMHda2YD UD]
HILNDVQR IXQNFLRQL&H QD PXNR]QLP PHPEUDQDPD JGF
9LVRND VLDOLOL]DFLMD L IRVIRULODFLMD X VWUXNWXU
VSHFLILPQLP GRWXNEPPLP SRYUALQDPD AWLWHIL RUJIJDQ
NOMXpQLP PHVWLP®UXJH VWUDQH NDUDNWHULEH PDQ!
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struktura, s dominacijom biantennarnih, fukoziliranih glikana. Ove strukture su uglavnom
odgovorne za modulaciju SVWHPVNRJ LPXQROR&NRJ RGJRYRUD
procesima. lako je IgG manje raznolik u glikozilaciji, njegove glikanske strukture

optimizovane su za cirkulaciju i odbranu od patogena u krvi.

2. Sialilizacija: ,J$ VDGUAL YLdH VLDOLOGPD VB QIXDAQDNDQW L % SVIRC
L SRYHUDYD VWDELOQRVW X UD]J]OLpLWLP WHOHVQLP WHE
QD PXNR]QLP SRYUALQDPD 9LVRND VLDOLOL]DFLMD MH
RPRIJXUDYD EROMX LQWHUDNRPAURXMLNDSRDWRUWOQORBDIP DUH
VLVWHPD pLPH VH GRSULQRVL HILN DNaQuURrgtvibmeXIigisD a W L W L
LPD QLAaL QLYR VLDOLOL]J]DFLMH &4WR VH RGUDAaDYD QD Q
procesima. Sialilizacija kod Ig@ ima manji ticaj na stabilnost molekula u krvi, ali ipak
PRAaH LJUDWL XORJX X PRGXODFLML LPXQRORANLK RGJRY

3. Fukozilizacija: L]UD 4jel @ RMD,J$ AWR RPRJIXUDYD VSHELILPQH LQ\
QD UHOLMDPD LPXQROR®RNRIP XNRWMHFPD SBRVEIEQDPD JGH N
)XNRJLOLUDQL JOLNDQL X ,J$ NOMXpQL VX ]D YH]LYDQM
ORNDOQRJ LPXQROR®@ANFHIDRGIRRRIUDL]DFLMD MH SULVXW

QLYRLPD X SRUHYyHQMX VL]U® & HONR QXUNRH-L® RIEDLAUBVAR) X ],0D°
IXQNFLMH X VLVWHPVNRP LPXQRORANRP RGJRYRUX XNOI

4. Fosforilacija: LJUD YDAaQX XORJX XDJGMWNRNMB DNFOAMXp QIR ]D QMH.
SRVHEQR X UHJXODF Lddvora L aX @ikazfra NrhétnbrBn@ma. Ova
PRGLILNDFLMD GRSULQRVL VWDELOQRVWL L IXQNFLRQI
REDYOMDQMH XORJD DOVYDXEWRWLWFROPHRNRAGBLMH 1QDpDMC
]QDpL GD IRVIRULODFLMD @gdviin Juhkcija NCHKoRIaCiXIGR J X X QM
YLaAaH VH IRNXVLUD QD VLDOLOL]DFLMX L IXNR]JLOL]DFLM
IXQNFLMH X NUYRWRNX L LPXQRORANRP RGJRYRUX

6YH X VYHPX ,J$ L ,J* SRVMHGXMX UD]JOLPpLWHRYB®IQOND QV N
QMLKRYLP VSHFLILpQLP XORJDPD X RUJDQL]PX ,J%$ MH RS\
raznoliku i sialiliziranu glikozilaciju, dok IgG, s manje raznolikom glikozilacijom, igra
NOMXpQX XORJIX X VLVWHPVNRM FLUNXODFLML L RGJRYRUX

Cristina Maligec Diplomski rad



T . Uvod 21

2.5.2. Priprema uzorka

%XGXUL GD VH 8+3/& pHVWR ONRRERLixaW® lgiianiB&EIVO mpdaju
RVORERGLWL RG VYRJ SURWHLQVNRJ QRVDpD NDNR EL VH
QDMpH NRULVWL X +7 dénddglikezadainQiptidi®glikbidaza F (eng.
PeptideN-glycosidase FPNGazaF). 2ELpPQR VH NRULVWL ]D L]YRYHQMH HQ
X]RUDND )OXRUHVFHQWQR R]QDpDYDQMH RWSXaWHQLK JC
DQDOL]D WDNRYHU VH pHVWR NRULVWHdX igkd&JdeFPNGRE X]RUDI
pHVWR NRUWJVWL GRE@RPBYIDQD MEQIPVEMIFDXPpLQNRYLWD X
Y UOR V N\Lhikard@djiksu, na primjer, uglavnom sastavljeni od kitobioze ili jeddeg
acetilglukozamina.3RYUHPHQR NRUDN pLAUHQMD GRGDMH VH QDN
povHUDOD XpLQNFRY LOWRWHVWHDQWEBMJIJ RELOMHADYDQMD

2G QDMUDQLMLK +7 LVWUDALYDQMD SURaiGHeQankid QD UD]
(engl.2-aminobenzamid&-AB) MH ELR IOXRUHVFHQWQL PDUNHU NRML V
lako ionizirati, AWR RWHAaDYD XSRWUHEXRED OMMNB QN K QB Ul & FLL ND;
proizvodi jake fluorescentne signal®rokainomid A ili 4-aminoN-[2-(dietilamino)etil]
benzamid(engl. ProkainamideA, ProA), 6-aminokinoliFN-hidroksisukcinimidil karbarat
(AQC) i RapiFluorMS reagens za oznakdilkgana (engl. RapiFluo-rMS Glycan Labeling
ReagentRapiFlugr-MS) (Slika8 VX PHYyX RVWDOLP R]JQDNDPD NRMH VH
pbHaUH NRPRIYWHWR]QDNH SRND]XMX HNYLYDOHQWQX Li®L SRMD
223% NDR L LRQL]DFLMX X VOGXPDERJIINREBYHGNDELOQOXRMHC

tercijarnog aming**2

8SRWUHED NHPLNDOLMD ]D EU]R imsiadtaftiels De@dUinstahD R 4 W R
Antibody InstantAB), instant peptidno Yatanje(engl. Instant Peptide CapturdnstantPQ i
RapiFluorMS (Slika 8§ ]OQDpPDMQR MH SREROM&EDOD XPpLQNRYLWRV\
NHPLNDOLMH GUDVWLpPQR VPDQMLOH YULMHPH UHDNFLMH C
DQDOL]JH OHYyXWLP YWB@D MWHRQBRRHEPIRI R]QDpDYDQMD F
X SRIJIOHGX SRPpHWQLK YROXPHQD X]J]RUND NRML VH PRJX RE
YLADN UHDJHQVD ]D R]QDpDYDQMH NDNR EL VH RVLJXUDO
XPLQNRYLWR XR\EDND X-HEMEXDEINI, proteinski amini drugi slobodni amini).

.DNR EL VH ULMHAURD RXIDoM. VB RKEGHIR ILO QH Kiakobifm EIRQDUQH |
X REOLNXVSORWLEIFD L XORAFL LOL SORYHREDL pEIR LVKLIGRRIL A
X SURFHVX pLauHRQHINDX OErRRaRpkSfije s hidrofilnim interakcijama -
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HNVWUDNFLMD (Bydrophtlit) iter&ctibn ILDguid Chromatography Solid Phase

Extraction HILIC-SPB. Ove stacionarne faze pokazale su uspjeh NQUDQMDQMX YLE
UHDJHQVD L SURWHLQD L] UDQLMLK ID]D SULSUHPH X]RUN
XPLOQNRYLWRWWPDWRODL|HPDIJQHWVNH QDQRpPpHVWLFH SRWHQ
VWUDWHJIBND pLAGUHQMD

Slika8 6W U XN W X U @LNRUWLLNDV HHHMWR RROIXDSNRMHU VW LWL QD UF
glikana. 2]QDNH V X 2-aninbbeazHjéMd Kiselin@-AA), 2-aminobenzamid2-AB) i
2-piridin-aldehid (2-PA), 8-aminopirenskel,3,6trisulfonska  kiselina (APTS), 8-
aminonaftalenski,3,6trisulfonska kiselingdANTS). (preuzeto iz ref.10)

2.5.3. Obrada i mjerenje podataka

JOXRUHVFHQWQR RELOMHAHQL JOLNDQL -pemaNeRoyrtd LVSLW
HILIC-X ]JERJ QMHJRYLK L]JQLPQLK PRJXiQ RofilihLarmaliiaY.D MD Q M D
vodencRUJDQVNRM PRELOQRM ID]JL 2YLVQRNR)likuaEIRedrki YHOLD
JUDGLMH Q Wudplob DY 59 Xiiilo® mmol difiamonijevog fornjata u acetonitrilu
RPRIXUXMH XpLQNRYLWR RGYBMD® MH P RISV W.IFRE K DrGHLOPL. RIVQMAI
ED]L DPLGD VOX&H NDR WHPHOM ]D NHPLMXNNXRIQRMH 1DSU
GRYHR MH GR VPDQMHQMD LQWHUDNFLMD L]RHNgX JOLNDC
S R ER O M a panBvijR@stpikdvalposebnaavrste koje su sllinizirane. IDNRQ UXpQH LC
DXWRPDWL]JLUDQH LQWHJUDFLMH NROLPLQH JOLNDQD REL
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SRYUALQH SRPRiUX QRUPDOLNB KiajM e ¥dvijdd W B WSLRNWBHNIH D QI
ispravak serije®

2.5.4. Identifikacija glikana

SRMHGLQDpPQLP JOLNDQVBSBIRMWWEUKNWRBEBHPOC-FLRD, &
dodjeljuju se vrijednosti glukoznim jedinicama(engl. Glucose Units GU) na temelju
IOXRUHVFHQWQR R]QDpHQH OMHVWYLFH GHNVWUDQD NDF
preliminarnu identifikaciju glikanskih struktura QO ULMHGQRVWL *8 RELPQR VH
referentne vrijednosti u bazama podataka jer su stabilnijeveednena [ DGUADYDQMD
SRMHGLQDp @4 kolahOkopd MMHD SRGORA&AQR SURPMHQDPDIhXVOLMH
UHPLC instumenata kromatografskih uvjetdijekom analiz. Danaspostoj velik broj baza
podataka UHPLC gINDQD V *8 YULMHGQRVWLE®EDA M RM IS RAEDN\RN/HH UL |
R E L O M glikadn® Skkvenciranje egzoglikozigema SRGUH]JLYDQMH ELNDQD
HQJLPD VSHFLILPQLK ]D UD]JOLPpLWH YUVWH ]DYU&@d K PRQR
GRSXQVND VWUDDWHIQMIBD YB3 HRALOMMHAK VWUXNWXUQLK HOHP
NRML VH HO XL U D Motmatogsaiskirh ikb\iniz [ Sikays* fF

Slika 9 Prikaz egzoglikozidazne digest@e$ % R E L O NiglidaHaR\KORERYHQLK V OM X
transferina(Tf). (i) 1 HU D]JU Dy H Qi). N&JrBrulriididza SStreptococcus pneumoniae

.2 8). (iii) SIA (neuraminidaza A)Arthrobacter ureafaciens -3,6,8,9. (iv) Streptococcus
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pneumoniae -4 galaktozidaza S (GAL) + SIA. (vpBtreptococcus pneumoniaeN-
acetilglukozaminidaza S (GIcNAc) + GAL + SIA. (vi) GIcNAc + Gal + SIA + fukozidaza O
(FUC) iz bterije Omnitrophica bacterium -2,4,61°

9DAaQR M Hiti pB Sdkwenciranje egzoglikozidama zahtijeva MS karakterizaciju,
NRMD VH PRAH REDYLWL RQOLQH VSDMDQ MfHiRe Bak@7& VW UR
SULNXSOMDQMD NURPDWRJUDIVNLK SLNRYD 7TUHED QDSR
egzoglikozidaama PRaGD WUHEDWL SULODJRGLWeézulhf) bMedn&Ed VH GR
IOXRUHVFHQWQRM R]JQDFL NRMD VH NRULVWd jdprisapl ULY DW
YUOR SRAHOMDQ ]D VWUXNWXUQX NDUDNWH Wbhibfre M X JOL
elektroforezgengl. Capillary ElectrophoresisCE) na MS, puferi koji se koriste za odvajanje
KLGURILOQH LQWHUDNFLMYV N nglv Hydrgphlli€ WWigrdctidhULRBId W R JU D
ChromatographyHILIC) kompatibilni su s tehnikama ionizacie6 D QHGDYQR NRULZE
IOXRUHVFHQWQH R]JQDNH LPDMX IXQNFLRQDOQH VNXSLQH
analizeultra YLVRNRXPLQNRYLWH WH N XadeQovhNspekidohBtRjdanvgR JUD I L M |
Ultra-High-Performance Liquid Chromatograpthass Spetrometry UHPLC-MS).*°

2.6. Upotreba HT-JOLNRPLNH X LVWUDALYDQMLPD

2.6.1. HT-JOLNRPLND X LVWUDALYDQMLPD HSLGHPLRORJLMH

3XpLU L VXWBURYHOL VX SUYX RSVHAaQXN-SREXNAP B LNVR/WIXV D/
tehniku visoke propusnosti (HT). Odvojili su IgG iz 229&oraka plaznf8 i upotrijebili
PNGazu F za uklanjanj&-JOLNDQD SRYH]DQLK V ,J* QDNRQ pHJD MH
AB. Njihovi su nalazi otkrili da je gotovo 9% neutralnih 1gG glikana fukozilirano u jezgri.
IgG N-glikani pokazali su manju sijalil§a u usporedbi s drugim glavnim glikoproteinima
SOD]PH V SW%lgikénskirQsRuktura koje su disijaliranA2G2S2. Dodatno, 20%
neutralnih 1gG glikana bilo je digalaktozilirano,old su monogalaktozilirane i.-
JDODNWR]LOLUD Q HOWAWWptdsjekxs UaH GH RWOH GRLK JOLNDQD VDC
acetilglukozamin, podijeljen u dva dijefa.

2.6.2. HT- JOLNRPLND X LVWUDALYDQMLPD JHQHWLNH

Lauc i sur. (201pproveli su prvu studiju asocijacije na cijelom genomu le@gnome
wide association stugyGWAS)o N-JOLNRPLPD RWNULYDMXuUL SRYH]QLFF
genetskih varijanti i glikozilacije vezane na prothin 1MLKRYR LVWUDALYDQMH QL
ANRWVNH L +tUYDWVNH LVWDN G@XNTBRUWEH BARLKN kaF&ziMeNYy DULMD F
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glkanau pD]PL 1DNQDGQD LVWUDALWHNELM NDFRWIMEhQRIVYHX R
fukozilacije proteina plazm@.

*RGLQH IDXF L VXU SURALULOL VX VYRM *:$6 NDN|
povezane s Ig®l-glikozilacijom u istim populacijama, identificPMXuL GHYHW J]QDpDMQ
]D FLMHOL JHQRP XNOMXpXMXiuL JHQH NRML NRGLUDMX
autoimunim i upalnim stanjim%.

IDMYHUX *:$6 M QOOMIONRXLODFLMH ,J* GR VDGD REMDYLOL
$QDOL]JLUDMXULD LGHKQORWUDNFLUDOL VX ]ODPDMQLK ORNY
VXJHVWLYQLK ORNXVD XGYRVWUXpLY&L EURM X XVSRUHGE
MH SUHWKRGQR QHSUHSR]QDWH ORNXVH NRML XWMHpX QL
P U Hgdikdzilacije3"*®

26.3. HT-JOLNRPLND X NOLQLpNLP LVWUDALYDQMLPD

Gudelj i sur. koristili su HILIGUHPLC-FLD za procjenu karakteristika Ig8-glikana
kod 179 osoba kojima je dijagnosticiran reumatoidni artritisl(dRigeumatoid arthritisRA)
unutar jednog des¢ OMHUD 6XSURWQR SUHWKRGQLP QDOD]LPD
NRUHODFLMX L]JPHYyX VPDQMHQH VLMDOLODFLMH L JDODNW|
smanjena galaktozilacija mogla biti faktor rizika koji pridonosi razvoju bof@sti.

7JUERMHMWPIDPLU L VXU SRND]DOL VX ]Q N DMQNR RID ]IO0] PNHEF XX
EROHVQLND V &UREQRYRRKBRR O HEW Kild@ndzhim kolitisom €nd.
Ulcerative colits 8& X XVSRUHGEL V NRQWUBHPDEHDD, aRdlidirsdiWHUOL +,
su lgG N-glikom u 320 kontrola, 287 bolesnika s € i 507 pacijenata s UG@m. Dok je
VLMDOL]DFLMD ,J* ELOD ]QDpDM®R, ViRBRits QDi EBEBEROHV QL
SRND]DOL VX |QDpDMQR VPDA@MHQMH JDODNWR]JLODFLMH ,J*
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3. MATERIJALI | METODE

1.1. Materijali

1.1.1. Materijali u radu
Tablica 1. Prikaz popisa upotrjebljenog materijala u radu.

Materijali BURL]JYRYDpL
1 mL AcroPrep wiPTFE Pall Corporation, SAD
—P ILOWHU SOR
1 mL AcroPrep wiPTFE Pall Corporation, SAD
P ILOWHU SORE
Armadillo PCR Plate96-well, PCRSOR p Thermo Scientific, SAD

30ORpPLFD PRQROLWD V BIA Separations (di&artoriusa, SAD),
&, 0 S-Pbein G LLD 0.2 mL Monolithic

96-well Plate, 2— P FKDQQHC

B3ORpLFH ]D VDNXSOMDQ| Waters, SAD
2 mL (engd. 96-well collection plate¥

Slovenija

CaptureSelelt! IgA afinitetna zrnca Thermo Scientific, SAD
Filteri za pufere Thermo Scientific, SAD
1DOJHQH@® CIASEG P
LTS tipsevi za pipete Mettler Toledg SAD
(Rainin Instrument
Aluminijskatermalna ljepljiva folija PorvairSciencesSAD
Samoljepljiva folija /1* IDEZDQH 1MHPDEp
Mikrotubice (1,55 mL) /1* IDEZDQH 1MHPDE
Tube za centrifugiranje (350 mL) /1* IDEZDQH 1MHPDEg
Kromatografsk&olona Acquity UPLC BEH Waters, SAD
Glycan —P [ PP

1.1.2. Enzimii kemikalije
7TDEOLFD BULND] SRSLVD NRULAWHQLK HQ]JLPD L NHPLNL

Enzim BURL]YRYDD
31*D]D ) B —1 Promega, SAD
Kemikalije BURL]YRYDD
Natrijev klorid Alkaloid, Sjeverna Makedonija
Kalijev klorid Sigma, SAD
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$FHWRQLWULO $&1 +3/8&
Dimetilsulfoksid (DMSO)
.ORURYRGLpPQD NLVHO
2-pikolin boran
Propan2-ol
,JHSDOS &%
Amonijev bikarbonat
Ledenaoctena kiselina
Natrijev hidroksid
SDS (natrijev dodecil sulfat)
JRUPLPpQD NLVHOLQ
TRIS pufer
OLOOL4 YRGD 5
Etanol 99,8 %
Prokainamid
1.1.3. Instrumenti i dodatni pribor

CARLO ERBA Reagents, Italija
SigmaAldrich, SAD
+RQH\ZHOO )OXND A&y
Aldrich, SAD
CARLO ERBA Reagents, Italija
SigmaAldrich, SAD
SigmaAldrich, SAD
Lab Expert, UK
OHUFN 1MHPDpPpND
Carl RothGmbH + Co. 1MHPDpNTL
OHUFN 1MHPDpPpND
AppliChem GmbH 1MHPDpPpND
OHUFK 1MHPDpPpND
CARLO ERBA Reagents, Italija
Acros Organic8.V.B.A., SAD

Tablica 3.Prikaz popisa upotrjebljenih instrumenata i dodatoidigora u radu

Instrument i dodatni pribor
$QDOLWLPND YDJD ([!
7THKQLpND YDJD
ODIJQHWVND PLMHA&D
pH metar Seven Compadéiive Easy
Vodikova elektroda

Milli-4S 7\SH 8OWUDSXUH
XUHYyD M DVAOMYIRDG X
PipeteLite XLS
(automatske mikropipete, jednokanaine
multikanalne)
SpeedVac Concentrator SC21{akuurnski
koncentrator)
Vacuum manifold
(YDNXXPVNR RGVLVDYD
Vakumska pumpa
Centrifuga
Inkubator (DN} f &
3 Hig&(DNO f &
Tresilica
Termo siler
NanoDrop 8000 Spectrophotometer
ACQUITY Premier System
UPLC H-ClassPlus
(WHNXULQVNL NURPDWR
djelotvornost)

1.1.4. Priprema pufera i otopina

BURL]YRYDD
OHAUS, SAD
Mettler Toledg SAD
,.$ 57& EDVLF 1MHPD
Mettler Toledgo SAD
Mettler Toledgo SAD

OHUFK 1MHPDpPpND

Rainin (Mettler Toledo),
SAD

Thermo Scientific, SAD
Pall Corporation, SAD

Pall Corporation, SAD
Eppendorf, SAD
MRC, lzrael
MRC, Izrael
*Y/ 1MHPDpPpND
Micro'™, UK
Thermo Scientific, SAD
Waters, SAD

Tablica4. Pripremaotopina i puferaa daljnju upotrebu u analizi IgG i IgA

Otopine

Priprema

Cristina Maligec
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10xfosfatnc SXIHULUDQD IL&L
(PBS, pH=6,6, neutralizacijski pufer

10x PBS S+ YH]XMXUuL
1x PBS0,25mol dm?® NaCl, pH=7,4, pufer za
ispiranje

0,1 moldn? IRUPLPpQD NLVHOL
elucijski pufer

1 mol dni® amonijev bikarbonaneutralizacija
eluata

20 % EtOH u 20 mmalm’® 2-amino-2-
(hidroksimetil)propari,3-diol (TRIS)
(Mr = 121, 14 gnol™) + 0,2mol dni® NaCl,
S+ SXIHU ]D VNODC

0,1 mol dm® NaOH

30 % (v/v)propanz-ol
1,33 %natrijev dodekasi-sulfonat(SDS
4 % 2-[2-[4-(2,4dimetilheptar3-

ifenoksi]etoksiletanollgepa)

5x PBS

Naziv soli ¢ (mmolL™) JY
KCI 2,65 1,976
KH,HO, 2,18 2,964
NA,HO, 9,74 13,832
NaCl 137,94 80,028

Priprema 1 L pufera: Soli se otope u 800 m|
XOWUDpPLVWH YRGH OMHUL
1 mol dm® NaOH prilagodi do 6,6. Otopinu <
QDGRSXQL V XOWUDpPLVWR
profiltrira kroz Buchnerov lijevak Otopina se
pohranjujena sobnu temperaturu.

Priprema 1 L pufera: Otopina 10x PBS
razrijedi se u omjeru 1:10 (v/v) U 100 mL 10x
3%6 SRWUHEQR M HoGURIG I\LL
Zatim prilagoditi pH do 7,4 s 1 mol ditNaOH.
Otopina se pohranjujga  f.&

Priprema 500 mL pufera: Dodati 1,89 mL
pufera X P/ XOWUDpLYV hkjeriyi |
pH otopine inad& XQLWL V XOWUD
finalnog volumena od 500 mLOtopina se
pohranjuje Q D f&

Priprema 250 mL pufera: Dodati 19,77 g
pufera X P/ X O Wbbb.pQtdpiHnNije
potrebno filtrirati niti izmjeriti pH vrijednost

Otopina se pohranjuj& D f&
Nazivsolii ¢ (mmol L™ JY
baze
NacCl 137,94 80,028
TRIS 0,02 2,42

Priprema 1 L pufera: Potrebno je otopiti soli (
P/ HWDQROD 'RGDWL X

mL i prilagoditi pH od GR SRF

mol dm®* +& 0O 1D GRS XQ L Wbdons @0\

finalnog volumna od 1 L. Otopina se zat

profiltrira i pohranjuje na f &

Priprema 500 mL otopine: Potrebno je otopit

J 1D2+ X P/ XOWUDDpPLVYV
zatim profiltrira i pohranjuje na sobnu
temperaturu.

Priprema 500 mL otopine: 3SRPLMHAaDW
2-SURSDQROD L P/ XOWU
se zatim profiltrira i pohranjuje na f &
Priprema 100 mL otopine: Otopiti 1,33 g SDS
a u 100 mL ulUDpLVW HoteBG He
SRKUDQLWL RWRSLQX QD
Priprema 50 mL otopine: Dodati 2 mL
lgepalD X P/ XOWUDpPLVWH
SURPLMSRKWWDIQLWL QD f&
Priprema 500 mL pufera: Otopina 10xPBS
razrijedi se u omjeru u 1:@/v). U 250 mL10x
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PBS potrebnoMH GRGDWL XOWUI
mL. Zatim prilagoditi pH do 7,4 s 1 NaOH m
dm® 3RWUHEQR MH SRKUDQL
70 % etanol Priprema 50 mL otopine: 3SRPLMH&DV
HWDQROD L P/ XOWUDDI
SRWUHEQR SULSUHPLWL VY

1.1.5. Ispitanici i uzrokovanje
8 RYRP LVWUDALYDQMX NRULAWHQL VX X]JRUFL OMXGVNH

u Genosu. ZaSURY RYWHQWJIHD AREDQYMNMEADGMH HW ERMID20GRVIPWRUF D
povjerenstva Genos d.odYL LVSLWDQLFL VX ELOL tXSRpQmsdliL V LV
informirani pristanak.

8 LVWUDALYDQMX AW VXIGARH S B R BEBR aQikh v NspadiRod \B5L
do 47 JRGLQD WH AHQD S UBR\gddiiHd @ Faspoi ) BSVAY U7 godina.
Ispitanici su izjavili da u trenutku uzorkovanja nisu bili akutno bolesni.

1.2. Metode

1.21. ,]RODFLMD ,J* L] NUYQH SOD]PH SRPRUX SURWHLQ *

1.2.1.1. Priprema uzoraka plazme i plazre@ndarda

SURWHLQ * SORpLFD L RWRSLQH SXIHUD VWDYH VH QD VR
potrebno je staviti da sedmrzru te zatim vorteksaju i centrifugimju NDNR EL GRAaOR (
RGYDMDQMD OLSLGD L WR QD PLQXW pin@éntrifuge, Jo®BRPRUX (S
4512-11 (13 400 okretaja/min)5DQGRPL]DFLMD X]RUDND SURYRGL VH (
MDALFD X NRMH VH GRGDMX VWDQGDUGQL X]RUFL SOD]PH
sistematskih varijacija i osigurava nepristrana disirija uzoraka za daljnju analizW
Q DV X Pod@htaReM D 4% 6 R pd_dakiipljanjmanosis€5 / VWDQGDUGQRJ X]JRUND
i25 / [ 3%6 NRML VOXaL NDRVVPE IWHHSD]SURHEGH GRQDYDQMH
omjeru 1:7 (v/v) QDNRQ p Hiy®prendsS madlOnL AcroPrep wav7 ) ( P ILOWHU
SORpPIGR]|PD VH |DWLP ILOWULUD L Vé&ahkjl@ageMB UL ¥ UNMWIDM P/
]D ILOWUDFLMX SROPRPHXFDDIWDXXP®XSOMDQMH RVWDYOMD VH
budu spremh. ]D QDQR&HQMH UD]JULMHYHQHSs monol@dowi B EQRAHQSOD]|

proteinom G.
1212. PreNRQGLFLRQLUDQMH 3URWHLQ * SORpLFH

SBURWHLQ * SORpLFD VH XSRWUHEOMDYD X QHNROLNR
SRKUDQMXMH VH X KODGQMDN QD f& yXYD VH X SXIHUX
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mmoldm* TRISi1moldn® 1D&0O 3ULMH VDPRJ NRULAWH®@MWePRQROL
pre NRQGLFLRQLUDWL QD QDpLQ GD VH XNORQL SXIHU ]D VN
XOWUDpPLVWH YRGH L P/ [ 3%6 =DWLP VH IRDPLHD R SL
kiselinom kako bse HOXLUDOL ]DRVWDOL SeJRORpic@dDtBlGiIraSsWBa0OH L]F
mL 10x PBS puferom. Tijekom postupka pRQGLFLRQLUDQMD 3URWHLQ * S
VPLMH SULMHUGL LQ+J 1D NUDMX VH PRQROLWQD SORpLFI
pbHJD MH RSHW VSUHPQD ]D XSRWUHEX

1.2.1.3. Vezanje I& na protein G i ispiranje

yLowuLUuDQD SOD]PD V WUHVLOLFH VH SRPRUX PLNURSLS
GRAOR GR Y-airiDpioMdiD G, JFjiekomrQDQR&HRWDND YDNXXP QH VPLM
inHg. Qdsisanu plazmuVPR VDNXSLOL X za saku@janR pdtimHe na kraju
SRWUHEQR LVSUDWL MDALFH SRSWU L/BKRtHD) WV P L MMOB B WM HsUX
inHg.

1.2.1.4. Elucija IgG

Prije eluiranjau VY DN X M D & LJBX VINODpdIEGHANE D il Hlodaje se 4208
neutralizacijskog pe#fra (1 mol dii DPRQLMHY ELNDUERQDW NDNR EL
desijalinizacija IgG glikana u kiselom mediju. Zatim spad SORJDFWYN O D &av§aVN HQ M H
SURWHLQ * SORpLFD WH VH HO)?ILIRJlDP,UbQ/I—I NLWVHOLQ@H O7 GNH N
vakuumQH VPLMH S UNa&kdth ilucije pd@ebdo je resuspendirati uzorke IgG eluata s
PLNURSLSHWRP L SULWRP SD]J]HUL GD VH SURPLMHQH WLSV
NULA@RODWDPLQDFLMD =DWLP VH SORpPLFD SRNaite¥ilizi DO XP L(
RSUH]QR VH WUHED PLMHADWL NDNR QH EL GR&AOR GR NI

VSUHPQR ]D PMHUHQMH N R QFUHROWYEMIDELLIYGeludta od RQRiEQ L
IgG-aL]QRVL —

1215 5HIJHQHUDFLMD L VNODEG&LAWHQMH 3URWHLQ * SORD

5HIHQHUDFLMD 3URWHLQ * SORpLFH RGYLMD VH,®D QDpL
mLO,lmoIdm3IRUPLbQH NALMVWMHHONLROAH SRVW XSND LVSLUDQMD YDN.
LQ+J =DWLP VH 306 Rp LexDPBS\p&eree Makuumski sustalRGYRGL WHNX UL
prema spremniku za otpad DGDOMH S ORpLFDnYVE MBR pufersZatinde V
MDAa3IBFRWHLQ t\8IRHN WH P/ SXIHUD ]|D VNODGOAWHQMH Wt
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istog pufera Pufer VH |DWLP SRVSUHPD QIDGCQANDSLAQWHQ®@MH &R KV(
NRUL&AWHQMD

1216, OMHUHQMH ,J* NRQFHQWUDFLMH L QMHJRYR VNODG

.DNR EL VH L]JPMHULOD NRQFHQWUDFLMD ,J* X HOXDWX
spektrofotometr$ OLNYRW ,J* HOXDWD NRML VH VDNXSVYRAK VR/XSO|
speedvacu i pohrarK |[DPU]JLYDp GR VOMHGH U HdegbkedildeigeH WM GR SR

1.2.2. Deglikozilacijau 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 ostat QD VREQRM WHPSHUDWXUL ,] ]DPU3dYDpD V
VNODGMNaAWNQHMHHQLP ,J* HOXDWRP L VWBYRWVNVHPQREHQRDWHP
SRV X & lg@dRituiznosi 140-¢-

1.2.2.2. Denaturacija

U svaki uzorak dodaje se 38-1,33 % SDS i pritom reXVSHQGLUD SLSHWLUDM
VOLMHGL SRVWXSDN LQNXE Péram termal8danRijehjivédm YoljonE RN UL Y D
inkubirase n®5 f& PLQ IDNRQ LQNXEDFLMH SORpLFD VH RVWD®
min kako bi se ohladila. Zatim se dodaje 0 A% Igepalau svaki uzorak i resuspendira
SLSHWLUDQMHP 3O0ORpPLFD VH RIgkW® blide @ibemaliriUzd \dbdavafje Q D

enzima
1.2.2.3. Deglikozilacija

Za pripremu smjese enzima, daglae —/ 31*D]H ) X —/ [ 8% 6 NDNF
pripremia dovoljna N R Calzp I7Q uzoraka. Zatime G R G D M Hsmjese-énzima u svaki
uzorak IgGa i plazme. Da bse smanjha PRIJXUQRVW SRJUHaNdtreébhblje SLSHW L
GREUR S Ré&jedH@ARtVEWWem nakon dodavanja enzilB@® RpLFD VH SRNULYD
termalnomljepljivom folijom i stavlja u inkubator na temepraturu 8d f &a 18 h kakdoi
GRAOR GR RN@IREBRYHQMD

1.2.3. 2ELOMH&D Y D Q MghkaidDURoBRIG Q LK 1

SRWUHEQR MH S UL S Ulbdrelstritnag YilebigiokaiRaMiB:BUWFAX naziva
2-(dietilamino)etil 4aminobenzoat, l RM D SR X]R U Nn{ prdRainbinditia4,48 mg 2
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pikolin-borana i —o6d 30 % octenekiseline u dimetil sulfoksidu (DMSO)Prvo se

priprema otopina prokainamida (ProA) s 30% octenom kiselinom (HAc) u DMSO te se
otopLQD PLMHA&AD Y RUW H,MthatBoQzZVelgdhi-pkdlinvbloran dtepa s drugom
pripremljenom otopinonHAc/DMSO te vorteksiraDodaje se 25— bHtopine fluorescentnog

bilega prRNDLQDPLGD X VYDNL X]RUDN L VWDQGDUWa&seWH UHYV
SRNULYD DOXPLQLMVNRP IROLMRP L VWDYOMIDPpokive WUHVL
liepljivom trakomte VW DY OMD X SfHEiaQLlhFNa Kpdju inkubacije, dodaje se 25/

otopine redukcijskog sredstvaswaki uzoraki resuspendira3ORpPpLFD Vkep§wMULY D
trakomi stavlja na tresilicu nd0 min PIRpLFD VH VWDY O M& XQBH N&karF X QD
]IDYUGHWND LQNXEDFLMH SORPLFD VH L]YDGL L] SHUQLFH L
na 30 min dok ne budspremna za B Q R & H Q khH AQdPrep wwPTFE —P ILOWHU
SORpLFH HNVWUDNFLMD QD pYUVWRM |IDWBTFE3SL@RPRhEKED ¥XJ Q|
XNOMXPH®DM |]D ILOWaWUDFL M X SRPRUX

1231. 3UHNRQGLFLRQLUDQMH Z2Z37)( SORpLFH

Otopina 96 %{v/v) ACN X XOW V@pWWWEB ELWL VYaMHR K @IS HP O N
f& 7TDNRYyHU RWRSLQD HWDQRO®@V)Y\WO KPR REIL WE MHOIH RHG S U
UUHYDM ]D ILOWUDFLRQX SRERHXSYLNX¥XXPD LQ+J 3RWUHEQR
70 % EtOH u svakuD&LFX ZZ37)( SORPLFH =DW-LPX®W URIGC LS W\D LYK
VYDNX MD&A&LFX WH VH QD NUD MX iSatndd\oB BCN¥.LRQLUDQMD GR

1232, 3ULPMHQD L SURpL&UDYDQMHglkalaRUHVFHQWQR R]Q

Tijekom pipetiranja uzoraka potrebno je paziti @apomijene tipsevi za svaki uzorak

NDNR QH EL GR4OR GR NRQWDPL QbBHadé 96 IRACN H BVAKR MH G|
uzorak 2$% R]QDNBH@QLNDQL L UHVXVSHQGLUDWL NRULVWHUL
prenijeti volumen uzorka od otprilike 808- (75 — lzorka + 700— ACN) nawwPTFE
SORpPLFX ,QNXELUDWL PLQ L X] SRPRUO YDNXXPD RGVLVD)
RGYLMD QD VOMHGHUL QDpLQ 3RWU HEIPENIY B6Y%K ACNREURND
VYDNX MDALFX Z2Z37)( SOdptemjdsti ZaaR L S RPLRIEQ ]D VDNXSO N
ponovno odpipetira 200/ KODGQRJ $&1 X VYDNX MDALFX zz37)( SO
ZZ37)( SORpLFD Fidiona LOD®GX JLUD
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1.2.3.3. Eluiranje 2AB R E L O MNHgliltauiGaL K

BORpPpLFD Z2z37)( VH VWO R h L4EplipDje (rBrkaloda se 90— liltra-
pLVWH YRGH X VYDNL X]J]RUDN L RVWDYL QD WUHVLOLFL C
FHQWULIXJLUD PLQ QD USP NDNR EL VH VDNXSLOD S
IDYHGHQL SRVWXSsivnavijaHe beRa@kupljbl Gug&frakcija od eluata. Na kraju se
3&5 S ORDpLFDPoy&rNeimafiom ljepljivom folijomi stavi se naVNDOGUaAWHQMH
KODGQMDN GR VOMHGHUH X8EWWM E&H QR KIS P5RNR) XD K DH &
je 180 —./

1.2.4. IgA izolacija L] NUYQH SOD]PH SRPRUX DILQLWHWQLK JUQD
1.2.4.1. Priprema uzoraka i otopina

Potrebno je sve pufere staviti na sobnu temperaturu na otprilike 30 min. Uzorke otopljene
SOD]PH VH YRUWHNVLUDMX L FHQWULIXJLUDMX PLQXWH

Centrifuge, rotor F45-12- RNUHWDMD PLQ =DWLP VH RGSLSHW
X MD&LFH PFDS\ORPLGIRMHRMHRGUHYHQR UDQGRPL]DFLMRP
8]RUNH SOD]PH UDJULMHGLWH V —/ [ 396 fiBdajiHdeD 5D]U
NUR] —P 2Z37)( ILOWHU SORpPLFH

1.2.4.2. PripremalgAsuspenzijgrnaca] D MHGQX SORPLFX

Potrebno je odpipetirati 56— IgA suspenzijernacagpo uzorku i centrifugirati (Centrifuga
5804, rotor A4-44) na 100g na 4 min. Na kraju se odbaci sugtemnt i doda 3506— 1x PBS
u IgA suspenzijuzrnaca Zatim se primjenjuje 50— AgA suspenzijazrnaca X MDAaLFD
OrochemSORpPpBRWWXSDN SURpLAUDYDQMD VH RGYLMD X WUL S
se 200—dltrapLVWH YRGHKMHBIRWRID FLOI X SR P.Rditk Seshing X&P D
200—/[ 3%6 L RGVLVDYD X RWSDG )LOWHUVND SORpPpLFD VH \
—/[ 3%6 X VYDNX MDALFX NDNARnd&gda VH SULMHPLOR VXaHQMH

1.2.4.3. IgA hvatanje i ispiranje

Potrebno je prebaciti 246— /U D] U L Muzgrék@iBzimet RGJR Y DU D MXaelhenM DAL FH
ILOWDUVNH SORpLFH 3ORpPpLFD VH VWDYOMD QD WUHVLOLF
PLMH&DQMH IgADiltraf SetbskujaX L P/ SORPLFX ]D INADLDPG V &WSHIGRWDH |
ispire s 250— /[ 3% 6 NRWXUIMNBWML]D |ILOWUDF L Rbkel® & je BripXzity DN X X P

da vakuum ne pt M Mrijgdnost5 inHg. Navedeni korak je potrebno ponoviti dva puta. Sada
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VH SORpPpLFD LVIigitaApH WWH YRGH L RGVLVDXDHXaRWCHD G X] SF
SRPRUX YDNBRXRHU L RYDM NRUDN VH SRQDYOMD SXWD
na 1 min (Centrifuga 5804, rotor2ADWP).

1.2.4.4., ElucijalgAL VXaHQMH

30RpPLFD VH HOXLUD VP IRUPLPpQMPROVEBPLQH L iicPQNXELUD
=DWLP VH VDNXSOMD ,J$ HOXDW SRVOLMMD ALY O] RRRPARLINK
centrifuge na 1760 g na 2 min. Ovaj postupap@evia MRa MHGDQSXW .RQFHQWU
na Nanodropu (1 mgnL* 1 Abs, 340 nm za normalizaciju). Nakon izmjeze
koncentracije IgA eluata, odvaja se u dva jednaka dijela (za deglikozilaciju i tripsinizaciju) i 1
P/ SORpdsklaGLAWHQ WM/ DYOMD QD VXaHQMH X VSHHGYDF QI
postupak se ponavlja i za IgA eluat poslije 1gG izolacije, s timsallgA eluat ne odvaja za
trispinizaciju.

1.2.4.5. Deglikozilacip u otopini

'HIJIOLNR]JLODFLMD R]QDpDYDQMH L LVSLUDQMH ,J%$ SURYRC
,J* 1DNRQ LJRODFLMH GRELYD VH —/ ,3J%$ SUR$ JOLNDQD

1.2.5. Separacije i kromatogrdfsaanaliza slobodnih IgG i IgA proA glikana

$QDOL]D X]RUDND GRELYHQD MidrorinPiReiakciid MR IV RVWD
kromatografije ultravisoke djelotvornosti (eng. HILIGUPLC). 7THNXULQVND NURPDWR
ultravisoke djelotvornostfengl. Ultra-High-Performance Liquid ChromatographyyHPLC)
VDVWRML VH RG VOMH G H i B&mpz LIMaka@eRTRNDQuatesna@/ FodMdnt W R U
Manager L SHpQLFH 8ORJD LQVWUXPHQWD MH VHSDUDFLMD
fluorescencije. Priprema uzoraka #ILIC-UHPLC RGYLMDOD VH QD VOLMHGI
SODVWLPQLP YLDODPD VX VH S2b%UWadtlene @ake ¥o|R bidabshk DNR GLC
faze(acetonitria .RQDpQL YRO XPH&/anQ RobhRinjskiran je volumen od
50 —./Tijekom cijelog procesalucije upotiijebljenje program gradijenta iliti izmjena udjela
RWDSDOD L EU]JLQH SURWRND X YUHPHQX X] NRUEéWHQMI—

vodena otopina amonijeva formijata) i otapala B (100 % ACN).

Tijekom kromatografije, kolona je bila termostatirana na temepraturu od .&Uzorci,

prije samog injektiranja, nalaze se na temperaturi odf & *OLNDQL UH ELWL GHWI
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temelju fluorescentboje prokainamidaVH GH HNVFLWDF L MI10BEM \Wami$iRELOMH &
pri 370 nm.

1.2.6. Analiza i obrada dobivenih podataka

.URPDWRJUDPH MH SRWUHEQR LQWHJULUDWL L PRGLILFL
sklopu programskog dijelEmpowe" na WAT19kao sistem/administrator, projeBrowse
Projects ' RELYHQH YULMHGQRVWL RPMHUD UHWHRQrelatMAdéNLK Y Ul
i apsolutnekromatografskih pikova su ekstrahiraneDNRyHU ]D NURPDWRJUDIVN
LIUDpXQDWD FHQWUDOQD YDULMDFLMD L VWD@QE®dIAGQD GF

GHYLMDFLMD L FHQWUDOQD YDULMDFLMD Migrosof WBikeX Q D W H
Excel 2007
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2. REZULTATI

U ovom poglavlju predstavijena je usporedba izolacije imunoglobulina G (IgG) i

imunoglobulina A (IgA) iz krvne plazme za svakidgsbeno te IgG iz filtrata nakon izolacije

,J$ NDR L ,J%$ L] ILOWUDWD QDNRQ L]JRODFLMH ,3J* 'DNOH
IgG te IgA, u dva tipa uzorka, plazma i flow! KURXJK 8 RYRP LVWUDALYDQ!
napredne metode za izolaciju i kwifikaciju IgG i IgA, kao i analize standardnih uzoraka,

NDNR EL VH RVLJXUDOL SRX]GDQL L WRpPpQL UH]XOWDWL
literaturnim vrijednostima. Precizna kvantifikacija 1gG i Igfikanskih proflaPR&aH SUXAaLWL
vrijedne infformadc MH R LPXQRORANRP VWDWXVX SDFLMHQWD L XpL

U nastavku su detaljno prikazani rezultati mjere@fa vrijednostizalgG i IgA u plazmi

X]JRUFL ,J* LOL ,J$ LIROLUDQL L] SO #8hréugh uzoldi® @xuc Y QH SR
IgG-a iz IgA flow-through faze i uzorci IgMA iz 1gG flowthrough faze)dobivene
kromatografskom analizom 9ULMHGQRVWL |]D UD]JOLpLWH JOLNR SL
QXPHULpPNLP R]QDNDPD QSU *3 *3 LWG 6YDNL *3 SUH
kakR MH SULND]DQR QD VOLFL 2G VWDWLVWLpPpNLK SDUDF

standardna devijacija (Stdev) i koeficijent varijacije (CV).

BURVMHDPQD (AveradeHGHDRIYWLY QLK SRYU&ELQD X X]JRUFLPD
tendenciju, tj. kolikajeSURV MHp QD U H Qdjedire$iQuktui$ipryGPa ) LQuborcima
IgG-a i/ili IgA 7R MH VUHGQMD YULMHGQRVW VYBKRNMHPEBRM
YULMHGQRVWL VX LJUDpXQDWH L] WHKQLpPpNLK WULSOLND
rezultata 7HKQLpPpNL WULSOLNDW MH GRELYHRLBORENRWIXJRQN
Standardna devijgei (Stdev) PMHUL NROLNR VX UH]XOWDWL UHODWLY
SURVMHND $NR MH VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD mM@LVND
YULMHGQRVWL GRN YLaD VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD XND]
unutar uzoraka. Koeficijent varijacij¢CV) L]JUDaDYD VWDQGDUGQX GHYLMD
SURVMHPQH YULMHGQRVWL SRND]XMX®LD pHCGDWMILN QO ¥ DM D
UHODWLYQH SRYU&ALQH YLVRND X RGQRVX QD SURVMHpPpQ>

konzistentnije rezultate.
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2.1. GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme

U ovoj studiji analizirani su uzorci Ig@ iz plazme kako bi se kvantificiralelativhe
SRYUGLQH JOLNR SLNRYD $QDOL]JLUDQL X]JRUFL SOD]JPH SR
D 4WR VH PRAH SULSLVDWL ELRORA&ANLP YDULMDFLMDPD PH
(Tablica D1 ai b).

GP vrijednosti za IgG iz krvne plaznpeikazani sunagrafd 6 YL X]J]RUFL VX PMHULO
glikanske strukturena IgG-u, ali nekoliko uzoraka (IgG_010 3 2 P, IgG_018 3 3 P i
,J*B B B B3 VX L]JEDpHQL JERJ RGVWXSDQMD XQXWDU WUL
QHNRQJLVWHQWQ@QPB]OQ p L YHRMtAD GiRikat® RodsipajX od ostala dva
triplikata, AWR PRAaH XND]JLYDWL QD PRJXiUH SRJUH&ANH X X]RL
RGEDpPHQL VX ]JERJ OR & Ktoyar@DLY/XWSHIRH VIS MIRY VWR AH NY DO L\

Graf 1 prikazujeGP vijednosti za 1gG iz uzorka krvne plazmeSUL pHP Xindsti YULMH
NUHUOX X aLURNPRPSULRYSRIQX X]RUDN ,J*B B B B3 SRND]XMH
oko 2 % za GP1 do maksimalnih 22 %@GR7, dok IgG_021_3 3 P ima varijacije od oko 2
% zaGPldopridlaQR ]D *3 uGPBNIPYAi GPl@gokazuju izrazite skokove u
UHODWLYQLP SRYUALQDVYD BER® GNPROMH R X|FODWMHGQLPNX N
glikoproteina I9gG. , DNR SRVWRML RSUD YDULMDELOQRVW QHNL X
ra] OLpLWH PMHUHQMD &4WR PR&H XND]JLYDWL QD VWDELOQR

metode pripreme.

Glikani lgGa iz plazma uzorakaSRND]XMX YLVRNH UHODWLYQH SR
vrijednostima GP4, GP&PO L *3 JGMH UHODWL Ydnre B0RY Prarjefide, pHV W R
*3 LPD UHODWLYQH SRYUGLQEWRPXINR]XMHLQD GRPLQDFLN
glikoproteinskim frakcijama6 GUXJH VWUDQH IUDNFLNsR5S NPBRMAXW®RLY M *
UHODWLYQH SRYUALQH NRMHIVHK NWDIXMHPIBPPDMERH X XVS
WKURXJK X]JRUFLPD JGMH VH UHODWL Y% H,®R Yddadathel RELp Q
SRWYUYyXMH XpLQNRYLWRVW PHWRGH L]J]RODFL keldtvidHU SOD
S RY Ul§G& Qusporedbi #ow-throughuzorcima.
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Graf 1. GP wjednosti za 1gQz krvne plazme.
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2.2. GPvrijednosti zalgGizkrvne SOD]PH SULND]DQH SRPRUUX
VWDWLVWLPpNLK SRGDWDND

SURVMHpQH YULMHGQRVWL DYHUDJH |]D UD]JOLpPpLWH X]Rl
dok standardnéevijacije (stdev) ukazuju na dosljednost mjerenja unutar pojedinih uzoraka.
Koeficijent varijacije (CV) koristi se za procjenu relativne varijabilngsittanskih struktura
uRGQRVX QD SURVMHN 3RGDFL L] WDEOLFD |D-thdtgsOD]P X
X]JRUFLPD L VWDQGDUGQH X]J]RUNH SULND]JXMX UHODWLYQH ¢

$QDOL]D SRND]XMH GD VX SURVMHpPQH YULMHGQRVWL ]D
relativno visoke, siiskim VWDQGDUGQLP GHYLMDFLMt&EM®i padxdBnaX ND ] XM
PMHUHQMD 1D SULPMHU X]RUDN ,J*B B3 SRND]XMH SURYV
SRYUALQH X NURPDWRJUDPX X *3 VD VWDQGDUGQRP GHY
YDULMDFLMH RG AWR XND]XMHGBQD SRGONX X HHAUJmMIRA
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WHKQLpNLK WULSOLNDWD &WR RVLIJXUDYD SRX]GDQRVW U
vrijednosti (average), standardne devijacije (Stdev) i koeficijenti varijacije (CV) za nekoliko
odabranih frakcija (GP4, GP8, GP9, GPi14* 3 NUR] UD]OL pdis\pthzikg RUNH ,J*

Graf 2. Vrijednosti prosjeka, standardne devijacije i centralne varijance gliko pikova IgG

dobivenihiz plazme.
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Ovi podaci jasno pokazuju visoku preciznost i pouzdanost u mjerenjima relativnih
SRYUEALQ®ODiPD X]RUFLPD V QLVNLP NRHILFLMHQWLPD YDU

ukazuje na konzistentnost rezultata kroz triplikate.

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

izolacije IgA

IgG flow-throughje dobiven nakon izolacijégA i odnosisena ILOWUDW NRML VDG
preostaleproteine SOD]PH XNOMEBPXMOWDWI* |D RYH X]JRUNH SRND])>
SRYUELQH ,J* X XUERDWGEQLRK SRPYJRDQORFLPD 2YH QLal
SRYUAGLQH VX RPpHNLDYDSQUH UR RBE | UKD WL-th@tyhSIRoYcbhal QH X |
6WDQGDUGQH GHYLMDFLMH L NRHILFLMHQW YDULMDFLMH

konzistenciji i preciznosti mjerenja. Tablica se nalazi u Dodatku (Tablica D3 a i b).
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Flow-through uzorcipokazXMX JQDWQR QL&aH UHODWLYQH SRYUAELQF
uzorke (Graf 3) @4WR MH RpPHNLYDQR MHU VDGU&AH ,J* NRML VH
5HODWLYQH SRYUALQH X RYLP X]RUFLPD XJODYQRP VH NUF
QD WR GD Ma MaQHYBHBEFLILPQR Y HJGRPADGREDI GRIQkB|D u
SOD]PD X]J]RUFLPD LPDMX YLVRNH Ypdk tb6G4%) RowhiouyhHODW LY
uzorci pokazujuQLa4H YULMHG QR VW LToRugerira daGiRmetode izolacije bile
vilo XpLQNRYLWH V PLQLPBRORQXKPWHNXRIVR® XQR B F,UP D

Graf 3 Vrijednosti GPlgG-a dobivenih izflow-througha nakon izolacije 1gA.
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2.4. Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flow-through-a nakon
izolacije IgA SULND]DQH SRP RipddatakeD WLV W LPpNL

*UDIRYL SULND]XMX SURVMHpPpQH YULMHGQRVWL DYHUL
koeficijente varijacije (CV) za svaki uzoraBURVMHpPQH YULMMB QRY VX (CDVADY
WHKQLpPNLK WULSOLNDWD RVLJXUDYDM Xhlita $&ERMBELQRVW |
Dodatku (Tablica D4 a i b).

1D WHPHOMX JUDID D PR&HPR ]|gBNIDMX o LFRSLR MO MHVGH & HU B
UDVSRQ UHODWLYQLK SRYUGLQD NRMH VH NUHUX RG XN
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XNXSQH SRYU&L QU(GPSN HIRPHRVR SWRR.]OD]L L] IDVWXSON
glikanske strukture na lg@, gdje GP&8ominantna struktural D VYLP X]J]RUFLPD SUR}
YULMHGQRVWL VX XJODYQRP X XVNLP UDVSRQLPD RVLP X
Nizak koeficijent varjgFLMH &9 X YHULQL X]J]RUDND VXJHULUD GD VX
&9 X QHNLP X]J]RUFLPD PRAH XND]JLYDWL QD YHUH YDULN
kvantifikaciji. Standardne devijacije unutar pojedinih uzoraka pokazuju da su mjerenja
doslijedna, uz mamMH YDULMDFLMH XQXWDU WHKQLPpNLK SRQDYOMD

rezultata.

5DVSRQ SURVMHpPQLK UHODWGE YD LA NSRHYUIUH VRIDRXG XS|RIUEFQ P
GR RYLVQR R VSHFLILPQRP X]JRUNX L JUXSLQBDMYBANPM
SURVMHpPQX YULMHGQRVW GRN *3 L *3 SRND]XMX QDMQI
6WDQGDUGQD GHYLMDFLMD XQXWDU YHULQH X]RUDND MH |
XQXWDU JUXSH NRQJLVWHQWQD 1DMYHXEHL OMHEHG @ RAXW]ID X
*3 L *3 NRML SRND]XMX YULMHGQRVWL GR AWR PRa
unutar tih uzoraka. RHILFLMHQW YDULMDFLMH &9 MH UHODWLYQI
ukazuje na dosljednost mjerenja unutar grupad y X Vpiinfjetno je da su uzorci GP7 i GP8,

NRML SRND]XMX YLVRNH SURVMHpQH YULMHGQRVWL WDN

sugerirati da su rezultati u tim grupama varijabilniji.

Graf 4 a) Vrijednosti GPIgG-a dobivenih izflow-througha nakon izolacije 14 prikazane
SRPRUX VWDWLVWLpPpNLK SRGDWDND
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Graf 4a SRND]XMH GD VX X]JRUFL *3 L *3 QDMUD]OLpPLW
YULMHGQRVWLPD L YHULP VWDQGDUGQLP GHYLMDFLMDPD
XND]JLYDWL QD KHWHURJHQRVW LOL QHVSHFLILPQRVW X PN\
(GP1, GP LWG SRND]XMX UHODWLYQR GRVOMHGQH L QLaH

unutar grupa.

*OHGDMXuL JUDI E PRAHPR ]DNOMXpLWL VOMHGHUH 5D\
X]RUFLPD NUHUH V1% 6®0@5SURNQVH@RR VSHFLIgrpm @&P). X]RUN X
IDMYLAX SURVMHpPQX YGPIMHIERRD VG EV A2 (SRIN RSD HPRI QL 4
SURVMHDPQH YULMHGQRV\GRLSGRIR,LGP15( BRI H GR19,GR3ID GR22,
GP23,i GP24 s prosjekom od oko 3 do 10 9HULQD X]RU xtwbo hiskd UH
VWDQGDUGQX GHYLM D Fetdidst mjgrahR uxuNaD gixipeefiiént GaRjatije
&9 MH XJODYQRP QL]JDN ]J]D YHULQX X]JRUDND &aWR XND]XMH
grupaGP22ima vrlo visok CV, dib5%, AW R R G Udka aNjabilivostvunutar grupe, dok
ostale grupe, pop@&P13, GP14, GP16, GP20, GR&thaju relativno niske CV vrijednosti od
oko 5% do 15%

Graf 4b pokazuje da uzorakP22 LPD LJUD]JLWR YL&X SURVMHpPQX UH
usporedbi s ostalim uzorcima, i QDMYHUX YDULMDELOQRVW XQXWDU J
QHVSHFLILPQRVW X PMHUHQMX WHKQLpNH SRWH&aANRUH L
uzorka. Ostale grupe, popW@P13, GP14, GP20, GP24 pokazuju relativno niske i
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konzistentne vrijednostt PRVMHPQLK SRYUALQD &awWR XND]JXMH QD KRP

uzoraka.

Graf 4. b) Vrijednosti GPIgG-a dobivenih izflow-througha nakon izolacije IgAprikazane
SRPRUX VWDWLVWLpPpNLK SRGDWDND
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25. 8VSRUHGED GRELYHQLK YULMHGQRVWL L]PHY{
UHODWLYQH S Rhvdughlu@ortinta s@rRidrda

*UDIRYL ]D ,J* SOD]PX L UH O DtWadauglQ HzorSiRay staridgde X 10|
RPRIJXUDYD XVSRUHGEX UD]OLpLWLK WLSRYD X]RUDND L
XVSRUHGED MH NOMXp QMeciznosi megtot® KvahtifikdceRYGNRezultati
SRND]XMX GD VX VWDQGDUGL NRQJLVWHQWQL awR SRWYU
IgG. Tablice su prikazane u Dodatku (Tablica D5 a i b).

StandardnilgG plazma uzorc{lgG_STD_3 1 P do IgG_STI3 4 P)imaju visoke i
NRQJLVWHQWQH SURYV JddihpnQftakcijdiraMNa @rinieiGwA L RDSBRURVMHp Q >
UHODWLYQX 28,RNAUJALIQ W LR/GIRP YDULMWRLARBEIMH QD NRQ]L
mjerenja u ovoj frakciji,GP8 SRND]XMH UHQODHV L YR¥SHZISRIY1I8,81% s
SURVMHpPQRP Y 1B48I% GRVRR UM DRNRYHU XND]XMHFregkbBije\kaddD EL O Q R
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aWFRsRL,GP3iGP22LPDMX YUOR QLVNH SURVMHpPQH ¥,rEAMHG QR VW
YHURP YDULMDER OLXR #HasigWwidstyu-buitd mjerenjima.

Flow-through uzorci ,J*B67'B B B)7 GR ,J*B67'B B B)7 SRND]XMX V(
QHAWR PDQMLP SURVMHpPQLP UHODWLYQLP S®EHuUfowQDPD X >
WKURXJK X]J]RUFLPD LPD VOLpPpQHHY WIUNHH PRVt IR B696S D WL Y Q F
prosjekom od20,31% Varijabilnost je niska (CV -,43%. GP8u flow-through uzorcima
LPD UHODWLYQH 18R4%4J 88,59H VL FFHRYMM HPp QR P Y&8M9% HA/QR MK R
YUOR VOLPQR SOD]RB8%]BRIFERD D&OMH UHODWL YOQIBASRY UAL (
i 0,34%s prosjekom od,24% L YLARP YDULMD E142%9.F5RuMma&dativno
VWDELOQH BRMual4AABPoRGSURVMHPQRP Y4RWM HISKQWFE 0X R G
0,95% aWwR XND]XMH m@eMfmRVOMHGQRVW

Graf 5. 9ULMHGQRVWL ]D ,J* Upthonia Wiaw-Qrbugs R261didna Qrikazéne
PRPRUX VWDWLVWLpPpNLK SRGDWDND
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6WDQGDUGQL X]JRUFL LPDMX YLVRNH UHODWLYQH SRYUAL
manje varijacije. Na primjer, GPLPD UHODWLYQH SRYUaL Q3fandarii y X l
X]JRUFL LPDMX YLVRNH UHODWLYQH SFRPUGPYHIi sitanje IUDNFL
varijacija, dok uzorci popuGP1, GP3, GP13, GP14 SRND]XMX YHUX NsRdJLMDELC
varijabilnost X YHUIMU@INFLMD NP&R GP8/IRGRLX ukazuje na stabilnost i
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SRX]GDQRVW NRUL aNGRICV K frakdiahrfa@apuGP R 8P3j) GP13sugerira

potrebu za dodatnim provjerama ili optimizacijom metoda mjerenja.

1DGDOMH PRAHPR L]GYRMLWL QHNROLNR NOMXpQLK XYI
X]RUFLPD SRND]XMX YHUH YULMHGQRVWL V QDMYL&ALP X *3
YHULQL X]RUDNDWERRXYIK XIRREZLPD WH YULMBIzu@QiReY WL QD]
,J* UHODWLYQH SRNURKQK X]ROREZPD SRND]XMH ]QDWQR QL?
X VYLP IUDNFLMDPD pHVWR EOL]IXIRXZRHNDXIMK QGIDEMHPYGIHE
YHIDQD ]D UHODWLYQH SRYUALQH X n@&D bsjRdk piiRd ILP D G
UHODWLYQLP SRYUA&aLQ DiR@uglk uzdydBaN D WILIDPHL. OQR YW R HY X X]R
plazmi postoji, ali frakcije GP4 i GP8 ostaju dosljedne. U ftbwough uzorcima variabilnost
jeniskaL WR V YHULQRP Y UL MAW&ERUR WaVKonESBLthEKQXOLHQNRY LWRYV
vezanja IgG tjekomSURFHVD 6WDQGDUGQL X]JRUFL SRND]XMX VWD|
SDUDPHWUL SRWYUyYyXMX XpLQNRYLWRVW L SRX]GDQRVW PH

$QDOL]D SRND]XMH GD VI¥G-& H QIEzWiLiYiQwihrchighY i érciQeH
YDULMDELOQH DOL GRVOMHGQH XQXWDU SRMHGLQLK X]R
ELRORANLK pLPEHQLND PHWRGD X]J]RUNRYDQMD LOL DQDO
SRWYUYyXMH GD VX QOXL VUB]IXOWMWKREGIQ X MNNOMDUDALYDQMLPL
GHYLMDFLMD NOMXpQD |]D RFMHQX YDULMDELOQRVWL GRT?
UDJ]QROLNRVW .RHILFLMHQW YDULMDFLMH &9 X SOD]PD
koncentracijama, dok j& flow-WKURXJK X]J]RUFLPD &9 UHODWLYQR QL]JI
PHWRGD L]RODFLMH XpLQNRYLWD L3GRXM3+-Dh@MH ][PUBMHG AR
WHKQLpPpNLP WULSOLNDWLPD SRWYUYyXMX SRX]J]GDQRVW L S
UHODWL YQ$G BROREAHAX ]QDpDMQH YULMHGQRVWL RVRELWR
*3 V YULMHGQRVWLPD N®R Naduppdt wmMeRu Sdktiadidh] kzorcima,
UHODWLYQH SRYUALQH VX |QDWQR QL aHaudpWaiXND]XMH QD .

UsporedbaL]PHYyX UHODWLYQLK SRYUaLigdaugh lizorgim& @moPL L 1«
SRND]XMH XpLQNRYLWRWWY RN DAHOMMHW LI¥QH SRYUALQH X
IUDNFLMDPD *3 L *3 XND]XMX QD N OthtoupQudorcUdokdFujuM H ] D L
]JODWOQHR SRMUEALQH &aWR SRWY U Y XaVitHplagmiS StahdapdRi uzétdiD Q M H
SUXabMX VWDELOQH YULMHGQRVWL L QLVNX YDULMDELO!
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6WDWLVWLpPpNL SDUDPHWUL DYHUDJH VWG Wok &8B8WSRND]XM
through uzorcstabilniji.

2.6. GP vrijednosti IgA iz krvne plazme

$QDOL]D UHODWLYQLK SRYU&ALQD ,J%$ X UD]JOLpLWLP X]RU
primjer, u GP13, vrijednostU HODWLY QlgK SR WU X L3@H YRde7,98 %, dok u
GP21 vrijednos variraju od 15,90 do 20,75 1DMYL&H UHODWLYQH SRYUALQ
X]RUFLPD ,J$B B BB3L ,J$B B B B3 JGMH3WBLPMRWXMH W
GD *3 L *3 SRND]XMX NRQJLVWHQWQLMH YULMHGQRVWL PF
najyeiH RVFLODFLMH &4WR PRAaH XND]JLYDWL QD ELRORANX Y
analizi. .DR L NRG ,J* QHNL X]JRUFL ,J$B B B B3 L ,J$B B B
RGVWXSDQMD RG RVWDOLK YULMHGQRVWL XVkvalivitdG OR&H
Tablica je pikazana u Dodatku (Tablica D6

Graf 6.GP vrijednosti za IgA iz krvne plazme.
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2.7. GPyvrijednosti IgA izkrvne SOD]PH SULND]DQH SRPRUOX V
podataka

$QDOL]D SRND]XMH GD VX SURVMHpPQH YULMHGQRVWL ]D
plazme relativno visoke, s niskivWDQGDUGQLP GHYLMDFLMDPD awWR X
mjerenja(Graf7) 3URVMHPQH YULMHGQRVWL VX L]UGlg&®dWH L]
pouzdanost i preciznost rezultatdzorak GP13 prikazuje konzistentne rezultate unutar
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UD]OLpLWLK X]J]RUDND 1D SULPMHU X]J]RUDN ,J$B B3 ]D *

SRYUALQX RG GRN X]JRUDN ,J$B B3 ]OMHIWIX *BU L MO
RG 6 GUXJH VWUDQH X]RUDN ,J$B B3 ]D *3 ELC
SURVMHpPQRP UHODWLYQRP SRYUALQRP RG 2YH YDUL

UDJ|QROLNRVW JOLNDQD DOL X] UHODW bBx@ Ra Btanindst VWD Q C
UH]XOWDWD =D *3 YDULMDFLMH VX |]QDpDMQLMH 1D SU
SURVMHpPQX UHODWLYQX SRYU&ELQX RG GRN X]JRUDN ,.
22,13 %. Uzorak IgA 021 P za GP20 prikazuje vrijednost od 2 awR MH EOLV
YULMHGQRVWLPD RVWDOLK X]RUDND ]D RYDM *3 2YH YU
raznolikost glikanskih struktura u odnosu na GP13, ali su i dalje unutar uskog raspona koji

SRWYUYyXMH VW DEsp@agibom \WzorakbHIbUkQREDGR D SULPMHUXMH VH (
JOLNDQVNH VWUXNWXUH UHODWLYQR VWDELOQH V PDOLP

Graf 7. GP wijednosti za IgAz krvne plazmeizorcimapRPRUX VWDWLVWLpPNLK SR
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2.8. Vrijednosti GP-algA iz flow-through-a nakon izolacijelgG-a

IgA flow-through je dobiven nakon izolacijeGg prikazuju varijacije wrijednostima GP
IgA-akoje nisu vezane na kolonu tijekom izolaciRrema dostupnim podacima iz tablice D8,
ODMQL&H UHODWLYQH SRYUELQH ,J$USWMHEQRVWQHDVX D OB
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unutar raspona od 6% do 9,3 6XSURWQR WRPH QDMYLAH YULMHGQR
*3 V UHODWLYQLP SRYUALQDPDYNRME GCRNMELAK S RPIHIEX Q
kromatograma. Analizom ostalih, poput GP14 i GP2Q,GL VH GD VX UHODWLYQH S
]QDWQH 8 *3 YULMHGQR¥ @wL21\68] NWRINXXRG YDULUDMX L
13,19% i 21,83%. Ove varijacije pokazuju d& X UHODWL Y Q H-tlgéuynLadrepth X 1OR Z
QLAH X XVSRUHGELMé. X]JRUFLPD L] SOD]

Graf 8.Vrijednosti GPIgA iz flow-througha nakon izolacije Ig&.
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2.9. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a
prikazane SRPRUX VWDWLVWLpPpNLK SRGDWDND

Uozrci dobiveni iz lowWKURXJK SRND]XMX ]QDpDM Q &sprédbis UHO D W
X]RUFLPD L] SOD]JPH 4WR MH RpHNLYDQR JERJ SRWHFLMDO
izolacije I9gGD QD PRQROLWX 3URVMHpPQH YULMHGQRVWL ]D UD]
relativno konzistentne rezultate unutar svakogrkeokakoje prikazano u grafu.9Uzorak
,J$B B)7 LPD UHODWLYQH SRYUALQH NRMH VH NUHUX RG
NURPDWRJUDPX &dWR MH ]OQDPpDMQR QLA&H X XVSRUHGEL V S(

*3 LPD SURVMHpPQX YULMHGQRVW RG t@dR18,483 LPD
SULPMHULFH *3 YDULUD L]JPHYX ,J$B B)7 L
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PRND]XMH QDMYHUX SURVMHpPQX YULMHGQRVW RG X] «
&9 RG AWR XND]XMH Q Stavidsrbra [devias\DWM PIMGIWMANIM PD Y H
X]JRUDND &aWR XND]XMH QD GRVOMHGQRVW UH]XOWDWD *Z
GHYLMDFLMX RG ,J$B B)7 GRN *3 X X]JRUNX ,J$B

varijabilnost sa standardnom devijacijom od 2,14 KeeficiMHQW YDULMDFLMH SRN
relatvnu VDULMDELOQRVW NRG X]J]RUDND V. pLGRIB, CMHZ2DWLYQI
IgA_018 FT iznosi 26,05 %, dok GPISRND]XMH QLAL NRHILFLMHQW YDUL

ukazuje na manju varijabilnost unutar tog uzorka.

Graf 9 Vrijednosti GP IgA iz flowthrougha nakon izolacije Ig& prikazaQH SRPRUX

VWDWLVWLPpNLK SRGDWDND
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2.10. Usporedba dobivenih vrijednosti L | P HgX plazme i IgA
UHODWLYQH S Rhrdughlu@ortinia sarkiarda

5HODWLY QA 8 Rz26r0icha Qiddme X V O L NgiA G plazhha uzorcima prikazane
na grafuld0 VX QLA&H QHJR &WR MH WadfdkWK BTG R 1 POovikdLsije Q R
UDVSRQ UHODWLYQLK SRYUALQD RG GR RYLV
YULMHGQR&UX NRG *3 P29 I(0, MDA QstdlipRzMNaRIGorei, poput
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, J$B67'B B B3 L ,J$B67'B B B3 SRND]XMX VOLpDQ UDVSRQ
LIPHYX L aAaWR XND]XMH QD YHuUX YDULMDFLMX PH

Uflow-WKURXJK X]JRUFLPD YULMH G\aBRrv#rIgh>XSTW BNIRFTHU ]QD|
SRND]XMH UHODWLYQH SRYU&LQH L]PHVX L
,J$B67'B B B)7 LPDMX VOLpQH UDVSRQH 1DMYHUH YULMHG

GRN QDMQLAH YDULUDMX L]PHVyX L

Graf 10 pokazuyH GD VX SURVMHpQH UHODWLYQH SBYWU@&ELQH ]D
povremene pikoveNRML GRVWLAX VGGRHFLILPpQLP X]JRUFLPD SRSXW *:
GHYLMDFLMD L &9 SRND]XMX YHUX YDULMDELOQRVW NRG X
AWRWLNDBDQER QD JUDIX 6WGHY YDULUD L]JPHyYX GR
YULMHGQRVWL SRND]XMH YHUH YDULMDFLMH

Graf10.8VSRUHGED GRELYHQLK YULMHGQRVWL L]PHIpW-,J$%$ SOD
through uzorcima standarda prikazaB&R PRMUW DWLVWLPpNLK SRGDWDND
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1D WHPHOMX GRELYHQLK UH]XOWDWD PR&aH VH ]DNOMXpL
UHODWLYQH SRhvdughLWzdicinXa ugbRimha varijabilne, ali konzistentne unutar
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SRMHGLQLK X]RUDND 2YD SRVQMBELGRRYD ORLRAM LEKLWELRO
PHWRGD DQDOL]H 8VSRUHGED V OLWHUDWXURP SRND]XMH
LVWUDALYDQMLPD NRMD VX WDNRYyHU J]DELOMHALOD YLVRN
ORAHPR LVWDNQUOMX ROINKR ®RYNEK D

1. 8pLQNRYLWRVW L]JRODFLMH ,J$ 9LVRNH SURVMHpPQH
X]JRUFLPD SRWYUYyXMX XVSMH&GQX LIRODFLMX SURWHLQ
WKURXJK X]J]RUFLPD XND]XMX QD QHVSHFLILpQR YH]DQ

plazme.

2. Konzistentnost rezultata: Niska standardna devijacija (Stdev) u plazmadthitough
X]RUFLPD XND]XMH QD GRVOMHGQRVW PMHUHQMD XQ X\
VX UH]XOWDWL VWDELOQL XQXWDU WHKQLpNLK WULSOL

3. Varijabilnost u flowthrouJK XJ]RUFLPD 9LAL NRHILFLM-HW@WhYDULMD
X]JRUFLPD LDNR MH RpPpHNLYDQ ]JERJ QLALK DSVROXWQL
YDULMDELOQRVW MR& XYLMHN SULKYDWOMLYD L QH XW

4. Validacija metoda: Standaf@L X]RUFL SRWYUyYyXMX WRPQRVW NRUL?
UHIHUHQWQH WRpPpNH ]D YDOLGDFLMX 6WDELOQH L QLV!
SRWYUyXMX YLVRNX UHSURGXFLELOQRVW HNVSHULPHQ
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3. RASPRAVA

8 RYRP LVWUDALYDQMX DSRQIAILQID QB LMXRIUBLADBRWADY QB |, J *
plazme i iz fowthrougp D WH VX XVSRUHYyHQH V UHIHUHQWQLP VWDQ
XpLOQNRYLWRVW PHWRGD L]RODFLMH L PRIXUQRVW VHNYHQ!
nakon izolacije IgA teisporediti dobivene rezultate s podacima iz literature kako bismo stekli
XYLG X SRX]GDQRVW QD&LK UH]XOWDWD

7THKQLpPNL WULSOLNDWL NRULAWHQL X QDAHP LVWUDALYCL
preciznosti i pouzdanosti rezultata. Triplikati se Kkoris'® smanjenje utjecaja
HNVSHULPHQWDOQLK SRJUH&ADND L |D SURFMHQX YDULMDEL
VYDNL X]J]RUDN SUROD]L NUR] DQDOL]X WUL SXWD D UH]XO\V
VH GRELOD QDMWRpPQLMRDRWV WD RSR XPE WRIGWDD RPRLIMEHBY D E
NRQJLVWHQWQRVWL PMHUHQMD L SRPDaAH X LGHQWLILFLL
8VSRUHGED SURVMHpPQLK YULMHGQRVWL VWDQGDUGQH G
triplikata pokazuje visoku preciznostthaLK PHWRGD &4WR SRWYUyYyXMH GD
]1QDpDMQL L UHOHYDQWQL

1DAL UH]XOWDWL SRND]XMX YLVRNH SURV-Mi# plezhelUH O D W L

NRMH VH NUHUX RG GR 6WDQGDUGQD GHYLMBFLMD 6V
aAaWR XND]XMH QD GRVOMHGQRVW QDaLK PHWRGD .RHI

RNR aAaWR XND]XMH QD SUHFL]QRVW QDaLK PMHUHQMED
QDOD]H 1D SULPMHU =KDQJ L VXUDQGRLFHODWLYDH.ORN¥HYAAE!
SOD]PL RG GR X] QLVNX VWDQGDUGQX GHYLMDFLI
dosliednostf* /L L VXUDGQLFL WDNRYHU VX SWRWNDNRLQILP V
UHODWLYQLPoO®GS®R YA BN @ D Riskom standardno@HYLMDFLMRP &aWR SIH
SRX]GDQRVW ®HQK QURDDPIEQLFL ]DELOMHALOL VX SUF
,J* RG GR V NRHILFLMHQWRP YDULMDFLMH L]JPHYVyX
rezultatima® 1D&L JOLNDQ Lz @ow-thrdugha dobivenog nakon izolacije IgA
pokazuju znathoH SURVMHPQH UHORWHYQH SRN WX LRGH GR
GHYLMDFLMD 6WGHY RYLK PMHUHQMD WDNRYHU MH QLVI
YDULMDFLMH YLA&AL R N&bsolutnih ifterRifetaQ Ovilriglazi su u skladu s

OLWHUDWXURP &KHQ L VXUDGOQLFL ]JDELOMHALOL VX S
SRYUGLQHIWKURRIK X]J]RUFLPD RG GR X] QLVNX VWDC(
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koeficijent varijagie od 12 do 18 %' /HH L VXUDGQLFL SULMDYLOL VX
SRYU4ALQH RG GR WDNRYHU V QLVNRP VWDQGDUG
YDULMDFLMH L]PEyXP LLVXUDGQLFL ]JDELOMHALOL VX
SRYUSELQRG GR V NRHILFLMHQWRP YDULMDFLMH RC
QDiELP QBODDEPDVWDQGDUGRLSRNURMXJY¥LVRNH L VWDEL
YULMHGQRVWL NRMH VH NUHiUX RG GR 6WDRIGDUGQD
D NRHILFLMHQW YDULMDFLMH QL]DN RNR AWR XND]
PMHUHQMD 2YL QDOD]L VX WDNRYyHU SRWYUyHQL OLWHUDYV
SURVMHpPQH UHODWLYQH SRYUELQH ,28 % uy MsRUG@EMDABQ LP X]F
GHYLMDFLMX L NRHILFLMHQW TeyDuiLvrBdriciM2018) |RijdvlXsu L
SURVMHPQH UHODWLYQH SRYUELQH RG GR X] QLVN
YDULMDFLMH L]JPHYX L D Z\PRUM HEOWVERAIBBERHNCR(2016)
]JDELOMHALOL VX SURVMHPQH UHODWLYQH SRYUALQH ,J* F
GHYLMDFLMRP L NRHILFLMHQWRP YDULMDFLMH L]PHyX

standardnih uzoraks.

U ovom LVWUDALYDQMX VPR DQDOL]JLUDOL UHODWLYQH SF
X]RUFLPD SOD]PH L UH O Bhough QzdrcBria MeJia uspdiedii 3 @Rr&ntnim
VWDQGDUGLPD &LOM MH ELR SURFLMHQLWL XpL@MWRYLWRV
GRELYHQH UH]XOWDWH V SRGDFLPD L] OLWHUDWXUH NDN
UH]XOWDWD 2YH RXDQAGIX RPBROQNIRYMWRVW L]RODFLMH

5H]XOWDWL QD&H VWXGLMH SRWYUJyXMX GD VX NRUL&AWH
Relativne RYUELQH X SOD]PD X]JRUFLPD SRND]DOH VX }QDpDMQ
WKURXJK X]JRUFLPD WH YULMHGQRVWL ELOH QLVNH &WR XN
1D&L UH]XOWDWL SRND]XMX YLVRNH SURVMHpQHjel&i ODWL Y |
NUHUX RG GR 6WDQGDUGQD GHYLMDFLMD B6WGHY R
AWR XND]XMH QD GRVOMHGQRVW QD&aLK PHWRGD .RHILFL
AWR XND]XMH QD SUHFL]QRVWDWDYEUWK 8 RIG U HMWIM X3 RGEF
SULPMHU 6PLWK L VXUDGQLFL ]JDELOMHALOL VX SURVM
GR X] QLVNX VWDQGDUGQX GHYLMDFLMX ®aakrRoiXiND]X M H
VXUDGQLFL W DNMROH U/ @ XpSRUHR U M HGEMVDBW Y JRBISRYUALQ
GR L QLVNRP VWDQGDUGQRP GHYLMDFLMRPBBrawiR SRWY U
VXUDGQLFL ]JDELOMH&LOL VX SURVMHPQH UHODWLYQH
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varijacijH L]PHyX L AWR MH X VNBDO®XLVXQREER UHDIOWMDN\GE
u flow-WKURXJK X]J]RUFLPD SRND]XMX J]QDWQR QLAaH SURVMH}p
NUHUOX RG GR 6WDQGDUGQD GHYLMDFUND WBWBHY F
0,051 0,15 %, ali je koefid HQW YD UL M D F LOAViHhaMLi &l u dRIAOR s literaturom.
OLOOHU L VXUDGQLFL ]JDELOMHALOL VX SURVMHpPQH UH
flow-through uzorcima uzorcima od 0,4 do 1,3 %] QLVNX VWDQGDUGQX GHYL
koeficijent varijacije od 8 do 12 %.& ODUN L VXUDGQLFL SULMDYLOL
SRYUEGLQH RG GR WDNRYHU V QLVNRP VWDQGDUC
YDULMDFLMH L]gHMnV L VXUDGQLFL ]JDELOMHALOL VX
SRYUALQH ,J% RG GR V NRHILFLMHQWRP YDULMDFLM
nalazima® 1D4L VWDQGDUGQL X]JRUFL ,J$ SRND]XMX YLVRNH L V
VH NUHUXGRG 6WDQGDUGQD GHYLMDFLMD 6WGHY MH
NRHILFLMHQW YDULMDFLMH QL]JDN RNR AWR XND]XN
PMHUHQMD 2YL QDOD]JL VX WDNRYyHU SRWYUYHQL OLWHUDYV
PURVMHpPQH UHODWLYQH SRYU&GLQH ,J$ X VWDQGDUGQLP X]F
GHYLMDFLMX L NRHILFLMHQW TybUiLMrRdRiciM2018) |iijldviliXsu L
SURVMHpPpQH UHODWLYQH SRYU&ALQH RG G R koeficijenKX] QLV N
YDULMDFLMH L]JPHyYX L awR MH57WI&1RQJB{&HNCR(2016{DD€1LP U
]JDELOMHALOL VX SURVMHpPpQH UHODWLYQH SRYUALQH ,J%
GHYLMDFLMRP L NRHILFLMHQWRP YDXMMDELWILH RNXHBR X]G

standardnih uzorak¥.

8 RYRP LVWUDALYDQMX GHWDOMQR VPR DQDOL]JLUDOL JC
L$ ,J$ NRULVWECHY/ 5+ NIBRPDWRJUDILMX 5H]XOWDWL VX XV
OLWHUDWXUQLP ¥MXGDFIRP®GDWNBDMXPRDQVWYHQRJ pODQND .
SUX4DMX YD&A&DQ NRQWHNVW ]D UD]XPLMHYDQMH*YDULMDFLN\

Na temelju analize glikeSLNRYD L] QD&HJ LVWUDALYDQMD L SRGDWI
da IgG pokamje manje raznolike glikanske strukture, s naglaskom na biantennarne i
fukozilirane glikane s niskom razinom sialilizacije. Ova karakteristka QGP RaH VH SULSLV
njegovoj ulozi u sistemskom imunitetu, gdje je stabilnost i konzistentnost glikanskituss
RG YHOLNH YDaQRVWL 6 GUXJH VWUDQH ,J$ SRND]XMH YH
YLVRNH QLYRH VLDOLOL]DFLMH L IRVIRULODFLMH &WR MH
]DAWLWL PXNR]QLK PHPEUDQD .DGDXWXHW SR UMBAHR LMON D &)
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RQLPD L] pODQND XRpDYDPR GD VH QD&H VWUXNWXUH
YULMHGQRVWLPD LDNR SRVWRMH RGUHVYHQH UD]JOLNH NEF
YDULMDFLMDPD PHyX X]J]RUFLPD 2 YdsPu WRiddhtnin lgik&nskiny D M H
VWUXNWXUDPD DOL L SULVXWQRVW YDULMDFLMD NRMH PR
X]JRUDND &WDPEXN L VXU QDJODADYDMX YDAaQRVW V
LVWDNQXWL X ,J$% X]RUFIWDRDE&WR UH XSRWBXWDRD JGMH VX Y

dominantni u IgA kromatograminfa.

.ULWLpND XVSRUHGED QDAaLK UH]XOWDWD V OLWHUDWXU
QDOD]D OHYXWLP YDaQR MH QDSRPHQXWL QHN&OLNR N
varijabilnosti:

1. OHWRGROR&@NH UD]JOLNH UD]JOLNH X NRULAWHQLP PH)
PRIJX XWMHFDWL QD UH]XOWDWH 1D SULPMHU UD]C
VSHFLILPQRVW NRULAWHQLK DQWLWLMHO bijjalu XYMHW |
koncentracijama IgG i IgA.

2. %LROR&ND YDULMDELOQRVW ELROR&GND KHWHURJHC
XWMHFDWL QD UH]XOWDWH ,QGLYLGXDOQH UD]JOLNH
VWDQMH L LPXQRORANL SURILO P Rtatij®lg& GRRQLMHW L

3. 7THKQLpPpND SUHFL]QRVW SUHFL]QRVW PMHUQLK LQV\
YDAaQX XORJX X RGUHYLYDQMX SRX]GDQRVWL UH]XOW
SUHFL]QRVW DOL MH XYLMHN YDaQR RVLJXUDWL N
procedura.
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4. =$./-8Y$.

,VWUDALYDQMH MH SRND]DOR GD MH UD]YLM-kensP HWRGD
imunoglobulina A (IgA) i imunoglobulina G (IgG) iz istog uzorka ljudske krvne plazme
XPLQNRYLWD L SRX]GDQD 8SRW ljeHZa RZBladiju UGEDN IS WBRIUN UR
SURWHLQD * L ,J$ SRPRUX &DSWXUH6HOHFWE ,J$ DILQLWHEF
odvajanje i analizaN-glikana vezanih na ove proteine. Enzimsko odvajaxjglikana,
QMLKRYR IOXRUHVFHQWQR RELOMGGEHPYORRM ketbdoDfdd OL]D S
RPRJXULOR MH GHWDOMQX NDUDNWHUL]DFLMX JOLNDQVNL
SRWYUYyHQD MH NUR] QLVNH YULMHGQRVWL VWDQGDUGQH C
AWR XND]XMH QD YLVRNDWINSdUndAtadtQ RVW L UHSURGXFL

.DGD VH XVSRUHGH PHWRGH DQDOL]JH ]D ,J* L ,J$ PRAH "
VYRMH VSHFLILPQH SUHGQRVWL I DRMROIA DS WORHWHRLGID L*] R
VSHFLILPpQD L UHSURGXFLELOQ Dzor&k RGX tIXI2-KIHRLC-FIEROD FL M X
DQDOL]D SUXaLOD MH GKWDIONW@XO NHMHJDQ WH QL0 D RAEM X W R
UD]XPLMHYDQMH SURPMHQD X JOLNR]JLODFLML SRYH]DQLP
VWDQMLPD 1DaL UH]IXOWDWL SRND]J]XMX YLVRNH UHODWLY!
UHODWLYQH SRhvdughL @MU XKLPORZAWR SRWYUYyXMH XpPpLQNRYLV
Niska standardna devijacija i koeficijent varijacije u plazma i standardnim uzorcima ukazuju
QD SRX]GDQRVW L GRVOMHGQRVW PMHUHQMD ,J$ DQDOL]
RPRJXULOD VX iz¥acjQ AR ¥ LaM2tne, uz minimalnu kontaminaciju drugih
SURWHLQD OHWRGD MH SRND]DOD YLVRNX RVMHWOMLYRVYV
, J$8 NRMH VX NULWLPpQH ]D QMIHIRYH]EDRDRAIN K R X Q NENM K1 HY
SRYWHaLIP X SOD]PD X]JRUFLPD WH QLVANMAKURQ® DRV XYRWUWFBERD L
SRWYUYyXMH XpLQNRYLWRVW NRUL&AWHQLK PHWRGD L]J]RODF
varijacije u plazma uzorcima ukazuju na pouzdanost i dosljednost mjetésparelba s
OLWHUDWXUQLP SRGDFLPD SRWYUyYyXMH QDaH QDOD]H LDN

uvijek prisutne.

'DOMQMH LVWUDALYDQMH WUHEDOR EL XNOMXpLYDWL SU|
NDNR EL VH SRWYUGLOD QMHR) XYSMHWMPAD MLDYRRYWHU XXMOR {
metodama izolacije i analiz&d-JOLNDQD PRJOD EL SUXaLWL GRGDWQF
SUHGQRVWL L RJUDQLpHQMD VYDNH PHWRGH
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8 NRQDpPQLFL PHWRGD UD]YLMHQD X RYRP LVWUDALYI
sekvencijalnu malizu N-glikana IgGD L ,J$ L] LVWRJ X]J]RUND SOD]PH pLPH
ELRORANL X]J]RUFL L RPRIJXUXMH GHWDOMQD NDUDNWHUL]D
]QDpDMQH LPSOLNDFLMH ]D GLMDJQR]X L OLMHpHQMH UD]OI
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5. POPIS OZNAKA, KRATIC A | SIMBOLA

2-AA 2-aminobenzojeva kiselina

2-AB 2-aminobenzamid

ACN acetonitril

ADCC VWDQLpPpQD FLWRMpRoNNdiIm® RVW RYLVQD
ANTS 8-aminonaftalenski,3,6trisulfonska kiselina

APTS 8aminopirenskel,3,6trisulfonska kiselina

AQC 6-aminokinoliFN-hidroksisukcinimidil karbamat

CD aohnova bolest

&'& FLWRWRNVLPpQRVWL RYLVQH R NRPSOHPHQWX
CE kapilarna elektroforeza

CV koeficijent varijacije

CH NRQVW D Qddh@ia WHaND
CHINRQVWDQWQRIWHAND GRPHQD

CL konstantno lakdomena

DC-SIGN dHQGULWLpPp-NVNBHY¥YWIDRQREDUHFHSWRU D KYDWDQMI
PHYyXUHOLMVNH NRML QLMH LQWHJULQVNL SRYH]DQ

DMSO dimetilsulfoksid

EtOH etanol

Fab antiga NULVWDOL]JLUDMXUL IUDJPHQW
J)F NULVWDOL]JLUDMXuL IUDJPHQW
Fuc fukoza

GAG glikozaminoglikan

Galgalaktoza

GP glikopik

GIlcNAc N-acetilglukozamin

GSL glikosfingolipid

GU glukozna jedinica

GWAS studija asocijacija cijelom genomu
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HAc octena kiselina
+& WHAaNL ODQDF
+,/,& KLGURILOQD LQWHUDNFLMVND WHNXULQVND NURPDYV

HILIC-UHPLC-FLD W H N X tkkogh&tdgafija ultraisoke djelotvornosti temeljene na
hidrofilnim interakcijama s fluorescencijskatetekcijom

HILIC-SPEtHNXULQVND NURPDWRJUDILMD NNYVGWIRNIEQ I DPQLDQ k
fazi

HT visoko-SURWR@RQOLWLPpND WHKQRORJLMD

HILIC-UPLC tHNXULQVND NURPDWR Ji¢btvbriwbBti sX @idkotiliiny LV RN H
interakcijama

IECK kromatografija ionske izmjene

Ig imunoglobuin

IgA imunoglobulin A

IgD imunoglobulin D

IgE imunoglobulin E

IgG imunoglobulin G

IgM imunoglobulin M

Igepal 2-[2-[4-(2,4-dimetilheptar3-il)fenoksi]etoksi]etanol
InstantAB instant antitijelo

InstantPC instant peptidno hvatanje

J povezni ili spojni lanac

LC laki lanac

LCtHNXULQVND NURPDWRJUDILMD
LC-06 WHNXULQVND kaderraBpwKRdImEDija. M D
Man manoa

MALDI desorpcija/ionizacija laserom uz asistenciju matrice
MS masena spektrometrija

NaCl natrijev klorid

NK stanice prirodnih ubojica

NPC komatografija normalne faze
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2-PA 2-piridin-aldehid

PBS fosfaineS X IHULUDQD IL]JLROR&AND RWRSLQD
plgR polimerni imunoglobulinski receptor

PNGaza F peptidnbl-glikozidaza F

ProA prokainamid

RapiFluorMS reagens za oznaku glikana

RA reumatoidni artritis

RPCK kromatografija reverzne faze

RP-LC-FLDtHN XULQVND NUR P D W=z#JlldréichhDijskaHigtékeljhQH 1D
SDS natrijev dodecil sulfat (natrijev dodek&sulfonat)

SIA sijalinska kiselina

SIgA Sekretorni IgA

SIGNR1sSHFLILpQL UHFHSWRU ]D KYDWDQMH PROHNXOH DG
povezan 1

SECKURPDWRJUDILMD LVNOMXpHQMD YHOLpPLQH
SHPR1fofatazaNRMD MDFGKRPRORANX GRPHQX WLS
Stdev standardna devijacija

TRIS tris(hidroksimetil)aminometan {@nino-2-(hidroksimetil)propari,3-diol)
UC ulcerozni kolitis

UHPLC WHN X ULQVND N U RiBdRadjeldtdotnbstM D X OW U D

UHPLC-MS WHNXuLQV N DafijaN WIREIBORER djelotvornosti s masenom
spektrometrijom

UHPLC-FLD WHNXULQVND N U RBR&k&dfeldtvddsiMDfIugrésdehcipskom
detekcijom

UV-9LV XOWU BiGIjMXELpDVWR

VL varijabilno laganadomena
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/. DODATAK

Tablica D1.a) GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme.

Uzorak GP1  GP2 GP3  GP4 GP5 GP6 GP7 GP8 GP9 | GP10 GP1l GP12
lgG_ 005 31 P 008 051 010 1911 0,39 322 054 2161 11,16 352 0,70 0,89
lgG_005 3 2 P 008 053 006 1945 041 324 049 21,84 11,27 357 065 091
lgG_005 3 3 P 008 054 006 1958 041 324 050 21,78 11,29 355 0,69 093
IgG_ 01031 P 007 066 006 1966 046 529 057 2097 11,02 6,02 091 1,36
lgG_010 3 3 P 008 065 003 1925 037 521 056 2031 10,72 585 09 1,31
lg6_013.3 .1 P 005 053 006 1830 045 597 045 16,08 11,09 623 123 092
IgG_ 01332 P 005 053 010 1874 042 6,08 047 1643 1106 632 1,16 084
lgG_018_3 1 P 004 040 005 1321 034 331 043 19,32 1064 525 082 1,07
lgG_018.3 2 P 007 042 004 1342 036 337 044 1917 1064 521 090 1,13
lgG_ 021 31 P 006 039 009 1958 044 457 038 1963 11,70 553 098 1,04
IlgG_021_3_ P 006 038 008 1939 044 452 036 1952 11,67 551 092 1,01
IgG_ 021 33 P 008 041 006 2022 046 471 039 19,84 11,87 554 1,01 1,06
lgG_026_ 3 1 P 005 0,72 007 1646 044 425 060 19,53 10,12 422 0,74 1,50
IgG_ 026 3 2 P 006 077 006 1736 049 438 063 1966 1022 4,22 0,76 1,50
lgG_026_ 3 3 P 005 0,73 005 1673 043 426 059 19,44 999 420 0,72 145
lgG_030_3 1 P 004 024 005 1402 033 38 030 1873 1044 591 089 096
IgG_ 0303 2P 006 025 003 14,17 0535 387 032 1859 1055 584 096 1,03
lg6_030_3 3 P 005 024 003 1381 033 381 031 1842 1041 581 093 1,01
IgG 039 31 P 004 028 004 1074 037 300 037 17,40 1228 518 093 112
IgG_039 3 3 P 004 027 006 1053 036 298 0,38 17,31 1221 512 098 1,16

TablicaD1. b) GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme.

Uzorak GP13  GP14 GP15 GP16 GP17 | GP18 @ GP19 | GP20 K GP21 GP22 @ GP23 | GP24
IgG_ 005 3 1 P 033 1696 153 273 119 862 1,9 024 106 010 19 151
IgG_005 3 2 P 027 1699 151 270 116 841 185 022 106 009 183 141
IgG_005 3 3 P 029 1680 151 272 122 832 187 023 1,07 010 1,82 140
IgG_ 010 3 1 P 030 1584 187 @257 107 717 1,39 013 078 006 089 0,90
IgG_010 3 3 P 029 1576 188 267 118 784 161 013 097 009 1,10 118
IgG_ 013 3 1 P 032 1295 214 408 164 917 242 030 164 021 162 216
IgG_013 3 2 P 033 1306 205 407 137 923 224 026 1,33 018 157 209
IgG_ 018 3 1 P 027 21,74 230 308 1,18 11,12 1,64 024 101 010 123 122
IgG_018 3 2 P 029 2143 230 313 132 1072 1,71 028 109 010 121 125
IgG_021. 3 1 P 029 1464 196 343 108 851 201 015 080 007 1,08 160
IgG_021_3_P 026 1470 196 342 106 879 207 013 084 007 116 168
IgG_021 3 3 P 027 1446 189 340 103 810 186 016 074 006 098 141
IgG_ 0263 1 P 03 1717 165 329 161 1085 154 026 136 013 178 136
IgG_026_3 2 P 029 1686 158 328 170 1024 1,39 029 145 009 153 117
IgG_026 3 3 P 028 1704 157 330 169 1091 150 027 155 011 1,77 136
IgG_ 030 3 1 P 030 1971 232 | 367 121 1191 1,32 019 120 006 119 114
IgG_ 030 3 2 P 031 1942 231 372 135 1147 140 023 128 008 120 120
IgG_030 3 3 P 030 1959 231 368 138 11,83 145 021 137 009 131 131
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1gG_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
1gG_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

TablicaD2.*3 YULMHGQRVWL |]D ,J* L] NUYQH SOD]PH SULND]DQH SRPRUX VW

Uzorak GP4 GP8 GP9 GP14 GP18
1lgG_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 0,61 181

lgG_010_P AVERAGE 19,17 20,54 10,78 15,90 7,69
STDEV 0,54 0,37 0,21 0,17 0,47

Ccv 2,80 1,82 1,95 1,06 6,11

19G_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 1,69 151 0,18 0,59 0,48

1gG_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

1gG_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

1gG_026_P AVERAGE 16,85 19,54 10,11 17,02 10,67
STDEV 0,46 0,11 0,12 0,16 0,37

Ccv 2,76 0,57 1,14 0,92 3,46

1lgG_030_P AVERAGE 14,00 18,58 10,47 19,57 11,74
STDEV 0,18 0,15 0,08 0,15 0,23

Ccv 131 0,83 0,72 0,75 1,99

19G_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)rijednosti gliko pikova IgGa dobivenih iz flowthrougha nakon izolacije IgA.

Uzorak GP1L  GP2 GP3  GP4 GP5 GP6 GP7 @ GP8 | GP9 | GP10  GPl11  GP12
lgG_005_3 1 FT 007 051 006 1905 027 326 046 2190 11,08 355 056 085
lgG_005 3 2 FT 006 052 007 1880 033 324 047 21,9 1100 360 056 0,88
lgG_005 3 3 FT 006 051 007 1894 033 324 047 21,70 1113 355 056 0,85
lgG_010 3 1 FT 005 062 007 1848 036 511 055 2041 1066 598 080 1,32
lgG_010 3 2 FT 004 062 007 1851 042 508 057 2039 1040 619 0,78 1,32
lgG_010_3 3 FT 0,04 061 011 1824 047 504 057 2026 1069 599 078 1,35
lgG_013_3 1 FT 004 051 006 1822 033 6,11 049 16,10 10,65 643 107 086
l9G_013_3 2 FT 005 036 003 1941 018 465 035 1972 1145 563 086 0,95
lgG_013_3 3 FT 004 052 005 1841 035 6,17 047 16,26 10,66 651 1,00 0,85
lgG_018_3 1 FT 003 035 003 1267 019 332 039 1972 1066 527 084 1,05
lgG_018_3_2 FT 0,04 039 003 1320 023 329 039 19,59 1057 526 076 1,02
l9G_021_3_1 FT 005 038 012 1873 080 441 038 19,28 11,66 567 075 1,12
l9G_021_3_2 FT 005 036 003 1941 018 465 035 19,72 1145 563 086 0,95

Cristina Maligec Diplomski rad



T . Uvod 66

l9G_021 3 3 FT 0,04 0,38 0,12 1881 0,88 4,40 036 @ 1934 11,75 571 0,73 1,13
lgG_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
l9G_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
l9G_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
19G_030_3_1 FT 0,03 0,23 0,08 13,66 0,63 3,76 0,29 18,69 10559 6,03 0,68 1,10
19G_030_3 2 FT 0,04 0,24 0,06 13,84 0,33 3,88 0,29 18,74 1045 5,97 0,78 1,00
19G_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
19G_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

19G_039_3_2 FT 0,04 028 006 1075 026 3,12 038 17,52 1232 523 086 1,15
l9gG_039_3_3 FT 0,03 027 005 1068 043 3,08 038 17,59 1187 574 074 121

Tablica D3. b)Vrijednosti gliko pikova IgGa dobivenih iz flowthrougha nakon izolacije IgA.

Uzorak GP13 GP14 GP15 GPl16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP24

IgG_005_3_1 FT 023 1724 146 268 105 894 18 018 1,06 010 202 154
IgG_005_3_2 FT 025 17,23 1,53 266 104 896 193 018 1,01 010 206 158
IgG_005 3 3 FT 0,24 17,00 152 267 107 895 19 019 109 010 209 161
IgG_010_ 3 1 FT | 0,28 1606 199 254 118 811 164 018 104 011 | 117 1,30
IgG_010 3 2 FT 0,28 1601 205 261 1,09 813 168 017 09 012 118 1,34
IgG_010_3 3 FT | 0,32 1599 207 264 111 819 168 019 102 011 1,18 133
IgG_013 3 1 FT 0,27 1287 216 407 139 961 252 025 151 018 1,79 248
IgG_013 3 2 FT | 0,28 12,90 214 408 136 959 251 025 144 019 | 178 @ 247
IgG_013 3 3 FT 0,26 12,88 2,13 4,09 134 957 243 025 144 018 175 241
IgG_018_ 3 1 FT | 0,25 2256 220 | 307 | 1,09 11,37 153 017 092 003 | 125 | 1,01
IgG_018 3 2 FT 0,22 22,31 220 296 111 1140 156 012 096 007 119 114
IgG_021 3 1 FT 024 1428 225 341 105 902 224 014 086 007 127 183
IgG_021 3 2 FT | 0,20 1512 194 330 098 906 201 008 074 007 117 1,69
IgG_021 3 3 FT | 0,23 1423 229 336 106 894 219 014 081 007 | 123 177
IgG_026_3_1 FT 029 1651 1,94 326 160 1096 164 025 1,51 010 174 134
IgG_026_3_2 FT 026 1698 1,61 3,26 163 11,09 154 024 155 011 182 1,40
IgG_026_3 3 FT 025 17,25 1,60 3,26 162 11,18 150 023 1,51 011 179 136
IgG_030_3 1 FT | 0,28 1899 282 359 | 1,12 1209 156 014 116 004 | 126 1,16
IgG_030_3 2 FT 0,27 1947 250 361 112 1220 144 013 112 005 128 121
IgG_030_3_3 FT 025 19,78 2,33 355 118 1213 139 011 1,21 005 129 1724
I9G_039 3 1 FT 025 21,13 279 366 123 1224 212 029 115 010 1,36 173
IgG_ 039 3 2 FT | 026 21,29 270 362 123 1221 210 028 116 011 | 1,35 172
IgG_039 3 3 FT 0,26 20,95 296 361 124 1212 218 029 114 010 135 172

Tablica D4. a)Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flodhrough D QDNRQ L]JRODFLMH ,J$ SULND]I
VWDWLVWLpPpNLK SRGDWDND

GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GP8 GP9 GP1 GPl1  GP1

0 1 2
IgG_005_FT = AVERAGE @ 0,06 051 0,07 1893 031 325 047 218 11,07 357 056 | 086
STDEV 0,00 000 001 013 ' 004 001 000 024 0,07 003 0,00 | 002
CcVv 2,06 089 975 068 1165 029 100 063 062 087 048 | 197
lgG_010_FT | AVERAGE | 0,05 061 008 1841 042 508 056 2035 1058 6,05 0,79 | 1,33
STDEV 0,00 000 002 015 005 004 o001 008 016 012 001 | 0,02
Cv 5,66 0,23 | 2525 080 | 12,76 070 250 040 5152 19 1,71 | 155
IlgG_013 FT @ AVERAGE @ 0,04 051 005 1832 032 6,15 047 16,19 1065 645 1,04 | 0,85
STDEV 0,00 0,00 0,00 010 004 003 002 008 002 005 003 001
Ccv 1,63 065 876 054 1194 053 337 049 020 0,75 334 095
IgG_018_FT | AVERAGE | 0,03 037 003 1294 021 331 039 1966 10,62 526 080 | 1,04
STDEV 0,01 003 000 037 003 002 000 009 007 001 006 | 002
Cv 22,17 859 018 | 289 | 1436 0,73 067 047 061 026 765 | 185
lgG_021_FT @ AVERAGE @ 0,05 038 0,09 1898 062 449 036 1945 1162 567 0,78 | 1,07
STDEV 0,00 001 o005 o037 039 014 001 024 016 004 007 |H 010
Cv 3,41 267 5451 195 6247 318 304 124 134 073 856 | 957

IgG_026_FT | AVERAGE | 0,05 0,74 008 | 1658 040 438 063 1937 997 428 062 | 149
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STDEV 0,00 002 003 015 028 009 003 0,211 0,20 002 0,06 | 0,07
CvVv 2,82 228 4140 090 @ 70,10 196 506 056 @ 204 058 900 | 474
IgG_030_FT = AVERAGE @ 0,04 024 006 1382 037 387 029 1872 1047 598 0,76 | 1,01
STDEV 0,00 001 002 015 024 0,10 001 002 012 005 0,08 | 0,08
Cv 10,72 2,15 3468 1,08 6405 265 205 013 1,14 0,78 990 817
IgG_039_FT | AVERAGE | 0,03 027 005 10,71 034 310 0,38 17552 12,14 545 081 | 1,18
STDEV 0,00 000 0,00 004 009 002 001 007 024 026 006 | 003
Ccv 6,74 065 187 034 2514 0,73 189 041 194 486 800 | 243

Tablica D4. b)Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flodhrougha nakon izolacije IJASULND]DQH SRPRUX
VWDWLVWLpPpNLK SRGDWDND

GP13 GP14 GP15 GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP2

4
IlgG_005_FT AVERAGE 024 17,19 150 2,67 105 895 192 018 105 010 206 1,58
STDEV 001 008 003 001 002 001 004 000 004 000 003 004
cv 348 044 222 055 1,61 008 212 092 395 227 163 235
IgG_010 FT AVERAGE 0,29 16,02 2,04 259 @ 1,13 814 166 018 101 011 118 132
STDEV 002 003 004 005 005 004 002 001 004 000 001 0,02
cv 763 021 1,93 203 427 048 148 531 404 185 078 145
IgG_013 FT AVERAGE 0,27 12,89 215 4,08 1,36 959 248 025 147 018 178 245
STDEV 001 001 002 001 003 002 005 001 004 001 002 004
cv 337 0411 071 013 1,87 024 1,92 204 2,84 331 114 149
IgG_018 FT AVERAGE 024 2243 220 3,02 1,10 11,39 154 015 094 005 122 1,08
STDEV 002 018 000 008 001 002 002 003 002 003 004 0,09
cv 913 081 020 252 1,02 018 1,13 21,38 2,65 5550 3,24 8,16
IgG_021_FT AVERAGE 023 1454 216 3,36 103 901 215 012 080 007 122 1,76
STDEV 002 050 019 005 004 006 012 003 006 000 005 007
cv 885 342 894 157 4,09 068 557 2930 7,90 514 414 4,03
IgG_026_FT AVERAGE 027 1691 172 326 162 1108 156 024 152 010 179 1,37
STDEV 002 038 019 000 002 011 007 001 003 001 004 003
cv 6,96 223 1128 004 1,14 099 4,60 481 1,67 742 229 243
IgG_030 FT AVERAGE 0,27 1941 2555 358 1,214 1214 147 013 116 005 128 120
STDEV 002 040 025 003 004 006 009 001 005 000 002 004
cv 6,36 205 979 076 320 046 6,02 1078 4,00 952 136 3,12
IgG_039 FT AVERAGE 025 2112 2,82 3,63 1,23 1219 213 029 115 010 136 172
STDEV 001 017 013 003 001 006 004 000 001 000 001 0,00
cv 234 080 460 072 044 048 1,93 170 0,88 101 053 025

TablicaD5.a)8VSRUHGED GRELYHQLK YULMHGQRVWL L]PHYX-thdbtigsOD]PH L ,J*
uzorcima standarda.

GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 = GP7 GP8 | GP9 GP10 GP1l1 GP12

IgG_STD. 3 1 P 007 047 006 2040 034 645 031 1843 959 677 102 0,69
Ig6_STD. 32 P 009 047 012 21,08 038 660 034 1871 975 667 114 0,72
IgG_STD. 33 P 008 047 004 2061 030 646 033 1834 972 664 111 0,73
IgG_STD 3 4 P 007 046 007 2018 037 641 030 1839 959 675 103 0,72

IgG_STD 3 1 FT 005 045 006 2035 036 646 031 1859 926 696 092 0,68

lgG_STD 3 2 FT 006 046 006 2035 027 649 030 1846 950 681 097 0,66

IgG_STD 3 3 FT 005 047 012 2017 052 638 030 1840 932 7,08 090 075

lgG_STD 3 4 FT 005 045 004 2036 032 652 028 1857 934 698 089 067

AVERAGE 007 046 007 2044 036 647 031 1849 951 683 100 0,70
STDEV 002 001 003 029 008 007 002 013 019 016 009 003
cv 2298 186 4431 143 2165 105 619 068 196 232 939 439

TablicaD5.b)8VSRUHGED GRELYHQLK YULMHGQRVWL L]PHYV X-thibigsOD]JPH L ,J*
uzorcima standarda.

GP13 GP14 GP15 GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP24

I9gG_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
I9G_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
1I9gG_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
I9G_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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lgG_STD 3 1 FT | 0419 | 1407 211 347 072 973 180 009 052 | 007 110 168
lgG_STD 3 2 FT | 020 1411 207 350 074 969 182 010 053 008 1,09 171
lgG_STD 3 3 FT = 022 1382 217 347 077 968 187 010 053 007 112 172
lg6_STD 3 4 FT | 019 1413 210 350 071 974 178 010 050 007 1,07 164

AVERAGE 0,24 | 1402 208 352 077 943 180 015 052 009 105 163
STDEV 005 013 005 005 005 039 006 006 002 002 007 0,10
cv 21,44 095 224 149 585 410 357 3749 325 20,82 628 642

TablicaD6.*3 YULMHGQRVWL ,J$ L]

W U TVTTVTTUVUTUTTUTUVTTUTOUTUTUTTUTUTUTUTUTUTTUTUTO

GP13

7,98
7,31
7,73
5,79
6,33
6,58
6,67
6,64
7,43
7,29
7,74
3,99
3,72
7,82
7,59
3,61
4,53
7,35
7,05
7,72
7,39
3,57

GP14
18,10
19,55
19,33
21,46
20,95
17,15
16,53
16,72
18,63
18,81
18,94
22,24
21,29
18,92
18,22
22,67
19,79
16,78
16,65
23,07
18,67
18,97

Tablica D7.GP vrijednosti IgAL] NUYQH

NUYQH SOD]PH SULND]DQH SRPRUX VWDWLVWLpPN

SOD]PH SULND]DQH SRPRUX VWDWLVWLpPpNLK

GP15
7,45
8,07
7,87
9,85
9,74
10,33
10,04
9,89
9,77
9,91
9,87
10,05
9,45
7,23
6,98
6,44
8,14
8,74
8,72
8,48
10,34
10,48

GP18
8,48
6,23
6,56
1,45
6,19
7,61
8,38
7,90
6,94
6,65
6,72
6,00
6,06
6,77
8,57
5,89
6,63
8,37
8,42
5,02
7,48
6,75

GP20
20,62
20,06
20,23
18,22
17,30
14,84
14,91
14,49
16,30
16,16
15,78
18,82
19,32
20,04
19,98
26,37
18,31
13,56
13,99
22,51
15,75
16,27

GP21
15,97
16,38
15,97
18,18
17,79
18,97
18,79
18,58
17,70
17,83
17,12
18,60
20,75
16,15
16,10
15,24
17,94
18,53
19,17
17,42
17,77
18,12

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 4,42 413 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
CcVv 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
cVv 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
CcV 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 GRa IgA iz flow-througha nakon izolacije 1g&.

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 flowthrougha nakon izolacije IggD SULND]DQH SRPRUX VWDWLVWL

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 10,68 411 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 11 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 5,05 481 4,61 14,60 3,71 2,42

Tablica D10. a8V SRUHGED GRELYHQLK YULMHGQRVWL L]PHYX-thdbfgs OD]PH L ,J¢
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 0,56 131 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 066 | 1,39 006 @098 019 161 | 030 | 138 069 | 1,93 | 521 2,38
IgA_STD 3 1 FT 025 084 001 034 023 129 027 119 057 1,75 486 216
IgA_STD_3 2 FT 026 078 006 032 024 123 029 137 053 200 510 2,13
IgA_STD 3 3 FT 026 085 004 030 024 116 025 146 049 198 447 204
IgA_STD_3_4 FT 022 074 004 027 018 1,12 024 117 041 1,70 @ 426 1,93

AVERAGE 0,38 1,02 005 055 019 135 029 1,32 057 1,89 494 218
STDEV 0,18 028 002 031 005 020 004 011 010 012 043 0,17
cv 4713 27,11 44,15 56,09 24,22 1452 1461 815 17,78 6,26 8,74 7,60

7DEOLFD ' E 8VSRUHGED GRELYHQLK YULMHGQRVWL Hhi@kgk X

uzorcima standarda.

GP13 = GP14 GP15 GP16 GP17 @ GP18 GP19 @ GP20 | GP21 | GP22 | GP23

IgA_STD 3 1 P 369 19,79 11,67 1,18 1,35 4,33 0,53 17,00 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 573 @ 16,95 13,85 1,26 1,17 526 0502 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 6,06 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 1581 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 6,70 054 = 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 9,21 881 17,32 7,03 1,97 3,78 | 3431 11,28

,J$ SOD]P

Tablica D10.c)8VSRUHGED GRELYHQLK YULMHGQRVWL L]PHYX-thtb@gsOD]PH L ,J%
uzorcima standarda.

GP24

0,47
0,70
0,74
0,68
0,83
0,83
0,78
0,80

0,77
0,06
7,83

GP25
0,28
0,32
0,31
0,30
0,37
0,43
0,43
0,37

0,36
0,05
14,74

GP26

0,51
0,97
1,03
0,96
1,44
1,40
1,43
1,52

1,25
0,25

20,05

GP27
0,18
0,35
0,32
0,31
0,36
0,34
0,32
0,36

0,34
0,02
5,75

GP28
0,22
0,52
0,45
0,50
0,65
0,68
0,70
0,71

0,60
0,11
18,02

GP29
0,14
0,26
0,23
0,23
0,30
0,26
0,25
0,26

0,25
0,02
9,71
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8. a,92723,6

Osobni podatci
Ime i prezimeCristina Maligec
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